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LISTA DE ABREVIATURAS

M: molar.

U: unidad.

NaCl: cloruro de sodio.

MgCl: cloruro de magnesio.

Tris-HCI: tris acido clorhidrico.

SDS: Sulfato duodecil de sodio.

TE: tris-HCI + EDTA

mM: milimolar.

Cf: concentracion final.

pH: potencial de hidrogeno.

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acetico.

mL: militros.

pl: microlitos.

ng: nanégramo.

Pmol: picomolar.

Rpm: rotaciones por minuto.

dNTPs: desoxirribonucleétidos.

DMSO: dimetil sulfoxido.

V: voltios.

pb: pares de bases.

0: theta.

PCR: reaccion en cadena de polimerasa.

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida

RFLP: polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion.
VNTR: secuencias adyacentes que se repiten en numero variable.
RAPD: polimorfismo de ADN amplificado arbitrariamente.

SSR o STR: microsatélites (secuencias cortas repetitivas).
NTS: secuencias nucledétidos de la regién codificante y de espaciador no trascripto
v: voltios.



GLOSARIO

AGAROSA: polisacérido formado por galactosas alfa y beta que se extrae de las
algas de los géneros Gellidium y Gracillaria. La agarosa es soluble en agua a
temperaturas superiores a los 65°C, dependiendo del grado de sustituciones
hidroxietilicas de sus cadenas laterales. Estas sustituciones se pueden modificar
para provocar que la temperatura de gelificacion varie entre los 17 y los 40°C. La
agarosa es un producto natural que forma una matriz inerte y no téxica que
supone una herramienta indispensable en gran cantidad de técnicas de Biologia
Molecular, Bioquimica y Biologia Celular. Su uso mas extendido es para construir
geles que permitan separar moléculas de ADN mediante electroforesis, ademas
de ser utilizada para fijar moléculas a su estructura como anticuerpos o antigenos.
Igualmente se utiliza para el cultivo celular y microbiologia.

ALELO: es una de las formas variantes de un gen en un locus (posicién) o de un
marcador particular en un cromosoma. Diferentes alelos de un gen producen
variaciones en las caracteristicas hereditarias tales como el color del cabello o el
tipo de sangre. Cada una de las alternativas que puede tener un gen de un
caracter. Los alelos se representan por una letra mayudscula para indicar su
caracter dominante y por una minuscula si son recesivos. Si el organismo es
heterocigoto y los alelos codominantes, se expresan ambos. Sinénimo: alelomorfo

BIOCENOSIS: conjunto de organismos animales y vegetales que viven en
equilibrio dindmico en un biotopo determinado.

BIOLOGIA MOLECULAR: estudio de la vida a un nivel molecular. Esta area se
solapa con otros campos de la Biologia y la Quimica, particularmente Genética y
Bioquimica. La biologia molecular concierne principalmente al entendimiento de
las interacciones de los diferentes sistemas de la célula, lo que incluye
muchisimas relaciones, entre ellas las del ADN con el ARN, la sintesis de
proteinas, el metabolismo, y el como todas esas interacciones son reguladas para
conseguir un afinado funcionamiento de la célula.

CEBADOR O PRIMER: secuencia corta de oligonucleétidos que se une en forma
complementaria especifica a una cadena Unica de acido nucleico e inicia la
sintesis de esa cadena en presencia de ADN polimerasa y nucleétidos en una
reaccion de PCR.

CITOGENETICA: estudio de los cromosomas, su estructura y su herencia.



CODOMINANCIA: Biologia molecular, situacién en que un individuo heterocigoto
exhibe dos bandas correspondientes a ambos alelos de un gen especifico; en
genética mendeliana, es un tipo de herencia en el cual los dos alelos se expresan
completamente en el estado heterocigético.

CUELLO DE BOTELLA: Reduccién del tamafio de una poblacién que ocasiona,
generalmente, deriva genética aleatoria.

DENDROGRAMA: diagrama ramificado que muestra, una jerarquia de categorias
u objetos basada en el grado de semejanza o en el nimero de caracteres
compartidos. La longitud de cada rama representa, la distancia que separa los dos
objetos conectados.

DISTANCIA GENETICA: Medida de la semejanza genética entre dos poblaciones.
Se calcula sobre la base de la variacion en una combinacidon de caracteres
fenotipicos, frecuencias alélicas o secuencias de ADN.

ELECTROFORESIS: Técnica para separar en un gel, mediante un campo
eléctrico, las moléculas de acuerdo con el tamarfio y la carga neta que poseen.

ENDOGAMIA: Apareamiento entre individuos que tienen uno o mas antepasados
en comun. El caso mas extremo es la autofecundacion que se da de manera
natural en muchas plantas y en algunos animales primitivos.

FENOTIPO: conjunto de caracteres observables de un organismo como
consecuencia de la influencia de los caracteres hereditarios y la influencia del
ambiente. El fenotipo es la manera de manifestarse el genotipo.

FRECUENCIA ALELICA o FRECUENCIA GENICA: Corresponde al porcentaje o
frecuencia de cada gen existente en ese locus en la poblacion respecto del total
de genes de la poblacién, y siempre se denominan por letras mindsculas
arbitrariamente iniciandose siempre por p, para el alelo dominante en ese locus,
en cambio para el resto de los genes son designados por las letras minusculas
siguientes. Numero relativo de copias de un alelo en una poblacién, expresado
como proporcién del numero total de copias de todos los alelos de la poblacion
para un determinado locus.

FRECUENCIA GENOTIPICA. Proporcién de un genotipo en una poblacion.
GEN: unidad funcional de un cromosoma. Un gen corresponde a un fragmento de
DNA formado por unos centenares de bases nitrogenadas que llevan informacion

para un caracter.

GENOTIPO: conjunto de alelos propios de un individuo, es decir, hace referencia
a su constitucion genética.



HAPLOGRUPO: es un grupo grande de haplotipos, que son series de alelos en
lugares especificos de un cromosoma.

HAPLOTIPO: es la constitucion alelica de multiples locus para un mismo
cromosoma. Un haplotipo en un organismo es estudiado usando una prueba de
ADN genealdégico

HETEROCIGOTICOS: individuos que presentan alelos formados por genes
diferentes, la heterosigozis se representa por un a letra mayuscula y otra
minuscula (Cc).

HETEROCIGOTO: Constitucion genética de un individuo que porta un alelo
dominante de un progenitor y un alelo recesivo del otro progenitor.

HOMOCIGOTICOS: individuos que tienen los alelos formados por dos genes
iguales, la homocigosis se representa con dos letras en mayulscula o en
minusculas (CC o cc).

HOMOCIGOTO: Individuo cuya constitucién genética consiste en el mismo alelo,
dominante o recesivo, para un caracter hereditario.

LIGACION: proceso en que se unen de nuevo dos o mas fragmentos de ADN.
LOCI: es el plural de locus.

LOCUS: posicién que ocupa un gen en un cromosoma determinado. La palabra
locus viene del latin locus que quiere decir lugar. Todos los alelos de un gen
pueden estar en el mismo locus. Es la localizacién o segmento de ADN que tiene
informacidn genética requerida para controlar algun aspecto del organismo.

MARCADOR: Genéticamente, un alelo, una banda en un gel o un caracter que
sirve experimentalmente como sonda para identificar a un individuo o a alguna de
sus caracteristicas; Molecularmente, todo y cualquier fenotipo molecular oriundo
de la expresion de un gen.

POLIFORMISMO: es la presencia de dos o mas variantes heredables para una
misma caracteristica que coexisten dentro de una poblacion. Esta caracteristica
puede ser apreciable tanto a nivel morfolégico, como el nimero de cerdas en D.
melanogaster, como a nivel molecular, tal es el caso de las alozimas.

POLIMORFISMO GENETICO: hace referencia a la existencia de mdltiples alelos
de un gen presentes en una poblacion. Es decir, un polimorfismo es una variacion
en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los individuos de una
poblacién. Por ejemplo, el color de la piel. Aquellos polimorfismos que afectan a la



secuencia codificante o reguladora y que producen cambios importantes en la
estructura de la proteina o en el mecanismo de regulacién de la expresién, pueden
traducirse en diferentes fenotipos.

REPETICION EN TANDEM: copias muiltiples de una misma secuencia de bases
en un cromosoma.

VARIACION GENETICA: Variacién en el caracter de un organismo, resultado de
una mutacién o de recombinacion genética. Cambio de frecuencia alelica de una
generacién a otra dentro de una poblacion como consecuencia del muestreo de un
namero finito de genes, lo cual es inevitable en todas las poblaciones de tamario
finito. Cuanto menor es la poblacién, mayor es la deriva genética, con el resultado
de la pérdida de algunos alelos y de la reduccién de la diversidad genética. De ahi
la importancia de minimizar la deriva genética como medio para favorecer la
conservacion de recursos genéticos.



RESUMEN

El trabajo se desarrolld en el laboratorio de Biodiversidad Molecular y Citogenética
de la Universidad Federal de Sao Carlos, ubicada en el municipio de Sdo Carlos,
S&o Paulo, Brasil, con el objetivo de Evaluar la variabilidad genética del matrincha
Brycon orthontaenia, mediante el uso de marcadores moleculares microsatélites.

Este estudio evalué muestras de ADN tomadas del banco de ADN del laboratorio,
provenientes de tres localidades proximas de la represa de Tres Marias: Jusante
del rio Abaeté (JA), Cascalheira até Abaeté (CA) y Jusante de Barragen (JB). Se
utilizaron siete locus de microsatélites (Bh5, Bh6, Bh8, Bh14, Bh15, Bh16 y Bh17)
aislados de Brycon hilarii en el laboratorio de Biodiversidad Molecular vy
Citogenética.

Fueron evaluadas un total de 44 muestras de ADN; los locus fueron amplificados
via PCR, utilizando un par de “primers” especificos. La deteccion de microsatélites
via PCR fue hecha en gel de electroforesis, utilizando agarosa y poliacrilamida. La
visualizacién de las bandas en el gel se hizo directamente por coloracién con
bromuro de etidio y nitrato de plata, respectivamente; el andlisis estadistico se
realiz6 mediante la utilizacion del software GENEPOP, FSTAT vy la verificacidén
mediante el software TFPGA. Las variables evaluadas fueron: Variabilidad
genética, Frecuencias alélicas, Numero de alelos, Heterogozidad observada,
Heterogozidad esperada, Indice de fijacién de Wright, Distancia genética entre dos
poblaciones, indice de identidad genética (I), La estadistica F, Coeficiente de
parentesco y Flujo génico.

Se amplificé un total de siete loci microsatélites de los cuales dos no amplificaron,
por tal motivo se excluyeron del andlisis.

Todos los loci juntos produjeron un total de 39 alelos diferentes, se encontré un
total de tres alelos privados; los locus caracterizados revelaran una moderada
variacién genética (0,15 a 0,25). Se detectd un numero relativamente pequeno de
alelos, variando de 3 a 14 alelos por locus y una media de 7,8 (+1,98) alelos por
locus. El nivel de heterozigosidad esperada varié de 30,4% a 90,5%, con una media
de 71% (+0,17), mientras la heterozigosidad observada vario de 0% a 100%.
Solamente el locus Bh17, no se mostrd en las expectativas de Hardy-Weinberg en
ninguna de las tres localidades, debido al exceso o déficit de heterocigotos como
lo evidencia el valor Fis.



El andlisis de UPGMA determin6 que las poblaciones JA y CA son cercanas una
del otra, indicando alta semejanza entre estas dos localidades, mientras que la
poblacién JB tiene mayor diferencia, lo que indic6 que es una poblacién con
menor parentesco.

No se observo diferencias significativas entre JA y CA, indicando homogeneidad
genética entre estas localidades, en relacién a los marcadores microsatélites,
mientras que para los pares JA vs. JB y CA vs. JB mostraron diferencias
significativas, esto equivale decir que las muestras comparadas debieron ser
retiradas de por lo menos dos poblaciones.

En el habitat de la subpoblacién JA, en su confluencia con el rio Sao Francisco, el
rio Abaéte provee mas alta temperatura del agua, promedios altos de oxigeno y
gran corriente de agua que las condiciones que se presentan rio abajo de la
represa. Ademas, es posible que los individuos de las diferentes unidades
presenten un comportamiento de comigracion durante el periodo reproductivo.
Este modelo sugiere qué el pez en la regién C podria ser fragmentado en varias
unidades de poblaciones y que durante el periodo reproductivo solamente una
fraccidbn migra hacia la represa, mientras la mayor migracion posiblemente seria
hacia localidades con condiciones medioambientales mas favorables para la
reproduccion.

De acuerdo a los valores obtenidos mediante los célculos del indice de Fijacion
(FsT), existe un flujo génico cerrado entre las localidades en estudio, lo que sugiere
la presencia demas de un grupo poblacional entre las tres poblaciones de la
represa de Trés Marias. En conclusién B. Orthontaenia presenta diferenciacion
poblacional mostrando por lo menos dos unidades poblacionales y un restringido
flujo genético en la poblacién. Ademas en el presente trabajo se encontré que los
valores estimados de Fst en este trabajo se encontr6 entre 0,0051 y 0,1115 lo
que indica una moderada estructuracién poblacional en Brycon orthontaenia.



ABSTRACT

This evaluation was carried out at the Molecular and Cytogenetic Biodiversity
Laboratory of the Sao Carlos Federal University, located in the town of Sao Carlos,
Sao Paulo State, Brazil, with the objective of evaluating the genetic variability of
two breeds of fish named Curimbata , Prochilodus Lineatus through molecular
microsatellites indicators.

For the analysis of this specie DNA samples taken from the DNA stockpile of the
Molecular and Cytogenetic Biodiversity Laboratory of the Sao Carlos Federal
University, Sao Paulo, Brazil, were evaluated. These samples were taken out from
the specie Prochilodus Lineatus individuals in their liver and fin. The specie comes
from the Emas waterfalls, in the Mogi-Guacu River, Pirassununga municipality,
Sao Paulo, and from the Hydrobiology and Pisciculture Post of the Furnas
Hydroelectric, MG.

A total of 64 DNA samples were evaluated; 32 from each population. For this
evaluation the methodology used was the PCR amplification via of the
microsatellite regions beginning with the genomic DNA using specific and
complementary primers to the unique sequences which boarder the microsatellites.
The detection of the PCR amplification via was made of electrophoresis gels using
agarosa. The ribbon visualization was made of the coloration with etidio bromorus;
also, poliacrilamida gels were made based on silver nitrate aiming to do the
genotype directly on this gel.

For this evaluation, two primers designed for the Prochilodus Lineatus specie were
used, and eight primers described for the Prochilodus Costatus specie formerly
evaluated in each and one of the species that finally showed polyformism.

The statistical analysis was made through the use of some software such as:
GENEPOP, TFPGA, and FSTAT; also it was mandatory the use of the software
STATISTICA for evaluating the data gathering obtained.

Ten loci microsatellites were amplified from which six satisfactory amplified, two
didn’t showed any amplification at all, and two didn’t showed polyformism, then, the
loci polyformed percentage was of 60%.

For the six loci analyzed it was possible the distinction of at least eighty-four alleles
from which at least fifty-three were found among the Hydrobiology and Pisciculture
Post of the Furnas’ population. From those, 28.30% are exclusive alleles of this
population; in the Mogi-Guagu population sixty-four alleles were found and the
44 .93% of these are exclusive alleles.



The expected heterozygosity varied from 0.1724 in the Mogi-Guagu population to
0.8215 in the Hydrobiology and Pisciculture Post of the Furnas’ population. That is
why the culture population is the one which showed the highest level of
heterozygosity observed.

The half value of the endogamy coefficient FIS showed that the two populations
have an heterozygote deficit due to the non aleatory breeding which could be the
main cause of the deviation in the Hardy Weinberg equilibrium found in this
research study.

The fixation index FST showed that both populations have a slightly moderate
differentiation; however, they don’t have a definite genetic structure and both
populations share their genes due to the increasing genetic flow. This genetic flow
is caused by the natural environment reproducers’ captivity to be reproduced
artificially inside the Hydrobiology and Pisciculture Post of the Furnas, aiming the
repopulation.

Key Words: Prochilodus Lineatus, Microsatellites, genetic variability.



INTRODUCCION

La conservacion de la diversidad bioldgica, traducida como el total de genes,
especies y ecosistemas del planeta, asume enorme importancia no solamente por
el valor intrinsico de los seres vivos, sino también por sus implicaciones
econdmicas y sociales. No obstante, el aprovechamiento intensivo de estos
recursos biolégicos ha provocado una pérdida creciente de la biodiversidad
mundial. En los foros cientificos y de deliberacion politica, el proceso de erosidon
de los recursos naturales es comentado como uno de los problemas mas serios a
ser enfrentados por la poblacién humana en este siglo. La adopcion de estrategias
para revertir este proceso se constituye en un desafi6 para los gobernantes
actuales e investigadores.

La fauna suramericana de peces de agua dulce es la mas rica en especies cuando
estd comparada con cualquier otra regién zoogeografica'. Aunque es
exhuberante, varias actividades humanas, particularmente la contaminacién de
cuerpos de agua (disposicion de efluentes industriales y domésticos), uso
inadecuado del suelo (la mineria, extraccidén de la arena, retiro del bosque ciliar,
crianza de ganados y cosecha), el represamiento de los rios para la generacion de
la energia eléctrica, y el “overfishing” ha afectado a este grupo taxondmico
seriamente®. Estas actividades tienden a ampliarse, y un efecto desastroso
sinérgico, pueden causar un dano irreversible al stock de los peces.

La construccién de la central hidroeléctrica de Tres Marias en 1960 ha causado
cambios importantes en la estructura poblacional de la ictiofauna del rio de San
Francisco y sus afluentes®, debido a la alta concentracién de pescadores en el
estado de Minas Gerais*, afectando el sector de la pesca. Ademas, rio abajo de la
represa de Trés Marias, se ha observado una reduccion sensible en la poblacidén
de peces como resultado de la disminuida productividad de las aguas y del control
de la descarga del rio, previniendo la inundacién de muchos lagos marginales que

' LOWE-MCCONNELL, R. H. Estudos Ecolégicos de Comunidades de Peixes Tropicais. Sdo
Paulo: Editora da Universidade de Sao Paulo, 1999.

2 AGOSTINHO, Angelo Antonio. Itaupu reservoir (Brasil): Impacts of impoundments on the fish and
fisheries. In: COWXI, G. Reabilitation os freshwaters fisheries. Bodmin, UK: Fishing news Book,
1995. p.184.

% GODINHO, Alexandre L. 4E os peixes de Minas em 2010?. Em: Ciéncia Hoje. Lugar: Editorial.
Vol. 16, No. 91, 1993. p. 49.

*MIRANDA, M. O.; RIBEIRO, L. P.; ARANTES, F. S.; SIQUEIRA, A. M. e DINIZ, M. G. Diagnéstico
do setor pesqueiro no estado de Minas Gerais. Belo Horizonte, Brasil: Superintendéncia do
Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE), 1988. p. 30.
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funcionaban como sitios naturales del crecimiento de peces, tal como expresan
Ribeiro y Miranda®, lo mismo que Godinho®.

Con el comienzo de la construccién de las tres grandes centrales hidroeléctricas
en Minas Gerais, rio abajo de Tres Marias, es posible asumir que la estructura
poblacional de los peces, asi como la pesca profesional, sufrieron un impacto
negativo. Para ello los marcadores de microsatélite se han convertido, debido a su
alto polimorfismo, versatilidad y facilidad de uso, en las herramientas moleculares
preferidas para aplicaciones biolégicas durante la Ultima década. Su uso en la
acuacultura contribuira a profundizar en aspectos de la biologia basicos para el
avance de esta actividad.

El analisis de la estructuracion y variabilidad genética permitié evaluar el estado
actual de "salud" genética de las poblaciones naturales y reintroducidas, tras el
dramatico declive que han venido experimentando la mayoria de peces debido a la
sobre explotacion y al mal manejo de los recursos hidrobiologicos. En este punto,
el conocimiento del nivel y distribucién de la variabilidad genética sustentara una
base cientifica para un desarrollo mas efectivo de estrategias encaminadas a la
conservacion del equilibrio ambiental y al aprovechamiento de los recursos de una
manera racional.

Los resultados del presente trabajo como la moderada variabilidad genética, el
desequilibrio de tales genes, entre otros, permiten inferir el riesgo biolégico en el
que se encuentra esta especie, debido a las consecuencias que los parametros
genéticos implican.

® RIBEIRO, L. P. e MIRANDA, M. O. T. Localizacdo de juvenis de surubim (Pseudoplatystoma
coruscans) em lagoas marginais do rio Sdo Francisco, Municipio de Januaria/MG. (Relatério). Belo
Horizonte Brasil: Superintendéncia do Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE), 1990. p. 29.

® GODINHO, Op Cit. p. 49.
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1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

El crecimiento poblacional e industrial ha generado continua demanda de energia
eléctrica. Estas circunstancias dieron origen a varios proyectos gubernamentales
de construccion de represas hidroeléctricas en las grandes cuencas fluviales
alrededor del mundo.

Las barreras hidroeléctricas a pesar de sus reconocidos aspectos utilitarios,
causan impactos sobre la ictiofauna, tales como: interrupciéon de las vias
migratorias de peces migradores, destruccion de lagos marginales, modificacién
del equilibrio alimentario de las especies y pérdida de variabilidad genética’ 8

La instalacion de represas a lo largo de las rutas migratorias es un grave problema
para los peces migradores de Brasil®*'®'"'?, como para los de otros paises'®. Las
alteraciones en las rutas migratorias impuestas por estos obstaculos no son bien
conocidas. Sucesivas represas a lo largo de un rio pueden provocar extincién local
de especies de peces migradores y disminuir la produccidén pesquera. Especies de
peces migradores, que tienden a ser abundantes antes de un represamiento, son
paulatinamente sustituidas por especies no migratorias de bajo valor comercial**.

La construccién de la represa Trés Marias provocé el surgimiento de obstaculos a
la migracion reproductiva de los peces, ademas de restringir las entradas de los
afluentes del reservorio, perjudicando asi el funcionamiento de los lagos y lagunas
marginales que eran tenidas como zonas de alevinage natural; de este modo, los
represamientos alteran el habitat natural de las poblaciones, por lo tanto, riesgo
de reduccion o hasta la misma extincién; una de estas especies es Matrincha, el
cual ha sufrido una grave disminucion y se encuentra como especie en via de
extincion.

” GODINHO, Hugo Pereira and GODINHO, Alexandre L. Fish communities in southeastern
Brazilian river basins submitted to hydroelectric impoundments. In: Acta Limnologica Brasiliensia,
vol. 5.1994. p. 187.

8 GODINHO, Hugo Pereira. Fisheries management and conservation in southeastern Brazil:
Current status and needs. In: Action before extinction: Conserving fish gametic diversity, An
International Workshop. Vancouver, Feb. 1998. p. 17.

® WOYNAROVICH, E. The hydroelectric power plants and the fish fauna. Verh. Internet. Verein. In:
Limnol. Vol. 24. 1991. p. 2534.

'® GODINHO, Op cit. p. 49.

"' GODINHO and GODINHO, Op Cit. p. 187

'> GODINHO, Op Cit. P. 16-18

'® PAVLOV, D.S. Structures assisting the migrations of non-salmonid fish: USSR. FAO Fisheries
Technical Paper. 1989. p. 308.

'* GODINHO, Op Cit. p. 49.
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Por lo anterior, se hace necesaria la utilizacion de herramientas moleculares
modernas, con el fin de analizar el estado de la variabilidad y demas parametros
genéticos, que nos ayudan a diagnosticar la salud poblacional desde el punto
molecular.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Los marcadores moleculares microsatélites permiten establecer la variabilidad
genética de poblaciones de Matrincha (Brycon orthotaenia), en la represa Tres
Marias?
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la variabilidad genética del pez Matrincha (Brycon orthotaenia),
mediante marcadores moleculares microsatélites.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar polimorfismos intra e inter poblacionales en las poblaciones de
Jusante rio Abaeté, Cascalheira até Abaeté y Jusante de Barragen.

e Determinar las frecuencias alélicas de las poblaciones.
e Determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada una de ellas.

e Evaluar el coeficiente de endocruzamiento (Fis) y el coeficiente del indice de
fijacién (Fst) calculados para cada locus y para el total.

e Establecer los valores de identidad y distancia genética.
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4. MARCO TEORICO

4.1 IMPORTANCIA DE LAS ESPECIES ICTICAS EN SUR AMERICA.

La contaminacién provoca cambios ponderables en el nimero de individuos y de
especies de una comunidad o de una biocenosis, desplazando formas influyentes
por otras de mayor rango de tolerancia, dando lugar particularmente al
establecimiento de las especies saprofilas y a las eusaprobias. Ello trae un cambio
visible en varios sentidos. Por lo tanto, posee una estructura determinada y una
fisiologia propia que se refleja en un tipo particular de funcionalidad'®.

Los cambios antedichos son los siguientes: en el gradiente de densidad
especifica, en la composicion o estructura comunitaria con predominio 0 avance
de los organismos saprobiontes y eurihalinos, en la eutrofizacién o en el nivel
sucesional con caida del indice de diversidad especifica de las comunidades, en la
dinamica de la biocenosis.

Con especial referencia a la acuicultura, torna cada vez méas impropio el ambiente
acuatico para la reproduccién y la vida de especies icticas de importancia
econdmica y otros organismos objeto de cultivo intensivo o extensivo'®.

Segun el mismo autor, las aguas léticas y muchas veces las de la serie lentita se
utilizan “legal” o ilegalmente como cuerpos receptores de efluentes sanitarios e
industriales. El desagle sanitario de ciudades y poblados que no estan cerca del
mar, suele verterse sin tratamiento, o con tratamientos primarios a los cursos de
agua. Si se agrega que en numerosos paises todas las instalaciones humanas
aisladas y situadas sobre rios y arroyos tienen desagles sanitarios directos,
fendmeno que se repite en lugares urbanos y periurbanos (“cloacas clandestinas”)
el panorama se complica ain mas.

Pero la contaminacion de origen industrial es seguramente la de peores
consecuencias, ya que los ambientes Ibticos carecen de capacidad
autodepuradora cuando el volumen del efluente pasa un limite critico, al que se
llega facilmente.

Ahora ha comenzado la polucién radioactiva y la polucion térmica que se ha
recrudecido en aquellos paises que como Argentina, estan desarrollando el uso de

> ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA AGRICULTURA Y LA
ALIMENTACION (FAO). Polucién y degradacién del ambiente. Disponible en internet:
http://www.fao.org/docrep/005/AC8675/AC867500.htm#Toc.
'® RINQUELET, R. A. SR/5. Polucién y Degradacion del Ambiente con Referencia a la Acuacultura.
En: Instituto de Limnologia. La Plata. Argentina, 2005. p. 3.
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la energia nuclear (Central de Atucha, funcionando; Central de Embalse de Rio
111° en construccién) y la polucion térmica que es conocida en muchos paises
con industrias azucareras a base de cafia de azucar.

En Colombia, las cuencas del Magdalena y del Sint han mermado su capacidad
productiva en peces por la degradacion ambiental (polucién, erosion, talado de
bosques que han alterado el régimen de aportes) y por la pesca irracional. Esto ha
afectado al bocachico (Prochilodus reticulatus magdalenae), al nicuro (Pimelodus
clarias), al bagre tigre (Pseudoplatystoma fasciatum) y al capas o barbudo cafere
(Pimelodus grosakopfii). La gran disminucion de varios Siluriformes, llamados en
Colombia lauchas (Pygidium sp.) parece deberse mas que nada a la competencia
con peces introducidos.

Segun el mismo autor, fuera de América Latina, la acuicultura de aguas frias se
practica en aguas de temperatura inferior a 20°C, y se basa principalmente en los
salménidos. La misma situacion existe en América Latina, donde 12 paises han
desarrollado ese tipo de acuicultura: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia,
Costa Rica, Ecuador, México, Panama, Peru, Uruguay y Venezuela.

4.2 CUENCA DEL RiO SAO FRANCISCO: ASPECTOS DE LA REGION DE LA
BARRERA DE TRES MARIAS (MG).

La cuenca del Rio Sao Francisco abarca un é&rea total de 631.133 km?,
equivaliendo a 7,4% del territorio brasilefio'’. El Rio Sao Francisco tiene 2.780 km
de extension, bafnando siete estados y 450 municipios. Cerca del 83% de su area
reside en los estados de Minas Gerais y Bahia, un area donde habitan 13 millones
de habitantes aproximadamente'®'®.

Brasil posee cerca de 3 x 10° Has de reservorios de los cuales mas del 23% estan
situados en la cuenca del Sao Francisco, siendo los mayores el de Trés Marias,
Sabradinho, ltaparica, Moxoté y los complejos Paulo Afonso y Xing6?°.

El reservorio de Trés Marias (105.000 Has) construido en 1960, fue el primer
reservorio brasilefio de hidroeléctrica, construido originalmente para el control de
las inundaciones en la regién del Sao Francisco. La barrera posee 75 metros de

7 PAIVA, M. P. Grandes represas do Brasil. Brasilia: EDITERRA, 1982. p. 192.

'® PETRERE, M. River fisheries in Brazil: a review. Regulated Rivers. Research and Management.,
Vol. 4,1989. p. 10.

'Y CAPPIO, L. F.; MARTINS, A. e KIRCHNER, R. O Rio S&o Francisco. Petrépolis, Brasil: Editora
Vozes, 1995. p.110.

2 SATO, Y. e GODINHO, Hugo Pereira. Peixes da bacia do Rio Sdo Francisco. Em: Lowe-
McConnell: Estudos ecolégicos de comunidades de peixes tropicais. Lugar: EDUSP, 1999. p. 407.
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altura y no dispone de ningun mecanismo para el paso de peces, dividiendo el rio
en dos partes®'.

El reservorio posee aguas templadas, oligotréficas y monomiticas; es
verticalmente estratificado de noviembre a febrero cuando la diferencia de
temperatura entre es mayor de 3°C, y destratificada en julio con una mezcla
vertical durante la época seca®. Ademas de eso, las condiciones ambientales han
sufrido grandes mudanzas tanto antes como después de la barrera, como menor
temperatura y menores tazas de oxigeno disuelto, que pueden estar influenciando
las caracteristicas bioldgicas de los organismos de aquella region.

El area después de la barrera, aproximadamente 32 km, desboca el Rio Abaeté,
un importante tributario del Rio Sao Francisco, cuyas condiciones limnolégicas son
diferentes a las de la barrera, donde la temperatura del agua es mayor en una
media de 3 — 6°C**. Muchas especies de peces migradores parecen desovar en
este tributario, aparentemente el desove no ocurre en el canal principal del Sao
Francisco entre la barrera y el Abaeté®.

La ictiofauna del Sao Francisco es compuesta por cerca de 152 especies. Cerca
del 8,0% de ellas migran para reproducirse. Dentro de estas, siete son migradoras
de larga distancia: Brycon orthontaenia (matrinchd), Salminus brasiliensis
(dorado), Leporinus elongatus (piau-verdadero), prochilodus costatus (curimbata-
piéa) y Prochilodus argenteus (curimbata-pacu) (Characiformes). Conorhynchus
conirostris (pird) e Pseudoplatystoma corruscans (surubim) (siluriformes). De
estas, B Orthontaenia, S. brasilensis, C. conirostris y P. corruscans estan en la
lista como especies “presumiblemente amenazadas” del estado de Minas Gerais®.

4.3 ASPECTOS GENERALES DE LA FAMILIA CHARACIDAE

Segun Lewinsohn y Prado®, los peces se presentan como los vertebrados mas
diversos y los de mayor variacidbn genética conocida. Por su parte, Lowe-

2 SATO, Y. e GODINHO, Op cit. p. 406

% ibid, p. 407

2 SATO, Y. e OSORIO, F. M. F. A pesca profissional na regido de trés Marias, MG. Em: Anais do
V Encontro Anual de Aquicultura de Minas Gerais. Lugar: Editorial, 1986. p. 91

2 ESTEVES, F. A.; AMORIM, J. C. C.; CARDOSO, E. L. e BARBOSA, F. A. R. Caracterizagio
limnoldgica preliminar da represa de Trés Marias (MG) com base em alguns parametros ambientais
basicos. Em: Ciencia e cultura., Vol. 37, No. 9, 1985. p. 610.

% SATO e GODINHO, Op cit. p. 410.

% LINS, L. V.; MACHADO, A. B. M.; COSTA, C. N. R. e HERMANN, G. Roteiro metodolégico para
elaboracdo de listas de espécies ameacadas de extingdo: contendo a lista oficial de fauna
ameacada de Minas Gerais. Belo Horizonte, Brasil: Fundagéo Biodiversitas, 1997. p. 55.

# LEWINSOHN, T. M. e PRADO, P. I. Biodiversidade brasileira: sintese do estado atual do
conhecimento. S&o Paulo: Contexto, 2002.
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McConell?® dice que existen aproximadamente 20.000 especies de peces
descritas actualmente y la mayor parte habita aguas calientes de los océanos
tropicales, haciendo un total de 40%. Los peces de agua dulce son responsables
por el 20 a 25% da biodiversidad de vertebrados hay indicios de que solamente
en América del Sur existen mas de 8.000 especies, teniendo en cuenta que
apenas dos de las diversas orden descritas (Characiformes y Siluriformes).

Para Vari y Malabarba®®, un porcentaje de 30 a 40% de toda la diversidad
existente en la ictiofauna Neotropical, la cuél no ha sido reconocida. Characidae,
la mayor familia entre los Characiformes, incluye casi el 55% de los peces que
pertenecen al orden de los peces de agua dulce, y puede ser un grupo
monofiletico de la especie®.

4.4 ASPECTOS GENERALES DEL GENERO BRYCON

El genero Brycon pertenece a la mas amplia y compleja familia del orden
Characiformes, a la familia Characidae. Esta engloba a la mayor parte de los
peces de escamas de agua dulce de Brasil, totalizando cerca de 400 especies. En
Sur América las especies estan distribuidas en cerca de 30 subfamilias y 250
géneros. La subfamilia Bryconinae, cuyo principal representante es el género
Brycon, se encuentra ampliamente distribuida por toda Sur América y Centro
América®'. Este género es considerado uno de los géneros méas grandes de los
characiformes neotropicales, con un nimero superior a 60 especies, de las cuales
40 especies son reconocidas, y se encuentran distribuidos en Sur Ameérica,
encontrandolas en las cuencas del Amazonas, Plata y Sdo Francisco® y junto con
Triportheus y Chalceus, han sido incluidas en la tribu Bryconini®.

Las especies de ese género, son conocidas regionalmente como matrinchas,
piracanjubas, piraputangas o pirapitingas, constituyen un grupo de peces

% | OWE-McCONNELL.Op cit

# VARI, R. P. e MALABARBA, L. R. Neotropical Ichthyology: An Overview. In: MALABARBA, L. R.
Phylogeny and Classification of Neotropical Fishes. Porto Alegre: Edipucrs., 1998. p. 603.

% | UCENA, C. A. S. Estudio filogenético de la familia Characidae con una discusién de grupos
naturales propuestos (Teleostei, Osthariophysi, Characiformes). Tesis de doctorado. Sao Pau
lo, SP: Instituto de Biociencias, Universidad de Sdo Paulo., 1993. p. 158

¥ BRITSKI, H. A.; SATO, Y.; ROSA, A. B. Manual de identificacdo de peixes da regido de Trés
Marias (com chaves de identificacdo para os peixes na bacia do rio Sdo Francisco). Minas Gerais:
Ministério da irrigacdo — CODEVASF., 1988. p. 115

¥HATANAKA, Terumi e GALETTI Jr., Pedro Manuel. RAPD markers indicate the occurrence of
structured populations in a migratory fresh water fish species. In: Genet. Mol. Biol., No. 26, 2003. p.
19

% WEITZMAN, S.H. The phylogenectic reletion ships of Triportheus, a genus of South American
Characid fishes. —Stanford Ichthyological Bulletin 7., Vol. 4, 1960. p. 239-244
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neotropicales migradores®* de reconocida importancia comercial, tanto para la
pesca cuanto para la acuacultura. Actualmente, Brycon aparece solo en la
subfamilia  Bryconinae®. Este género pertenece a la subfamilia Bryconidae,
etimolégicamente el nombre genérico Brycon + inae, del griego brycho que
significa morder, devorar con cierto ruido. En sentido especifico significa subfamilia
de peces que comen haciendo ruido (tienen tres series de dientes superiores).

Son peces grandes de cuerpo alongado, de forma bonita; las escamas, tanto de
abajo, como de encima de la linea lateral son muy semejantes entre si; la linea
lateral es completa, esta bajo la linea media del cuerpo y es curvada
anteriormente; vientre redondo, haciendo el cuerpo bien fusiforme, sobre todo en
los juveniles; maxila y mandibula alargadas, a veces, la mandibula puede ser mas
corta que la maxilar; dientes pentacuspides (tricispides en el aspecto externo),
dispuestos en tres series en la regién premaxilar; branquioespinas numerosas;
radios medios de la aleta caudal, ligeramente mas largos, formando una punta
marginal.

El genero Brycon es reconocido por un conjunto de caracteres, de los cuales
algunos son compartidos por otras especies de la familia, motivo por el cual el
género es considerado como “mal definido”. Ademas de eso, la existencia de una
gran diversidad morfolégica del craneo y dientes entre las diferentes especies,
hacen que algunos autores cuestionen la probabilidad de la naturaleza
monofilética del grupo®.%”.®8. Caracterizan a los representantes de Bryconinae por
la presencia de dientes gruesos y multicuspidados distribuidos en tres series en el
premaxilar y dos en el dentario. Los dientes de la serie externa del dentario son
grandes; y en la serie interna, existe apenas un diente vy junto a este, pero
distantes una serie de dientes pequenos.

Weitzman®® considera los géneros Triportheus y Chalceus muy préximos a Brycon,
agrupandolos en una Unica tribu, Bryconini. Gery*®, subdivide a la subfamilia
Bryconinae en tres tribus: Bryconini, Salminini, y Triportheini. Este autor propone a
Triportheus en subfamilia por considerar la forma y distribucién de los dientes

% HOWES, G. Review of the genus Brycon (Teleostei, Characidae). Bull. Br. Mus. In: Nat. Hist.
gZooI.)., Vol. 43, No. 1, 1982. p. 1-47.

® GERY, J. Characoids of the World. TFH publications, Neptune city, New Jersey. 1977. p. 672

% HOWES, G. Review of the genus Brycon (Teleostei, Characidae). Bull. Br. Mus. In: Nat. Hist.
gZooI.). Vol. 43, No. 1, 1982. p. 40.

" CASTRO, R. M. C. and VARI, R. P. Moojenichthys Miranda-Ribeiro (Pisces: Osthariophysi:
Characidae), a phylogenetic reapraisal and redescription. Proc. In: Biol. Soc. Wash., Vol. 103, No.
3, 1990. P. 525-542.

% BRITSKI ; SATO Y ROSA, Op cit. 1988. p.p. 115.

% WEITZMAN, S. H.The phylogenetic relationships of Triportheus, a genus of South America
Characidae fishes. Stanford Ichthyologic Bulletin., Vol. 7, No. 4, 1960. p. 239-243.

* GERY, J. Op cit. p. 672.
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similares a las de Brycon. Ademas de eso, Uj*' eleva a la subfamilia Bryconinae al
nivel de familia, esto es que, Bryconidae, en la cual el género Triportheus es
incluido. Por otro lado, Portugal®?, en una revisién de Triportheus, lo relaciona en
el gran grupo de caracideos sur americanos, en el cual estarian incluidos Brycony
Salminus.

Datos citogenéticos sugieren una mayor proximidad entre Bryconinae vy
Salmininae entre si, que con cualquier otro Characidae, inclusive Triportheinae,
revelada por una macro estructura cariotipica bastante similar*.

En tanto, a pesar de las probables relaciones de parentesco citadas, el género
Brycon fue considerado por mucho tiempo como el Unico representante de la
subfamilia Bryconinae. En un estudio sobre las relaciones filogenéticas de este
género, no fue encontrada ninguna evidencia en cuanto a la relacion préxima
entre los grupos discutidos anteriormente**,

Algunas especies del género ejecutan largas migraciones reproductivas
generalmente en periodos de lluvia. Después de un largo periodo de alimentacion
o acumulacion de reservas en los rios de mayor longitud y volumen de agua,
donde existe una gran disponibilidad de recursos energéticos, los peces migran la
subienda en direccion a las cabeceras para desovar. Esto ocurre generalmente,
después de grandes lluvias, pues es cuando el nivel del rio estd en ascensién, con
aguas bastante turbias y oxigenadas, garantizando la proteccién de ovas y larvas
contra predadores y la alta necesidad de oxigenacién de esta fase inicial.

Se trata de caracidos riofilicos, que habitan rios de aguas limpias y de alta
oxigenacion. Poseen un tamano medio y grande, pudiendo llegar hasta 8 Kg y son
omnivoros, se alimentan en el ambiente natural prefereriblemente de frutos,
semillas e insectos™.*.

*1'UJ, A. Etude comparative de I'osteologie cranienne dos poissons de la famille des Characidae et
son importance phylogenetique. Tese de Doutorado. Faculté des Sciences de I'Université de
Geneve., 1990.

*2 PORTUGAL, L.P.S. Revisdo sistematica do género Triportheus Cope (Teleostei, Characiformes,
Characidae). Dissertagao de Mestrado. Instituto de Biociéncias de Sao Paulo.1990.
“MARGARIDO, Vladimir and GALETTI Jr., Pedro Manuel. Chromosome studies in fish of the
genus Brycon (Characiformes, Characidae, Bryconidae). In: Cytobios., Vol. 85, 1996. p. 225.

* ZANATA, A. M. Estudo das relagdes filogenéticas do género Brycon Miiller e Troschel, 1844
(Characidae; Characiformes). Doctoral Thesis. Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo.
2000. p. 358.

** HORN, M. H. Evidence for dispersal of fig seeds by the fruit-eating characid fish Brycon
guatemalensis Regan in a Costa Rican tropical rain forest. In: Oecologia., Vol. 109, 1997. p. 259-
264.

*® LIMA, F. C. T. and CASTRO, R. M. C. Brycon vermelha, a new species of characid fish from the
Rio Mucuri, a coastal river of eastern Brazil (Ostariophysi: Characiformes). Ichthyological
Explorations of Freshwaters., Vol. 11, No. 2, 2000. p. 156.
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Constituye un grupo de reconocida importancia comercial*’.*®.*°, pues son
bastante procurados para fines culinarios, por su carne de alta calidad. Ademas de
eso, este grupo de peces disputa con el tucunaré y el dorado como un de los
grupos mas apreciados por la pesca deportiva, ya que presentan gran resistencia
y voracidad en el momento de la captura. Estos animales también han sido
bastante solicitados por la actividad turistica, dada la belleza de su coloracién, con
el cuerpo amarillo y aletas rojizas.

Sin embargo, a pesar de la importancia comercial y ecoldgica de estos peces, es
sabido que las especies de Brycon, son extremamente sensibles frente a las
mudanzas de sus habitats naturales.

En tanto, en algunas regiones brasileras, se ha observado una reduccién drastica
de estos peces y algunas especies ya se encuentran amenazadas de extincion®’.
Acciones antrépicas tales como, desmantelamiento de bosques ciliares,
construccion de represas hidroeléctricas, drenajes para aprovechamiento agricola,
polucion del agua, ecoturismo mal planeado, han sido apuntadas como las
posibles causas del desequilibrio de los ambientes naturales en los cuales estos
peces viven o utilizan para la obtencion de sus recursos alimenticios.

En el 2004 fue publicada por el Ministro de Medio Ambiente Ia “Lista Nacional de
Especies de Invertebrados Acuaticos y Peces Amenazados de Extincién”, en la
cual seis especies de Brycon fueron citadas: Brycon devillei de los estados
Espirito Santo y Minas Gerais; Brycon insignis, 1877 de Minas Gerais, Rio de
Janeiro y Sao Paulo; Brycon nattereri, 1864 de Goias, Minas Gerais, PR, y Sao
Paulo; y Brycon opalinus de Minas Gerais, Rio de Janeiro y Sao Paulo; Brycon
orbignyanus de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, PR, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul y Sdo Paulo; y Brycon vermelha®’ de Bahia, Espirito Santo y Minas
Gerais.

* MENDONCA, J. O. J. e MELO, J. S. C. Introdugéo. | Seminario sobre Criacdo de Espécies do
Género Brycon., 1994.p. 1.

*® LIMA, F. C. T. Subfamily Bryconinae (Characins, tetras). In: Reis, R. E.; Kullander, S. O.; Ferraris
Jr, C. J.(Eds.). Check List of the Freshwater Fishes of South and Central America. Ed EDIPUCRS.
Porto Alegre, RS. 2003. p. 742.

* BORBA, M. R.; FRACALOSSI, D. M.; PEZZATO, L. E.; MENOYO, D.; BAUTISTA, J. M. Growth,
lipogenesis and body composition of piracanjuba (Brycon orbignyanus) fingerlings fed different
dietary protein and lipid concentrations. In: Aquatic Living Resources., Vol.16., 2003. p. 362-369.

°® MENDONGA e MELO. Op cit. p. 1

*' LIMA, and CASTRO, Op cit. p. 158.
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4.5 TAXONOMIA DE LA ESPECIE

PHILUM: Cordata
CLASE: Pisces
ORDEN: Characiformes
FAMILIA: Characidae
SUBFAMILIA: Bryconinae
GENERO: Brycon
ESPECIE: Orthontaenia

NOMBRE CIENTIFICO: Brycon orthontaenia
NOMBRE VULGAR: Matrincha, Matrinxa

4.6. BIOLOGIA DE LA ESPECIE BRYCON ORTHONTAENIA.

A continuacion se exponen algunos aspectos sobre la biologia de esta especie
(figura 1).

Figura 1. Brycon orthontaenia (matrincha)

Foto: Y oshimi Salo
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4.6.1 Descripcion. ElI matrincha antiguamente conocida como Brycon lundii
presenta un cuerpo fusiforme, alargado lateralmente con una mancha en el
humeral bien evidente®?.

2 BRITSKI, H. A.; SILIMON, KZ de S. de; LOPES, BS. Peixes do Pantanal: Manual de
identificagdo. Brasilia: Embrapa - SPI; Corumba: Embrapa — CPAP. 1999. p. 184.
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Segun Godoy®®, el cuerpo es fusiforme, alargado y tipico; la cabeza es pequefia y
la boca tiene una posicién terminal; maxila y mandibula del mismo tamaro; el perfil
cefalico predorsal es ascendente hasta el inicio de la dorsal y presenta una leve
concavidad atras de la cabeza ; en el inicio de la dorsal esta la mayor altura de la
especie; la boca, aprovisionada de dientes especiales; el perfil ventral, en juveniles
es levemente céncavo entre la mandibula y la base de la aleta caudal, en adultos
el perfil ventral es curvado.

La aleta caudal tiene bifurcacién pequena; presenta una coloracion plateada, en
la cabeza y lado dorsal son verde — grisaceo, el opérculo tiene una coloracién
rosada, en la regién humeral tiene una mancha azulada, alargada en sentido
alargo del cuerpo, en cima de la parte curvada de la linea lateral; el labio superior
presenta un color rosa; las aletas pectorales grisaceo; la aleta dorsal grisacea con
tonalidades rosas; las aletas ventrales y anal blancas; la aleta caudal de color vino
tinto con gris plateado, en juveniles, tienen una medida entre 20 y 30 cm de
longitud total, las aletas pueden ser filamentadas de color rosado debido a la
irrigacion sanguinea; la linea lateral completa, curvada anteriormente y casi recta
después de la pectoral; posee tres series de dientes pentacuspides; posee
escamas de tipo cicloide™.

4.6.2 Talla y peso. Segun el mismo autor las hembras tienen una longitud total
entre 65 — 79 cm y peso entre 4 — 8 kg; los machos presentan una longitud total de
53 — 68 cm y peso entre 2 — 3 kg.

4.6.3 Biologia. Es una especie riofilica, la cual tiene habitos alimenticios
herbivoros y frutivoros, y eventualmente puede ser insectivoro e ictiéfago, se
alimenta principalmente de hojas, flores y frutos. Esta especie migratoria es
endémica del rio S&o Francisco y tiene mucha importancia comercial®. Los stock
naturales de matrinchda estan bien reducidos en algunas areas de el Rio Séao
Francisco, debido a la remocién de la vegetacion riberefia y el bosque ciliar.
Ademas se encuentra en la lista de especies presumiblemente amenazadas de
Minas Gerais®.

°® GODOY, M. D. Peixes do Brasil suborden characidae, Bacia do Ri¢6 Mogi Guassu. Peracicaba,
SP. Ed. Franciscana., Vol. 2, 1975. p. 219 — 397.

> Ibid., p. 220.

*SATO, Y. Reproducdo de peixes da bacia do rio Sdo Francisco: indugdo e caracterizacdo de
padrées. Sao Carlos: Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude — Universidade Federal de Sao
Carlos, 1999. (Tese, Doutorado em Ecologia e Recursos Naturais)., 1999. p. 179.

%6 LINS; MACHADO; COSTA e HERRMANN, G. Op cit.. p. 55.
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4.6.4 Reproduccion. Seglin Sato®’, su periodo reproductivo ocurre de noviembre
a febrero, presentando desova total. Anualmente necesitan emigrar centenas de
kilometros rio arriba o abajo respectivamente, antes del desove y después. El
peso de las gbnadas en las hembras representa entre el 12 y 20 % del peso total
del pez, mientras en el macho presenta valores entre 1y 1,2%. La hembra tiene
maduracion sexual a los tres anos cuando alcanza 25 cm de longitud
aproximadamente, mientras que, los machos alcanzan la madurez sexual a los
dos afos cuando alcanzan 20 cm de longitud aproximadamente. La fecundacion
es externa (ovoviviparo) y el desove ocurre cuando el rio esta lleno por las lluvias
y la temperatura oscila entre 24 y 30 °C.

El évulo es redondo y tiene un diametro entre 1,1 y 1,3 mm. En el momento del
desove, después de la fecundacion (el mismo sin ser fecundado) el évulo se
hidrata bastante, llegando a aumentar el diametro 2 a 2,5 veces. La incubacion de
los huevos ocurre comunmente en los lagos secundarios, donde los alevinos y
juveniles de Matrincha viven hasta abril 0 mayo.

4.7 ESTUDIOS GENETICOS EN EL GENERO BRYCON

Segln Margarido y Galetti®® , los cromosomas estudiados en el genero Brycon de
varias cuencas hidrograficas reveld una estabilidad significativa de el cariotipo,
caracterizado por el mismo numero de cromosomas (2n = 50) y por la alta
similaridad en la estructura cromosémica entre las especies.

Las regiones organizadoras de nucléolos fueron estudiados por métodos de
coloracién con nitrato de plata o con coloracion con fluor6cromos base
especificos, parecen también ser conservadas dentro de este género con un par
comun detectado de cromosomas en todas las especies. La distribucién de la
heterocromatina constitutiva es considerada un importante instrumento en la
caracterizacién y diferenciacion de las especies en este grupo, pues hay
variaciones en la cantidad y localizacion de las bandas.*®

Algunos trabajos en el género Brycon se restringen a analisis genético bioquimico
que fueron realizados en Brycon sp., Brycon Reinhardti®®, Brycon Cephalus vy
Brycon Erythropterum®” .

" SATO. Op Cit. p. 179

°® MARGARIDO and GALETTI, Op cit., p. 220.

% |bid., p. 221.

% GALHARDO, E. y TOLEDO FILHO, S. A. Estudo genético-bioquimico de pirapitinga do sul,
Brycon sp da Estacdo da Paraibuna CESP. Em: Ciéncia e Cultura., Vol. 39, 1987. p. 722.
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En un estudio con la especie endémica del Rio Paraiba del sur, Brycon opalinus®,
detectaron, mediante a la andlisis RFLP del ADN mitocondrial, una diferenciacién
inter poblacional. Todavia en esta especie fueron aislados siete loci de
microsatélites®® que posteriormente fueron utilizados en un estudio de B. opalinus
del Rio Paraiba del sur, donde fue detectada una estructuracién poblacional®.

En Brycon orbignyanus, B. microlepis y B. orthontaenia, fueron desenvueltos
estudios por Wasco®, con la utilizacién de secuencias de VNTRs como primers
unicos en PCRs, el que permitid la deteccion de patrones de bandas especificas,
ademas de los altos niveles de polimorfismo intraespecificos. El estudio habla de
un modelo de estructuracion poblacional entre las especies de Brycon
orthontaenia en el rio San Francisco, observando diferenciacién genética en las
dos localidades.

Wasco®® aislé a través de PCR, ADNs ribosomaticos 5S de siete especies de
Brycon (B. orthontaenia, B. orbignyanus, B. microlepis, B. insignis, B. cephalus y
Brycon sp.) de diferentes sistemas hidrograficos. Determino las secuencias
nucleotidicas de la region codificante y de espaciador no trascripto (NTS), las
cuales se muestran altamente conservadas y muy variables respectivamente,
ademas de eso, fueron detectadas dos clases de NTS en cada especie.

Un trabajo reciente es el aislamiento de siete locus microsatélites de la especie
Brycon hilarii de la cuenca del Rio Paraguay®’, los cuales revelaron una
substancial variacion genética; encontrando 39 alelos diferentes en total, los que

® VAL, L. A and ALMEIDA-VAL, M. F. Adaptative features of amazon fishes. Hemoglobins of
Brycon cf. Cephalus and Brycon cf. Erythropterum (pisces). Revista Brasileira de Genética., Vol.
11, 1998. p. 30.
2 HILSDORF, A. W. S.; AZEREDO-ESPIN, A M. L.; KRIEGER, M. H.; KRIEGER, J. E.
Mitochondrial DNA diversity in wild and cultured populations of Brycon opalinus (Curvier, 1819)
(Characiformes, Characidae, Bryconinae) from the Paraiba do Sul Basin, Brazil. In: Aquaculture.,
Vol. 214, 2002. p. 81-91.
% BARROSO, R. M.; HILSDORF, A. W. S.; MOREIRA, H. L. M.; MELLO, A. M.; GUIMARAES, E.
F.; CABELLO, P. H.; TRAUB-CSEKO, Y. M. Identification and characterization of microsatellites loci
in Brycon opalinus (Curvier, 1819) (Characiforme, Characidae, Bryconiae). In: Molecular Ecology
Notes., Vol. 3, 2003. p. 297-298.
® BARROSO, R. M.; HILSDORF, A. W. S.; MOREIRA, H. L. M.; CABELLO, P. H.; TRAUB-CSEKO,
Y. M. Genetic diversity of wild and cultured populations of Brycon opalinus (Cuvier, 1819)
(Characiforme, Characidae, Bryconinae) using microsatellites. In: Aquaculture., Vol. 247, 2005. p.
62.
 WASCO, Adriana Pinto. Marcadores cromossémicos e moleculares no género Brycon
(Characidae): uma contribuicao a biologia evolutiva e a conservacao biolégica destes peixes. Tese
gee Doutorado. Universidade Federal de sao Carlos, sao Carlos. 2000.

Ibid.,
” SANCHES, Alexandra e GALETTI Jr., Pedro Manuel. Estrutura genética populacional de Brycon
hilarii (Characidae) da sub-bacia do Rio Miranda, e seu significado para programas de
conservagao. In press

41



variaron de 3 a 8 alelos por locus. Algunos alelos se mostraron mas frecuentes
que otros, presentando una variacion de frecuencias de 0,017 a 0,817. La
heterocigosidad esperada varié de 0,31 a 0,81. Los locus microsatélites aislados
en este trabajo seran utilizados en nuestros analisis.

4.8 CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE MIGRACION REPRODUCTIVA
DE PECES.

Los peces exhiben un largo espectro de ciclo de vida en respuesta a la variedad
zonal encontrada en aguas tropicales, la cual presenta mudanzas en el nivel del
agua, que afectan a los peces, principalmente en la disponibilidad del alimento.
Esas estrategias de ciclos de vida resultan de la seleccién natural para una
especie producir un numero maximo de jévenes en el periodo del afio mas
favorable para su sobrevivencia, cuando existe alimento abundante para el
crecimiento rapido y proteccién contra pescadores®®.

Cada especie para reproducirse necesita de determinados factores; de un
ambiente que le sea propicio y cada rio posee factores ecoldgicos propios, los
cuales condicionan la migracién y desove de los peces en tiempos diferentes,
mismos para zonas geograficas proximas entre si. Esas condiciones de medio
(factores exégenos) sumadas a los factores biolégicos del propio pez
(enddgenos), determinan el momento de las migraciones y desova®.

En cuanto a los factores endégenos de determinacién de desove, los peces, a
través de la migracion reproductiva pueden metabolizar las gorduras acumuladas
y producir acido lactico. Se sabe que el acido lactico en exceso en la corriente
sanguinea va actuar sobre la inter renal y la hipdfisis y en respuesta tales
glandulas endocrinas, principalmente la hipdfisis, elaboran gbénadas estimulantes,
permitiendo el desarrollo de las g7c')nadas, la maduracion de las gametas y el
estimulo final para el propio desove’.

Dentro de los factores exdgenos de determinacion del periodo reproductivo se
puede considerar la temperatura, transparencia, turbidez, nivel, velocidad de las
aguas, profundidad, salinidad; los cuales son resultado de la influencia directa de
las mudanzas del nivel del agua. Los desoves, ocurren en lugares donde el rio
presenta trechos de gran profundidad, donde se pueden acumular los cardimenes
posibilitandoles espacio para sus millones de gametas, las cuales se fecundan en
un ambiente de aguas correntosas y mezcladas. Varios minutos transcurren entre

% LOWE MCCONNELL, Op cit.

% GODOY, M. P. Locais de desovas de peixes num trecho do rio Mogi Guassu. Estado de Sao
Paulo, Brasil. Em: Revista Brasilera de Biologia., Vol. 14, 1954. p. 375 — 396.

" Ibid., p. 397.
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la exclusion de los oOvulos, la fecundacion y la hibridacién de la ova para la
emersion, la cual flotara a través de la corriente y las capas superiores del rio, a fin
de que haya una perfecta incubacion’".

4.9 MARCADORES BASADOS EN ADN.

La molécula de ADN (acido desoxirribonucleétido) es formada por tres
componentes quimicos: un grupo fosfato, una desoxirribosa y una base
nitrogenada, los cuales forman los nucleétidos. De la organizacion linear de los
nucleédtidos, que son juntados por la ley: A-T y C-G, se tienen la cadena de ADN.
El ADN es por lo tanto una molécula bifilamentar, compuesta por de las cadenas
de nucleétidos que estan interligadas a través de puentes de hidrogeno
efectuadas entre las bases complementarias. EI ADN posee una orientacion
particular que capacita para la realizacion de importantes funciones en la célula,
dentro de ellas la duplicacion, bien como favorece la técnica de PCR (in vitro).
Cada filamento sirve de molde para la sintesis de su filamento complementario.

El apareamiento establecido entre una adenina y una timina es hecho por medio
de dos puentes de hidrégeno, en cuanto citosina y guanina lo hacen compartiendo
tres puentes de hidrégeno. La diferencia de contenido AT/CG presente en el ADN
esta directamente asociada a la elaboracion de primers para el estudio de genes
especificos.

A finales de la década 70 con el descubrimiento de las enzimas de restriccion, se
iniciaron los primeros estudios con marcadores moleculares basados en ADN. En
los afios siguientes, los avances de la genética de poblaciones alcanzo desarrollo
con el uso de marcadores RFLPs (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms).
Fue en el intento con el surgi6 la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
que los estudios en esta 4area ganaron considerablemente expresién’. La biologia
molecular presenta una amplia area de actuacién. Solamente para la genética de
la conservacion han posibilitado la estimacion de heterosigozis, analisis de
estructuras familiares, ocurrencia de endemismo, biodiversidad nominal,
identificacién, comportamiento de especies invasoras’®.

4.10 LA TECNICA DE PCR.

La Reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular, cuyo
objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular,

" GODQY, Op cit. p. 219 — 397.

2 AVISE, John. C. Molecular markers, natural history and evolution. New York: Chapman and Hall,
1994. p. 511.

"® SOLE-CAVA, A. M. Biodiversidade molecular e genética da conservagéo. In: MATIOLI, S. R.
Biologia Molecular e Evolucao. Ribeirdo Preto: Brasil., 2001. p. 192.
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partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia de ese
fragmento; esto ocurre cuando una enzima especializada en copiar ADN es
colocada sobre condiciones ideales para realizar tal reaccion.

La técnica fue descrita por cientifico norteamericano Kary Mullis en 19937, El
principio se basa en la amplificacién de un segmento de ADN, el inicio de la
sintesis comienza en dos diferentes posiciones en la molécula. La Reaccién en
Cadena de la Polimerasa tiene como principal agente la enzima termo - sensible
ADN Taq polimerasa, que une nucleotidos dispersos en la reaccién para montar
una molécula, usando un ADN molde (ADN témplate). Una PCR se realiza en
volumenes mas pequefios entre 10 y 100 microlitros. Tedricamente es necesaria
apenas una blanco de molécula de ADN para que la reaccion pueda ocurrir.

Los didesoxiribonucleétideos trifosfatos (dATP, dTTP, dGTP, dTTP), son
colocados en cantidades equimolares en la reaccién. La concentracion de los
nucleotidos varia de 50 a 200 M. Las concentraciones de sales, como cloruro de
potasio y sodio, pueden interferir en la reaccién adhiriéndose a la molécula de
DNA. Otro factor relevante es la concentracién de cloruro de magnesio un cation
divalente que funciona como cofactor enzimatico para la Taqg polimerasa. La
cantidad de esos elementos debe girar en torno de 50 mM para las sales de
potasio y de sodio y 2.5 mM para el magnesio. EI pH éptimo para el
funcionamiento de la enzima debe estar en torno de 7.5 y la temperatura en 72 °C.
La temperatura de desnaturalizacion debe ser proxima a 94°C. El tiempo de
elongacién depende del tamano del fragmento a ser amplificado estando en torno
de 30 segundos a un minuto y el nimero de ciclos varia de 20 a 35",

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN. Tras la amplificacion,
resulta mucho mas facil identificar con una alta probabilidad virus o bacterias
causantes de una enfermedad, identificar personas (cadaveres) o hacer
investigacion cientifica sobre el ADN amplificado. Estos usos derivados de la
amplificacién han hecho que se convierta en una técnica muy extendida, con la
consiguiente reduccién de costo del equipo necesario para llevarla a cabo.

Inicialmente la técnica era lenta, ya que las polimerasas se desnaturalizaban al
realizar los cambios de temperatura y era necesario agregar nuevas polimerasas
en cada ciclo. Puesto que las temperaturas del ciclo (94 °C en algunos momentos)
suponen la inmediata desnaturalizacion de toda proteina, se emplean ADN
polimerasas termoestables, extraidas de microorganismos adaptados a vivir a
esas temperaturas, restrictivas para la mayoria de los seres vivos. Dichos
microorganismos son: Thermus aquaticus (polimerasa Taq), Pyrococcus furiosus

" SYKES, B. As Sete Filhas de Eva. A ciéncia que revela nossa heranga genética. Rié de Janeiro:
Brasil. Record, 20083.
> PUBL. UEPG Ci. Biol. Satde, Ponta Grossa., Vol. 2, jun. 2004. p. 37.
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(Pfu), Thermococcus litoralis (Vent) y Thermus termophilus (Tth). Generalmente se
emplean mezclas de polimerasas muy progresivas (Taq) con otras con correccion
de errores (Pfu, Vent).

Hoy, todo el Qroceso de la PCR est4 automatizado mediante un aparato llamado
termociclador’®.

4.10.1 Técnica. Para realizar la técnica se necesita’’:
e Desoxinucleottidos trifosfato (ANTPs), el sustrato para polimerizar nuevo DNA.

e Dos cebadores (primers), oligonucleétidos, que cada uno es complementario a
una de las dos hebras del ADN. Son secuencias cortas, de entre seis y cuarenta
nucledtidos, normalmente de 18 a 22, que se usan para iniciar la reaccién. Deben
estar situados enfrentados y a no mucha distancia (no mas de 4 kb. Delimitan la
zona de ADN a amplificar.

e lones de magnesio (Mg %), agregado cominmente como cloruro de magnesio
(MgCly).

e Una solucién tamp6n que mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de
la ADN polimerasa.

e ADN polimerasa o mezcla de polimerasas.
e ADN molde, que es la muestra que se va a amplificar.

e Termociclador, el aparato que va a mantener la temperatura necesaria en cada
paso del ciclo.

4.10.2 Ciclo de amplificacion. La PCR basica consta de un primer paso de
calentamiento hasta 94-95°C durante 5-10 minutos, en el cual se activa la ADN
polimerasa, en caso de necesitarlo (figura 2). Posteriormente tiene tres pasos que
se repiten entre 20 y 40 veces:

e Desnaturalizacion.
e Unioén del cebador.
e Extension de la cadena.

® WIKIPEDIA FUNDATION. PCR. En: Wikepedia: La enciclopedia Libre. Espafia.(Sitada el 3 de
97ctubre de 2007). Disponible en Internet, URL:: http://es.wikipedia.org/wiki/PCR.
Ibid.
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Una vez completados todos los ciclos, se finaliza con dos pasos, uno de extension
de la cadena a temperatura 6ptima de la ADN polimerasa, normalmente 72°C,
para finalizar enfriando la muestra a 4°C para su conservacion.

Este ciclo (desnaturalizacion-hibridacién-extensién) se repetira un numero de
veces dependiente de la cantidad de fragmentos amplificados que se desee.
Generalmente son 30 ciclos, ya que un nimero mucho mayor de ciclos no implica
un mayor rendimiento.

e Desnaturalizacion. En primer lugar, se desnaturaliza el ADN (se separan las
dos hebras de las cuales estd constituido). Este paso puede realizarse de
diferentes modos, siendo la forma mas habitual el calentamiento (94-95°C) de la
muestra. Otros métodos, raramente empleados, serian la adicion de sales o
agentes quimicos capaces de realizar la desnaturalizacion.

e Unidén del cebador (Primers). A continuacién se producira la hibridacién del
cebador, es decir, el cebador se unira a su secuencia complementaria en el ADN
molde. Para esto es necesario que la temperatura descienda (generalmente, a 55
°C, aunque se puede variar segun sea el caso entre 45°C y 65°C). Estos
cebadores actuaran como limites de la region de la molécula que va a ser
amplificada.

e Extension de la cadena. Por ultimo actia la ADN polimerasa, tomando el ADN
molde para sintetizar la cadena complementaria y partiendo del cebador como
soporte inicial necesario para la sintesis del nuevo ADN. Se aumenta la
temperatura hasta 72 °C, temperatura a la cual la ADN polimerasa presenta su
maximo de actividad, produciéndose una copia del fragmento que se desea
amplificar.
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Figura 2. Representacion grafica de la Reaccidon en Cadena de la Polimeraza.
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Fuente. Esta investigacién

4.10.3 Tipos de PCR. Existes diferentes tipos de PCR, algunos de ellos se
exponen a continuaciéon’.

e PCR anidada. Técnica muy sensible de PCR en la que el producto de una
amplificacién es utilizado como molde para realizar una segunda amplificacién con
cebadores que se ubican dentro de la primera secuencia amplificada.

® WIKIPEDIA FUNDATION. PCR, Op cit.
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e PCR in situ. PCR realizada sobre preparaciones fijas sobre un portaobjetos.

e PCR multiplex. PCR que se amplifica mas de una secuencia en una misma
reaccion.

e RT-PCR. Donde el molde inicial es ARN y se requiere de una transcriptasa
inversa, como Tth, para realizar la conversion del ARN a un tipo de ADN llamado
ADNc (ADN complementario).

e PCR tiempo real. Permite cuantificar la cantidad de ADN o RNA amplificado en
cada momento. Para la deteccién de la cantidad de ADN especifico se emplea una
sonda unida a dos fluorécromos que hibrida en la zona intermedia entre el
cebador directo (forward) y el inverso (reverse), cuando la sonda esta intacta,
presentan una transferencia energética de fluorescencia por resonancia (FRET)
(figura 3). Dicha FRET no se produce cuando la sonda esta dafada y los dos
fluorécromos estan distantes, producto de la actividad 5'-3' exonucleasa de la ADN
polimerasa. Esto permite monitorizar el cambio del patron de fluorescencia y
deducir el nivel de amplificacién del gen.

Figura 3. Fluorécromos utilizados en Microsatélites.
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Fuente. Esta investigacion

4.10.4 Usos de la PCR.
e Huella genética
e Test de Paternidad

e Diagnostico de enfermedades hereditarias
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e Clonacién de genes

e Mutagénesis

e Andlisis de ADN f6sil

e Genotipado de mutaciones especificas

e |dentificacién de especies

Estudio de variabilidad genética en diferentes especies

4.11 MARCADORES MICROSATELITES.

SSR (Short Sequence Repeat) o STR (Short Tandem Repeat)”® por sus siglas en
ingles. El termino microsatélite se refiere a una clase de marcadores de ADN de
herencia codominante que posee patrdbn de herencia mendeliana. Los
microsatélites se caracterizan por consistir en una serie de repeticiones de
secuencias cortas de nucleétidos: CAC, GACA, TA, GT, GATA® (Figura 4).

Estos son secuencias de 1 a 6 bases repetidas en tandem, que estan presentes
en organismos procariotas y eucariotas, en menor o mayor abundancia, y pueden
ser encontrados en regiones codificantes y no codificantes del genoma®'. El origen
y la funcién no estan claros. Presentan la particularidad de que el numero de
repeticiones de los motivos basicos que las constituyen es muy variable, y puede
diferir de un individuo a otro. Por tanto, analizando estas regiones es posible
identificar individuos en poblaciones animales o vegetales®?.

" WIKIPEDIA FUNDATION. MICROSATELITES. En: Wikepedia: La enciclopedia Libre.
Espana.(Sitada el 3 de octubre de 2007). Disponible en Internet, URL: http://es.wikipedia.org/wiki/
Microsatélites.

% Ibid.

8 SAMBROOK, J. and RUSSEL, D. W. Molecular Cloning. A Laboratory Manual. |, Il, 1, 3% Ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001

8 WIKIPEDIA FUNDATION. MICROSATELITES, Op Cit.
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Figura 4. Esquema que ilustra la composicion de una region microsatélite en
una cadena de ADN.
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Fuente. Esta investigacion

El suceso de tales marcadores se debe a su abundancia y gran distribucién y al
alto grado de polimorfismo que pode ser detectado. Esos factores, combinados al
multialelismo de los microsatélites, los colocan como el marcador molecular con
mayor contenido de informacién de polimorfismo®.

La técnica utilizada para el analisis del polimorfismo de los microsatélites se basa
en la PCR, en donde se utiliza un par de Primers especificos (de 20 a 30 bases)
para la amplificacion de un determinado segmento de ADN, los cuales son
complementarios a secuencias unicas que, en este caso, limitan un microsatélite.
Segmentos amplificados a partir de estos sitios casi invariablemente presentan un
polimorfismo extensivo, resultante de la presencia de diferentes nimeros de
elementos simples repetidos. Asi cada isla microsatélite, independientemente de
el elemento repetido (CA, TG, ATG), constituye un locus genético altamente
variable, multialelico, de gran contenido informativo®.

Segun Willians, J. Et. Al. ® La repeticion dinucleotidica (CA), es una de las més
abundantes familias de microsatélites en los genomas de vertebrados, ocurriendo
en una medida de 15 a 30 Kb. Para aprovechar el gran potencial de estos
marcadores, es necesario un mejor entendimiento de cédmo los microsatélites
evolucionan dentro y entre especies. Es posible que las tasas de mutacion sean
tan altas que no permitan identificar el ancestro comun entre las poblaciones,

% FERREIRA, Marcio Elias. e GRATTAPAGLIA, Dario. Introduccién al uso de Marcadores
Moleculares en el andlisis genético. 1% ed. Brasilia: Embrapa — Cenargen., 1998. p. 220.

lbid., p. 57.
8 WILLIAMS, J. G. K.; KUBELIK, A. R.; LIVAK, K. J.; RAFALSKI, L. A. and TINGEY, S. V. DNA
polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. In: Nucl. Acid. Res.,
Vol. 1, No.18, 1990. p. 65-35.
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ademas de poder resultar en una convergencia excesiva de estados alélicos,
conduciendo a una subestimacion de la divergencia alelica entre poblaciones.

A pesar de que el mecanismo de evolucién de los microsatélites aun no esta
totalmente claro, ellos han sido ampliamente empleados debido a su alta
variabilidad, lo que los convierte en marcadores poderosos. Varias medidas
genéticas han sido utilizadas para el analisis de los microsatélites, como los Rsr
que usa la varianza de los numeros de las repeticiones y es compatible con el
Stepwise mutation model, o como el Fst que se basa en la varianza de las
frecuencias alélicas y es compatible con el Infinite allele mutation model ®°.

Los microsatélites se han mostrado como una herramienta extremadamente
ventajosa para el mapeamiento del genoma de muchos organismos. No obstante
sus aplicaciones se extienden por diferentes areas como estudios filogenéticos,
forenses, de paternidad, genética de poblaciones, conservacién y manejo de
recursos biolégicos®’. La estimacién de las relaciones entre tasa muy relacionados
se pueden tornar mas faciles si caracteres que evolucionan de manera mas
rapida fueran utilizados. Debido a su alta tasa de mutacion, los microsatélites
pueden ser bastante informativos para esos estudios®®.

El hecho de encontrar los microsatélites en regiones, generalmente no
codificantes, donde la tasa de substitucidbn nucleotidica es mayor, torna la
estrategia de disefiar Primers universales en secuencias conservadas, que es muy
efectiva para el ADN mitocondrial, mas problematica para los microsatélites®. Por
tanto un factor limitante para el empleo de microsatélites es la necesidad de
desarrollar Primers especificos, que exige la construccion de una biblioteca
geondmica para el organismo en cuestion.

Un microsatélite® esta tipicamente conformado por un motivo repetitivo, en el que
se encuentra contenido la secuencia repetida, y dos regiones flanqueantes, las
cuales se estan a ambos lados del motivo repetitivo. Sin embargo en algunos
casos, puede haber dos motivos repetitivos 0 mas dentro de un microsatélite. Para
que un microsatélite sea considerado util como marcador molecular, toda la
variacibn de la secuencia o polimorfismo debe hallarse dentro del motivo
repetitivo, y por el contrario, las regiones flanqueantes deben estar altamente
conservadas al punto de no presentar ninguna variacion de secuencia.

% RICHARD and TORPE. Infinite allele mutation model. 2001

8JARNE, P., LAGODA, P. L. Microsatellites, from molecules to populations and back. Tree. Vol.
11, No. 10, 1996. p. 424 — 429

BGOLDSTEIN, D. B. Et Al. An evaluation of genetic distances for use with microsatellite loci. In:
Genetic. Vol. 139, No. 1, 1995. p. 471.

89ZANE, L.; BARGELLONI, L. and PATARNELLO, T. Strategies for microsatellites isolation: a
review. In: Molecular Ecology., Vol. 11, 2002, p. 1 — 16.

% WIKIPEDIA FUNDATION. MICROSATELITES, Op Cit.
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Partiendo de esta hipotesis se disefian primers o iniciadores (también llamados
cebadores) es decir, fragmentos de ADN que tienen la misma secuencia que los
extremos de las regiones flanqueantes para poder amplificar (o producir un alto
nuamero de copias) un microsatélite a través de una PCR.

Los fragmentos asi producidos son separados de acuerdo a su longitud en pares
de base a través de una PAGE o electroféresis en gel de poliacrilamida. Partiendo
de la hipétesis de que en microsatélite sélo varia el numero de repeticiones dentro
del motivo repetitivo, fragmentos que tienen el mismo tamario, asi determinado por
la PAGE, tienen la misma secuencia, de manera que todos los fragmentos de un
mismo tamario representarian un alelo.

Estos alelos se heredarian de manera codominante, es decir, que en cada locus
un individuo podria presentar uno o mas alelos, dependiendo del nimero de
juegos de cromosomas que posea. Por ejemplo, los humanos somos diploides, es
decir, poseemos dos juegos completos de cromosomas y por lo tanto para un
locus microsatélite podemos presentar un alelo (si ambos progenitores nos
transmitieron alelos de la misma secuencia y tamafno) o dos alelos (si cada
progenitor nos heredd un alelo de tamafo diferente).

4.11.1 Clasificacion. Los microsatélites se clasifica de acuerdo al nimero de
nucleotidos que posea el motivo de repeticion como: mono, di, tri, tetra, penta o
hexanucledtido.

La clasificacion también incluye el patrén de orden de los motivos:

e Puro o perfecto: Un solo motivo repetido n veces en serie. €j: (AC)g

e Puro interrumpido: Un solo motivo repetido n veces, donde se intercalan
nucleotidos entre las distintas repeticiones. ej: (CA)2AA(CA)12

e Compuestos: Dos o0 mas motivos repetidos en serie. ej: (GT)2(TG)10

e Compuestos interrumpidos: Al menos uno de sus motivos presenta
nucleétidos intercalados. ej: (CT)4(GT).CTAT(GT)15

 Complejos: Combinaciones entre cualquiera de las clases anteriores, sin
ningun patrén de orden definido. ej: (ACC)g+TG+(GA)12+(TTA)5+GC+(TTA)4

4.11.2 Ventajas de marcadores microsatélites. Los marcadores microsatélites
comparten ventajas con los marcadores RFLP®".

" FERREIRA e GRATTAPAGLIA, Op. Cit., p. 57 - 62
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e Teniendo en cuenta la expresiéon codominante y el mutualismo, los marcadores
SSR son los que posee el mas elevado contenido de informacion de polimorfismo,
o “PIC” (Polymorphism Information Content).

e Se puede utilizar como poblacién de referencia para estudios de ligacion vy
mapeo genético cualquier poblacién segregante.

e Los SSR son muy frecuentes y estan distribuidos al azar, permitiendo la mas
completa cobertura de cualquier genoma eucariota.

e Los microsatélites son bien conservados entre especies relacionadas.

e Posee segmentos polimérficos generados los cuales son pequefios como para
ser detectados via PCR.

e Son ideales para el mapeamiento genético y fisico, para la identificacion y
discriminacién de genotipos y en estudios de genética de poblaciones.

4.11.3 Limitaciones de los marcadores microsatélites. Los marcadores
microsatélites presentan las siguientes limitaciones.

e Gran cantidad de trabajo necesario para el desarrollo previo de los
marcadores.

e Se necesita personal especializado y equipo sofisticado para el
secuenciamiento automatico asociado al elevado costo de un proyecto de esta
naturaleza.

4.11.4 Pasos para la obtencion de marcadores microsatélites. Los pasos para
la obtencién son los siguientes®:

e ADN gendmico total cortado con enzima.
e Construccién de biblioteca gendmica de fragmentos pequenos.
e Seleccidn de colonias con sonda complementaria. Ej: sonda de oligo (GT), para

microsatélites CA.

e Colonias positivas secuenciadas sélo para C y A para verificar la extensién del
microsatélite.

2 FERREIRA e GRATTAPAGLIA, Op Cit., p. 61.
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e Seleccidén de clones con microsatélites de por lo menos (CA)s con secuencias
flanqueadoras adecuadas.

e Secuenciamiento completo de clones seleccionados.
e Diseno y sintesis de pares de primers usando software especificos.

e PCR con primers construidos para verificar el nivel de polimorfismo.

4.12 UTILIZACION DE MARCADORES MOLECULARES EN ESTUDIOS
POBLACIONALES DE PECES, CON ENFASIS EN MICROSATELITES.

Los esfuerzos y preocupaciones encaminados a estudios de conservacion de los
recursos genéticos de plantas y animales terrestres parecen no estar siendo
aplicados con la misma intensidad en relaciéon a los organismos acuéticos. Frente
a la enorme diversidad de especies de peces encontrada, poco se conoce sobre la
estructura genético poblacional de esos recursos. El declino de la diversidad
biol6gica acuatica no debe ser preocupante solamente por el nimero de individuos
de una especie, sino por la perdida de su variabilidad poblacional®.

La utilizacién de técnicas de biologia molecular en estudios sobre poblaciones
naturales y cultivadas de peces ha aumentado intensivamente, lo que permitié una
explotacién de la fuente original de variabilidad, abriendo asi, un nuevo horizonte
para el conocimiento de los recursos genéticos existentes en la naturaleza. De
esta forma, actualmente diversos marcadores moleculares estan disponibles para
la deteccién de variabilidad genética, dentro de los cuales, se destacan los
microsatélites™.

Frente a tales ventajas caracteristicas, este marcador, se muestra como una
poderosa herramienta en estudios de mapamiento genético y test de paternidad®

% HILSDORF, A. Biologia Molecular: Uma realidade para a Aquicultura. Panorama da Aqicultura
gjaneiro/fevereiro). 1997. p. 10-12.

* TAUTZ, D. and RENZ, M. Simple sequences are ubiquitous repetitive components of eukaryotic
genomes. In: Nucl. Acids Res., Vol. 2, 1984. p. 4126-4138.

> SAKAMOTO, T.; DANZMANN, R. G.; GHARBI, K.; HOWARD, P.; OZAKI, A.; KHOO, S. K.;
WORAM, R. A.; OKAMOTO, N.; FERGUSON, M. M.; HOLM, L. E.; GUYOMARD, R. and
HOYHEIM, B. A Microsatellite Linkage Map of Rainbow trout (Oncorhyncus mykiss) Characterized
by Large Sex-Specific Differences in Recombination Rates. In: Genetics., Vol. 155, No. 11, 2000. p.
1331-1345.
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% ademas de ser intensamente utilizados en estudios poblacionales y de

conservacion y manejo de recursos naturales.

El mayor inconveniente de los microsatélites es el hecho de que necesitan ser
aislados de las especies a ser estudiadas por primera vez, pues son usualmente
encontrados en regiones no codificantes, donde la taza de substitucion
nucleotidica es mayor que en las porciones codificantes del genoma®’.

Existen casos en que, dada la conservacion de las secuencias flanqueadoras de
loci microsatélites, primers construidos para una determinada especie, son
eficientes también para amplificaciones via PCR de especies relacionadas®.

Muchos estudios vienen siendo desarrollados, en sentido de aislar y caracterizar
loci microsatélites, principalmente para las especies marinas de gran interés
comercial, como los salménidos® 190 101,

El método tradicional de aislamiento de loci microsatélites envuelve la utilizacion
de bibliotecas genomicas parciales, donde millares de clones son examinados a
través de la hibridacion con sondas de secuencias repetitivas'®. En tanto, esta
técnica es muy laboriosa, en término de esfuerzo y tiempo, ademas del alto costo
financiero. Y aun en numero de clones positivos, o sea, que contengan candidatos
a microsatélite, que pueden ser obtenidos a través de este método varia de 0,04 a
12%'%, dependiendo del organismo analizado. De esta forma, su utilizacién podra
ser bastante inconveniente en el caso de organismos con baja frecuencia de
microsatélites.

Varias estrategias alternativas de aislamiento de microsatélites vienen siendo
desarrolladas, a manera de reducir el tiempo, esfuerzo y capital invertido, ademas
de aumentar significativamente el rendimiento del trabajo.

% SPRECHER, C. J.; PUERS, C.; LINS, AM. SC and HUMM, J.W. General Approach to Analysis
of Polymophic Short Tandem Repeat Loci. In: Biotechniques., Vol. 20, 1996. p. 266-276.

7 ZANE; BARGELLONI and PATARNELLO. Opcit., p. 1 - 16.

% MOREIRA, H.L.M. Andlise da estrutura de populacées e diversidade genética de estoques de
reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) estimadas por microssatélite. Tese de
Doutorado, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 1999. p. 20 — 40.

% ESTOUP, A.; PRESA, P.; KRIEG, F.; VAIMAN, D.and GUYOMARD, R. (CT)n and (GT)n
microsatellite: a new class of genetic markers for Salmo trutta L. (brown trout). In: Heredity., Vol. 71,
1993. p. 488-496.

1% ZHENG, W.; STACEY, N.E.; COFFIN, J. and STROBECK, C. Isolation and characterization of
microsatellite loci in the goldfish Carassius auratus. In: Mol. Ecol., Vol. 4, 1995. p. 791-792.

9" PFEIFFER, A.; OLIVIERI, AM. and MORGANTE, M. Identification and characterization of
microsatellites in Norway sprece (Picea abies k.). In: Genome., Vol. 40, 1997. p. 411-419.

%2 RASSMANN, K.; SCHLOTTERER, C. and TAUTZ, D. Isolation of simple-sequence loci for use
in polymerase chain reaction-based DNA fingerprinting. Electrophoresis., Vol. 12, No.1, 1991.
p.113-118.

1% ZANE, L.; BARGELLONI, L. PATARNELLO, T. Op cit. p. 1 — 16.
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4.13 MARCADORES MINISATELITES.

Un locus hipervariable, también denominado minisatélite, esta constituido por un
namero variable de secuencias idénticas, repetidas lado a lado. Estas secuencias
poseen de 15 a 100 pares de bases y se repiten hasta 50 veces en cada locus
variable. El nombre de repetitivas forman un nddulo satélite distinto al nédulo
principal de ADN gendmico en la separacion del ADN en gradientes de Cloruro de
Cesio, por contener una proporcion de pares de bases G-C diferente a la media
del resto del genoma. Los nombres ‘“hipervariable loci”, “VYNTR loci” y
“minisatélites” son sinbnimos utilizados en la literatura para referirse a esta clase
de marcadores'®.

Los minisatélites estan dispersos por todo el genoma, y representan una
proporcion detectable del mismo, constituyendo varios loci en diferentes
cromosomas. Cada loci posee diferentes nimeros de repeticiones.

4.14 VARIABILIDAD GENETICA.

Se refiere a la variaciébn en el material genético de una poblacion o especie, e
incluye los genomas nucleares, mitocondrial y ribosomal, ademas de los genomas
de otros organelos. La variabilidad genética nueva puede estar causada por
mutaciones, recombinaciones y alteraciones en el cariotipo (numero, forma,
tamano y ordenacion interna de los cromosomas). Los procesos que eliminan
variabilidad genética son la seleccion natural y la deriva génica. La variabilidad
genética es la materia prima de la evolucion.

La variabilidad genética, conocida también como recursos genéticos, se refiere a
la variacion hereditaria dentro y entre poblaciones de organismos, cuya base esta
en los cromosomas (ADN) y puede ser manipulada por la tecnologia tradicional y
moderna (biotecnologia, ingenieria genética).

Cada especie viva posee en su estructura celular la informacion codificada
necesaria para transmitir a sus descendientes caracteres especiales, que se
conocen como hereditarios, o sea, que se heredan de los progenitores.

Las cadenas de ADN estan sujetas a cambios, conocidos como mutaciones, que
se producen de diversas formas (por recombinacion, por radiaciones). Estas
mutaciones pueden ser letales o dar origen a caracteres de adaptacion a las
condiciones impuestas por el ambiente (clima, resistencia a enfermedades), dando
una ventaja a los individuos que poseen determinadas caracteristicas. En la
poblaciébn de una especie no existen dos individuos que tengan la misma e

% FERREIRA e GRATTAPAGLIA. Op Cit., p. 32-33.
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idéntica informacion genética en el ADN, lo que se conoce como variabilidad
genética. Los Unicos casos de identidad genética son los gemelos.

La variabilidad genética en una poblacion puede ser medida por la heterozigosidad
observada (Ho), otra medida es la heterozigosidad en equilibrio o esperada (He).
Una comparacién entre estos valores nos puede informar sobre la situacién de
heterozigosidad en la poblacién'®.

Segun la teoria .neutralista de la evolucion molecular, la variacién genética de las
poblaciones es un estado transitorio de la fluctuacion al azar de los alelos neutros

4.14.1 Los factores de evolucion:

e La mutacidén: es la materia prima de la evolucion. Sin variacién genética no es
posible la evolucion. La fuente ultima de toda variacion genética es la mutacion.
Una mutacién es un cambio estable y heredable en el material genético. Las
mutaciones alteran la secuencia del ADN y por tanto introducen nuevas variantes.
Muchas de estas variantes suelen ser eliminadas, pero ocasionalmente algunas
de estas variantes pueden tener éxito y incorporarse en todos los individuos de la
especie. La mutacién es un factor que aumenta la diversidad genética.

La tasa de mutacién de un gen o una secuencia de ADN es la frecuencia en la que
se producen nuevas mutaciones en ese gen o la secuencia en cada generacion.
Una alta tasa de mutacion implica un mayor potencial de adaptacion en el caso de
un cambio ambiental, pues permite explorar mas variantes genéticas, aumentando
la probabilidad de obtener la variante adecuada necesaria para adaptarse al reto
ambiental. A su vez, una alta tasa de mutacion aumenta el nimero de mutaciones
perjudiciales o deletéreas de los individuos, haciéndolos menos adaptados, y
aumentando la probabilidad de extincién de la especie. Las mutaciones no tienen
ninguna direccion respecto a la adaptaciéon, son como un cambio al azar de una
letra por otra en un texto. Este cambio suele producir una falta de significado, y por
eso la mayoria de las mutaciones son deletéreas. Pero a veces ciertos cambios
pueden introducir nuevos significados, permitiendo nuevas funciones.

Cada especie tiene un tasa de mutacion propia que ha sido modulada por la
seleccion natural para que la especie pueda enfrentarse de un modo mas o0 menos
optimo a los compromisos contrapuestos de estabilidad-cambio que le impone su
ambiente.

e La deriva genética: En cada generaciéon se produce un sorteo de genes
durante la transmision de gametos de padres a hijos que se conoce como deriva
genética. La mayoria de los organismos son diploides, es decir, tienen dos

1% NEI, M. Molecular Evolutionary Genetics. Columbia University Press, New York, NY. 1987.
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ejemplares de cada gen. Los gametos de estos organismos portan solo uno de las
dos ejemplares (alelos) de cada gen. El que un gameto lleve un alelo u otro es una
cuestion de azar, andloga a obtener una cara al tirar una moneda, por lo que la
formacion de gametos y su consiguiente unién para formar los huevos de la
siguiente generacion solo puede describirse como un proceso probabilistico.

Por ejemplo, en una poblacién de una especie diploide de 50 individuos, para un
gen con dos alelos, A y a, que estén en la misma frecuencia habra 50 copias del
alelo A y 50 del alelo a. Cuando estos individuos formen la siguiente generacion,
es tan improbable que la nueva generacion tenga los mismos 50 alelos Ay 50 a,
como tirar una moneda 100 veces y obtener exactamente 50 caras y 50 cruces.
Segun este razonamiento, cada generacion esperamos una fluctuacion al azar de
las frecuencias alélicas en las poblaciones. Si en algin momento durante esta
conducta fluctuante un tipo de los alelos no llega a transmitirse a la siguiente
generacion, entonces este alelo se habra perdido para siempre. El resultado de la
deriva suele ser la pérdida de variabilidad genética, siendo un proceso que
contrarresta la entrada de variabilidad genética por mutaciones.

e La migracion: El intercambio de genes entre poblaciones debido a la migracion
de los individuos entre poblaciones es otro factor importante de cambio genético
en las poblaciones. Si dos poblaciones difieren en las frecuencias de los alelos de
algunos de sus genes, entonces el intercambio de individuos entre las poblaciones
producirda un cambio de las frecuencias de los genes en cada una de las
poblaciones. Las migraciones humanas durante la expansidon neolitica
determinaron significativamente el tipo y la cantidad de variacion genética de
nuestra especie.

e La seleccion natural: Darwin sera siempre admirado por hacer inteligible la
vida, por reducir a un sélo concepto la diversidad inmensa y fantastica que vemos
en la naturaleza: La seleccion natural. Como ya se ha comentado, la seleccion
natural es tan sélo uno de los factores de evolucion. Sin embargo, la seleccién
natural es el Unico proceso conocido que permite explicar la complejidad inherente
a la vida, las adaptaciones de los organismos, y por eso ocupa una posicion
central en la biologia evolutiva. La seleccion natural es incluso un principio mas
fundamental que la misma vida, pues como R. Dawkins ha sefalado, "la
'supervivencia de los mas aptos' de Darwin es un caso especial de una ley general
de la supervivencia de lo estable".

La idea de la seleccion natural es engafiosamente sencilla, pues son muchos los
que pensando que la entienden, la han malinterpretado o no la han captado en
toda su profundidad. Darwin comentaba de su amigo, T.H. Huxley, entusiasta
seqguidor y divulgador de la idea evolutiva, que Huxley no tenia una idea exacta de
la seleccién natural. Aun en la actualidad podemos decir que la seleccion sigue
siendo malentendida por un gran niumero de bi6logos.
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Definicion de seleccion natural: En esencia, la seleccién natural es reproduccién
diferencial de unas variantes genéticas respecto de otras. Podemos definirla mas
rigurosamente como el proceso que resulta del cumplimiento de las tres
condiciones siguientes: (1) variacion fenotipica entre los individuos de una
poblacién, (2) supervivencia o reproduccion diferencial asociada a la variacion, y
(3) herencia de la variacion. Si en una poblacion de organismos se dan estas tres
condiciones, entonces se sigue necesariamente un cambio en la composicion
genética de la poblacidn por seleccion natural.

4.14.2 Equilibrio Hardy-Weinberg. Se conoce como el equilibrio de Hardy-
Weinberg, por los dos autores que lo descubrieron independientemente (un tercer
descubrimiento independiente fue el del genetista ruso Sergei Chetverikov)'%.

Una poblacién mendeliana puede definirse como un grupo de organismos que se
reproducen por via sexual, con un grado relativamente estrecho en relacién
genética (como una especie, subespecie, raza, variedad, cepa, y que residen en
limites geogréficos definidos donde se cruzan entre si. Si a todos los gametos
producidos por una poblacién mendeliana se les considera una mezcla hipotética
de unidades genéticas a partir de las cuales se originara la siguiente generacion,
tendremos el concepto de poza de genes (gene pool), (figura 5)'%".

Figura 5. Poza de genes.

Poza de genes o
gametos

Designamos
p= frecuencia del
alelo A
g= frecuencia del
alelo a

STANSFIELD, Op Cit., p. 255

Fuente. Esta investigacion

% GRIFFITHS, ANTHONY J. F.; MILLER, JEFFREY H.; SUZUKI, DAVID T.; LEWONTIN,
RICHARD C. y GELBART, WILLIAN M. En: Genética. Séptima Edicién. McGRAW-HILL /
Interamericana de Espana, S.A.U. 2002. p. 721-7283.

197 STANSFIELD, WILLIAM D. Teoria y problemas de genética. Serie de compendios Schaum.
Segunda edicion. McGRAW-HILL / interamericana de Mexico, S.A. 1990. p. 255.
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Segun el mismo autor el equilibrio Hardy-Weinberg significa que la reproduccién
sexual no provoca una reduccion constante de la variacidbn genética en cada
generacion; por el contrario, la cantidad de variacibn permanece constante
generacion tras generacion, en ausencia de otras fuerzas distorsionadoras. El
equilibrio es la consecuencia directa de la segregacion de los alelos de los
heterocigotos durante la meiosis.

Numéricamente, el equilibrio implica que, independientemente de qué genotipos
se mezclen en la generacién parental, la distribucion genotipica tras una ronda de
cruzamientos esta completamente especificada por la frecuencia alelica p'%.

Segun este mismo autor, si se considera de alelos (A y a), encontraremos que el
porcentaje de gametos en la poza de genes que porten A o a dependera de las
frecuencias fenotipicas de la generacion precursora cuyos gametos forman el
depdsito. Por ejemplo, si la mayor parte de la poblacién fuera de genotipo recesivo
aa, la frecuencia del aleo recesivo en la poza de genes seria relativamente alta y
el porcentaje de gametos que portan el alelo dominante (A) seria
correspondientemente bajo.

Cuando los apareamientos entre n miembros de una poblacion se producen
totalmente al azar, es decir, cuando cada gameto masculino de la poza de genes
tiene la misma oportunidad de unirse con un gameto femenino cualquiera, pueden
predecirse las frecuencias cigéticas esperadas en la siguiente generacién a partir
del conocimiento de las frecuencias de genes (alelicas) en la poza de genes de la
poblacién precursora.

Dicho de otro modo, dadas las frecuencias relativas de los gametos Ay a en la
poza de genes, podemos calcular (con base en la unién al azar de los gametos)
las frecuencias esperadas de genotipos y fenotipos de la progenie. Cuando p=
porcentaje de alelos A en la poza de genes y = porcentaje de alelos a, podemos
utilizar el método del tablero 1para ilustrar todas las posibles combinaciones al azar
de estos gametos (cuadro 1)'%®

1% GRIFFITHS; MILLER; SUZUKI; LEWONTIN y GELBART, Op Cit., p. 721-723.
1% STANSFIELD, Op Cit., p. 256.
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Cuadro 1. Uniones al azar de gametos; frecuencias esperadas de genotipos y
fenotipos de la progenie.

3 P Q
Q A A
P P? Pq
A AA Aa

Pq o
a Aa aa

STANSFIELD, Op Cit., p. 256

Fuente. Esta investigacion

Notese que p+qg=1, es decir, el porcentaje de los gametos A y a debe dar el 100%,
a fin de considerar todos los gametos en la poza de genes. Asi, pueden sumarse
las frecuencias genotipicas esperadas (cigéticas) en la siguiente generacién como
sigue:
(p+a)® =p° + 2pq + q° = 1,0
AA Aa aa

En donde, p? es la fraccién de la siguiente generacién que se espera sea
dominante homocigoto (AA), 2pq la fraccién que se espera sea heterocigoto y g°la
fraccion que se espera sea recesiva (aa). La suma de estas fracciones debe ser
igual a la unidad para considerar todos los genotipos en la poblacién de
progenitores.

Esta férmula, ilustra las expectativas genotipicas de la descendencia en términos
de frecuencias gaméticas (alelicas) de la poza parental de genes y se denomina
Ley de Hardy-Weinberg. Si una poblacién se ajusta a las condiciones en que se
basa esta formula, no debe haber cambios en las frecuencias gameéticas o
cigbticas de una generacidon a la siguiente. Si una poblacién esta inicialmente en
desequilibrio, una generacion de combinacion al azar es suficiente para lograr el
equilibrio genético; a partir de entonces, la poblacién se mantendra en equilibrio
(sin cambios en las frecuencias gamética y cigética) tanto como persistan las
condiciones de Hardy-Weinberg'™.

Segun el mismo autor el logro del equilibrio genético como se expresa en la
ecuacion de Hardy-Weinberg implica varias condiciones previas:

"% STANSFIELD, Op Cit., p. 257.
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e La poblacién es infinitamente grande y se aparea al azar (panmictica).

e No opera la seleccién; es decir, cada genotipo bajo consideracién puede
sobrevivir igual que cualquier otro (sin mortalidad diferencial), y cada genotipo es
igualmente eficaz en la produccion de descendencia (sin reproduccién diferencial).

e La poblacidén es un sistema cerrado; es decir, no se permite la inmigracion de
individuos de otra poblacién, ni la emigracién de la poblacién que se estudia.

¢ No hay mutacioén de un estado alélico a otro. Puede permitirse la mutacion si las
tasas de mutacion progresiva o regresiva son equivalentes, es decir, A muta a a
con la misma frecuencia con que a muta a A.

e La meiosis es normal, por lo que resulta el Unico factor que opera en la
gametogénesis.

4.14.3 Poblacion Endogamica. La probabilidad de la progenie de heredar dos
copias genéticas que son idénticas por descendencias por mayor de lo que seria
esperado por cruzamiento puramente aleatorio. Esa probabilidad, es llamada
coeficiente de endogamia (F) de la poblacion, aumentada cuando mayor fuera el
grado de parentesco entre los individuos reproductores. La forma mas extrema de
endogamia es la autofecundacion, como ocurre en muchas plantas. La
probabilidad de que descendientes de una planta autofecundadora hereden dos
copias de uno de los genes de sus padres es 12.

El coeficiente medio de endogamia de una poblacion, F, varia de cero, en el caso
de cruzamiento puramente al azar, hasta uno, cuando todos los individuos son
homocigotos de alelos que son idénticos por origen''". El endocruzamiento en
una poblacién de tamafo grande no altera las frecuencias alelicas. Al contrario de
eso, aumenta la proporcibn de homocigotos y disminuye la proporcion de
heterocigotos.

Fir: Endogamia total.
Fir=Hr-H,
Hy
Fis: Endogamia entre individuos.

Fis=Hs-H
Hs

"™ FUTUYMA, Douglas Joel. Biologia Evolutiva. 2* Ed. Riber&o Preto, SBG/CNPg, 1992. p. 631.
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Fst: Endogamia en poblaciones o indice de fijacion.

Fsr=Hr—Hs
Hr

Se encuentra entre 0 a 0,2, para ello hay que hacer pruebas. Si es altamente
diferente de cero la poblacion es igual a no haber flujo génico, si es igual a cero,
las poblaciones son diferentes, si F igual a uno la poblacién es completamente
endogamica.

4.14.4 indice F o de fijacion de Wright. Mide la reduccién de heterosigosis
esperada con apareamiento al azar a cualquier nivel de una jerarquia poblacional
en relacién a otro nivel mas inclusivo de la misma. Este indice proporciona el
grado de desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg. Un F positivo indica un déficit
de heterocigotos causado por: la consanguinidad, apareamientos clasificados y
subdivisién de poblaciones (efecto Wahlund)''2.

4.14.5 Coeficiente de consanguinidad. De dos individuos es la probabilidad de
que sus descendientes sean autozigotos como lo muestra el ejemplo que
analizamos, el coeficiente de consanguinidad de dos hermanos es 1/4. Apenas la
mitad de descendencia de un heterocigoto es heterocigoto, de modo que en cada
generacion la frecuencia de heterocigotos disminuye la 12. Si el tipo de
cruzamiento favorece otros tipos de uniones consanguineas H se aproxima de
cero (0) y F de uno (1) en una tasa menor. Entre tanto, si algunas uniones ocurren
entrﬁsjndividuos no emparentados, F puede tomar un valor de equilibrio debajo de
uno

4.14.6 Depresion endogamica. Segun el mismo autor, He>Ho, atribuido al
aumento de la frecuencia de homocigotos para alelos recesivos.

4.14.7 Coeficiente de desequilibrio de ligacion. Como D = (g00xg11) -
(g01xg10); esto es, la diferencia del producto de las frecuencias de las gametas en
asociacion AB, A'B* y el producto de la gametas de repulsion AB’, A’'B. Los locus
estan en desequilibrio de ligacién completo, si solamente las gametas en repulsion
estan presentes (D = 14, si p1 y p2 fueron ambos iguales a 0,5) o si solamente las
gametas en repulsiéon estan presentes (D = -14).

"2 KELLY, L.; POSTIGLIONI, A.; DE ANDRES, D. F.; GAGLIARDI, R.; BIAGETTI, Br.; FRANCO J.
Variabilidad genética de los caballos criollos del Uruguay. Archivo de medicina veterinaria., Vol.
34, No. 1, Valdivia. P. 2002.

"8 FUTUYMA, Op cit., p. 631.
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Si dos alelos en dos 0 mas locus estan asociados en frecuencias mayores o
menores que lo previsto por sus frecuencias individuales, ellos estan en
desequilibrio de ligacién, sino, ellos estan en equilibrio de ligacion''.

4.14.8 Estructura genética. La estructura genética esta determinada por la
estructura de la poblacion, por supuesto, pero también por procesos genéticos
como la seleccién, la recombinacion y la mutacién. Para determinar la estructura
genética, es necesario comprender el patrén de variacion genética de la especie,
lo que significa evaluar los genotipos de diferentes individuos''>.

La apariencia de la estructura genética no es necesariamente el efecto del flujo
génico en el momento mismo del estudio, y el problema puede surgir de atribuir a
los tiempos presentes o0 a una época las diferencias aparentes o su ausencia entre
poblaciones.

La estructura genética (subdivisiones de una especie en unidades locales
intercrusantes) es resultado del equilibrio dinamico entre fuerzas que favorecen la
diferenciacién (deriva, mutacion y seleccion, diferentes en cada area) y fuerzas
homogenizantes (migracion, seleccién purificadora, seleccién balanceadora,
uniformes en cada area)''®. Ella determina el padrén y la cantidad de variacion
que esta disponible para la evolucién de una especie, e impone limites para la
actuacion de la seleccién natural y otras fuerzas evolutivas.

4.14.9 Flujo génico y estructura poblacional. Uno de los problemas en el
andlisis de la estructura de las poblaciones es determinar la cantidad de flujo
génico. El flujo génico es un componente principal de la estructura poblacional
porque determina hasta qué punto cada poblacién local de una especie es una
unidad evolutiva independiente. Si existe una gran cantidad de flujo génico entre
poblaciones locales, entonces todas las poblaciones evolucionan juntas; pero si
hay poco flujo génico cada poblacién evoluciona en forma casi independiente.

Cuéanto flujo génico se requiere para impedir la evolucién independiente en
poblaciones locales diferentes depende de qué otras fuerzas se encuentren
actuando. El resultado de Wright para el modelo de la isla nos habla del equilibrio
alcanzado entre el flujo génico y la deriva genética. Si Nm es mucho mayor que 1,
el flujo génico sobrepasa los efectos de la deriva e impide la diferenciacién local.
Si Nm es mucho menor que 1, la deriva actia en forma casi independiente en

" bid., p. 631.

"> WIKIPEDIA FUNDATION. ESTRUCTURA GENETICA. En: Wikepedia: La enciclopedia Libre.
Espana.(Sitada el 3 de octubre de 2007). Disponible en Internet, URL: http://es.wikipedia.org/wiki/
Estructura Genética.

"6 SOLE-CAVA, Op cit., p. 192.
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cada poblacion. Trabajos mas recientes''” han demostrado que a una poblacién le
lleva un tiempo 1, el cual es aproximadamente el mayor de 2Ny 1/m, alcanzar este
equilibrio. Antes de 1 la composicién genética sera determinada principalmente por
las condiciones iniciales, y después de 1 la composicién sera determinada por Nm.
Haldane''®, consideré el problema del equilibrio entre el flujo génico y la seleccién.

Asumid que los inmigrantes llegados a una isla portaban un alelo a que en la isla
es deletéreo. Si el coeficiente de seleccion en favor del otro alelo, A, en laisla es s
y la tasa de inmigracién es m, entonces la frecuencia de equilibrio de A en la isla
esp=1-s/msis<myQ0sis>m.Eltiempo que lleva alcanzar este equilibrio es
aproximadamente 1/| s — m|. Por supuesto, la seleccién que favorece al mismo
alelo en diferentes poblaciones en general impedira la diferenciacién sin importar
la cantidad de flujo génico.

El mismo autor dice que estos resultados tedéricos nos dicen que el flujo génico
podria impedir la diferenciacion en algunos loci -aquellos que son neutros o que
estan bajo una seleccién débil- pero no en los loci que se encuentran bajo una
seleccién fuerte. Ademas, el tiempo necesario para alcanzar los estados de
equilibrio de cada locus depende tanto del grado de flujo génico, medido por m,
como de la fuerza de la seleccion, medida por s. Los loci fuertemente
seleccionados alcanzaran sus frecuencias de equilibrio mucho mas rapidamente
que los loci neutros o débilmente seleccionados.

4.15.10 Métodos para estimar los niveles de flujo génico. Se ha distinguido
entre dos clases de métodos para estimar los niveles de flujo Génico en
poblaciones naturales. Los métodos ‘directos’ son aquellos que dependen de
observaciones o experimentos que miden el grado de dispersién. También es
posible seguir el progreso de alelos distintivos dentro de una poblacién que no
contiene dichos alelos, mostrando por tanto que el flujo génico ha ocurrido y
comprendiendo sus propiedades. Un método ligeramente diferente es la utilizacion
de métodos genéticos para la determinacién de la paternidad y computar la
distancia entre los progenitores y sus descendientes. En contraste con los
métodos directos, los métodos ‘indirectos’ no dependen de estudios en individuos
que se dispersan. En vez de ello, conducen a estimaciones del nivel promedio de
flujo génico a partir de un modelo matematico de la interaccion del flujo génico y
otras fuerzas para predecir cuanto flujo génico debe haber estado ocurriendo para
que los patrones observados estén presentes en los datos.

" TAKAHATA N. Gene identity and genetic differentiation of populations in the finite island model.

In: Genetics., Vol.104, No. 1, 1983. p. 497-512.
"8 HALDANE, J. B. S. A note on Fisher’s theory of the origin of dominance and a correlation

between dominance and linkage. In: Am. Nat., Vol. 64, 1930. p. 87-90.
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El método indirecto mas comunmente utilizado se basa en el estadistico FST de
Wright, el cual es una medida de la correlacion entre los genes en una
subpoblacién en relacion a la poblacién entera. Para dos alelos en un locus, FST
es aproximadamente Vp/ p (1-p), donde Vp es la varianza en la frecuencia alélica
entre las subpoblaciones y p es la frecuencia promedio. Wright''®, mostré que en
un modelo de isla en equilibrio,

Fo. L
ST 1 4 aim

De este resultado puede obtenerse una estimacién indirecta de Nm calculando
FST a partir de los datos de las frecuencias alélicas y luego hallando Nm a partir

‘Nm - %(1_ _1) (1.13

Wright'® 'y otros han utilizado este método en forma extensiva para estimar los
valores de Nm en diferentes especies. No hay un método indirecto para estimar m
en forma separada, pero este valor puede obtenerse a partir de Nm y de
estimaciones de N obtenidas utilizando datos de censos. Tanto las estimaciones
directas como las indirectas de los niveles de flujo génico revelan distintas cosas
acerca de una especie, y ambos métodos poseen sus puntos fuertes y sus puntos
débiles. Las estimaciones directas indican los detalles de la dispersion, incluyendo
el periodo en la historia de vida de la especie en el cual ocurre la dispersion y
posiblemente también las condiciones ecolégicas favorables para la misma.

"9 WRIGHT, S. The genetical structure of populations. Ann Eugen., Vol. 15, 1951. p. 323-354.
120 WRIGHT S. Evolution and the Genetics of Populations. The Theory of Gene Frequencies. The
University of Chicago Press, Chicago., Vol. 2, 1969.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION.

Las pruebas de laboratorio, se realizaron en el laboratorio de Biodiversidad
Molecular y Citogenética, ubicado en la planta baja del departamento de Genética
y Evolucién de la Universidad Federal de Sao Carlos, en la Via Washington Luis,
Km 235 del municipio de Sao Carlos, Estado de Sao Paulo, Brasil. Presenta un
clima lluvioso en verano y seco en invierno, con una temperatura media anual de
19,6 °C y una precipitacion anual de 1512mm. La humedad relativa en verano es
76% y en invierno 54%; las coordenadas geograficas son: 47°30° y 48°30°
Longitud Oeste y 21°30" y 22°30" Latitud Sur; presenta una altitud maxima de
1000 m, altitud media de 856 m y minima de 520m (figura 6).

5.2 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.

La represa Tres Marias se encuentra localizada entre los paralelos 45° 15" 50"
Latitud Sur y 18215'12" Longitud Norte. La altitud Maxima en la regién 975 m
divisa del Municipio de Lassance y la minima 504 m Foz del Ribeirdo a la Barra
del Rio de Janeiro. La regién presenta una temperatura Media Anual de 24.3°C,
siendo las temperaturas minima y maxima medias anuales, 14°C y 30.1°C,
respectivamente. El clima es tropical caliente y semihumedo. La precipitacién
media anual es de 1,791 mm, siendo los meses lluviosos los de noviembre hasta
marzo, y los mas secos de junio a agosto.

La construccion de la barrera de Trés Marias se ejecut6é entre 1957 y 1960. Esta
barrera presenta 2.700 m de extension y altura maxima de 75 m, cuando se llena,
posee un volumen de 21 billones de m®de agua'®' (figura 7).

5.3 MATERIAL BIOLOGICO.

Se evaluaron muestras de ADN tomadas del banco de ADN del laboratorio de
Citogenética de la Universidad Federal de San Carlos, exiraidas a partir de
individuos de la especie Brycon orthotaenia provenientes de Jusante rio Abaeté,
Cascalheira até Abaeté y Jusante de Barragen donde se encuentra la represa de
Trés Marias , Estado de Sao Paulo - Brasil.

21 BRITSKI; SATO and ROSA, Op Cit., p. 115.
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Figura 6. Ubicacion del laboratorio de Biodiversidad Molecular vy
Citogenética. (A: UFscar, B: Departamento de Genética y Evoluciéon y C:
laboratorio de Biodiversidad Molecular y Citogenética).

Fuente. Esta investigacion



Se evaluaron 44 muestras de ADN extraidas a partir de higado y aletas de
individuos de B. orthotaenia de las cuales 15 fueron de Jusante rio Abaeté, 17
de Cascalheira até Abaeté y 12 de Jusante de Barragen.

Figura 7. Cuenca del rio Sao Francisco; Represa de Trés Marias.
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5.4 TECNICAS DE LABORATORIO

Se evaluaron siete locus (Bh5, Bh6, Bh8, Bh14, Bh15, Bh16 y Bh17) para Brycon
hilarii'®*  aislados en laboratorio de Biodiversidad Molecular y Citogenética del
departamento de Genética y Evolucion de la Universidad Federal de Sao Carlos,

Estado de Sao Paulo, Brasil.

122 SANCHES, Alexandra e GALETTI Jr., Pedro Manuel. Estrutura genética populacional de Brycon
hilarii (Characidae) da sub-bacia do Rio Miranda, e seu significado para programas de

conservagao. In press
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5.4.1 Extraccion de ADN. Para cada tipo de tejido, sangre o aletas, fue utilizada
una metodologia, cada una de las cuales se describe en este capitulo.

e Extraccion de ADN gendmico a partir de muestras sanguineas. Para la
extraccion de ADN de sangre, fue utilizada la metodologia de Lahiri y
Nurnberger'®, con algunas modificaciones:

1. Se coloco 25 ul de sangre en el tubo de 1,5 ml que contenia 150 ul de EDTA
(0,5 M).

2. Se mezclé fuertemente por 30 a 40 segundos.

3. Se centrifugd por 7 minutos a 5000 rpm para separacion de las células y del
plasma.

4. Se retir6 el sobrenadante con cuidado para no retirar el pellet, y se adicion6 500
ul de TTKM1. Se mezclo fuertemente.

5. Se centrifug6 por 7 minutos a 5000 rpm y se descarto6 el sobrenadante.

6. Se lavo el precipitado en 500 pl de TTKM1 y se centrifugd por 2 minutos.

7. Se descarto el sobrenadante y se lavd en 500 ul de TKM 1. Se centrifug6 por 2
minutos.

8. Se descarto el sobrenadante, se adicion6é 200 ul de TKM2, 20 ul de SDS 10% y
se resuspendi6 hasta disolver por completo, mezclando fuertemente por tres
minutos.

9. Se incubo a 65° C por 15 minutos.

10.Se adicion6 50 ul de NaCl 5M y se mezclo6 fuertemente por 3 minutos.

11.Se centrifug6 a 13.000 rpm por 10 minutos, se recuperd el sobrenadante y se
paso6 para un tubo nuevo.

12. Se adicion6 600 pl de etanol (100%). Se invirti6 el tubo (mover) para precipitar
el ADN. Se centrifug6 por 10 minutos a 13.000 rpm.

13.Se descarté el sobrenadante, se adiciond 500 ul de etanol (70%) y se
centrifugd por dos minutos.

14.Se descart6 el sobrenadante con cuidado y se invirtié el tubo sobre un papel
absorbente hasta secar totalmente. Se resuspendié en 50 ul de TE.

e Soluciones:

- TTKM1: Tris-HCI 10mM pH 7,6; MgCl> 10mM; EDTA 2mM; Triton X -100 0,25%.
- TKM1: Tris-HCI 10mM pH 7,6; MgCl, 10mM; EDTA 2mM.

- TKM2: Tris-HCI 10mM pH 7,6; MgCl, 10mM; EDTA 2mM; NaCl 100mM.

- TE: Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM pH 8

23 LAHIRI, D. K. and NURNBERGER, J. I. Jr. A rapid non-enzymatic method for the preparation of
HMW DNA from blood for RFLP studies. In: Nucleic Acids Research., No. 19, 1991. p. 5444.
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o Extraccion de ADN gendomico a partir de muestras de tejidos solidos. Para
la extraccién del ADN de las muestras de aletas fue utilizada la metodologia de
Aljanabi y Martinez'?*, con algunas modificaciones:

1. Para cerca de 50-100mg de tejido se agreg6é 400 ul de tampén salino (NaCl
0,4M; Tris-HCI 100mM pH 8 y EDTA 2mM pH 8).

2. Se adicion6 80 ul de SDS 20% y 16ul de Proteinaza K (20mg/ml) y se mezclo
bien.

3. Se incubd las muestras a 55-65°C durante el tiempo (1-4 h) necesario para que
queden bien digeridas, y bien homogeneizada la mezcla.

4. Se adicion6 300 pl de NaCl 6M y se mezclo bien.

5. Se centrifug6 por 30 minutos a 10000 rpm

6. Se recupero el sobrenadante, transfiriéndolo para un nuevo tubo.

7. Se adiciono igual volumen de isopropanol y se mezclo bien.

8. Se incubd las muestras a —20°C por 1 hora.

9. Se centrifugd por 20 minutos a 10000 rpm

10. Se lavo el pellet con 300 ul de etanol 70%

11. Se centrifugd por 5 minutos, se descart6 el sobrenadante y se dejé secar.

12. Se resuspendié en 100-300 pl de TE y se adicion6 10-20 yl Rnasa (20mg/ml).

La cuantificacion y verificacién de la calidad del ADN de las muestras fueron
analizadas, en gel de electroforesis en gel de agarosa 0,8% sumergido en tampon
Tris-Borato-EDTA (1x).

5.4.2 Secuencias de primers utilizados. Los primers fueron elaborados por J.
Camargos (17090758) (cuadro 2, figura 8).

Figura 8. Primers utilizados en el presente estudio.

Fuente. Esta investigacion

124 ALJANABI, Salah M. and MARTINEZ, Iciar. Universal and rapid salt-extraction of high quality
genomic DNA for PCR-based techniques. Nucleic Acids Research. Brasilia: Brasil., Vol. 25, Cap.
22,1997. p. 4692-4693
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Cuadro 2. Primers utilizados. Secuencias, Repeticiones.

LOCUS

Bh5

Bh6

Bh8

Bh14

Bh15

Bh16

Bh17

SECUENCIA DE LOS PRIMERS

(5-3)
F: CTTCCACTCATACCGGCACT

R: ACATCTGGCATTAGGCATAG

F: GCGTTGCGTGTGTATGTTAA
R: AGAGGTGTCCACAAAGTTTT
F: CCATGGCTCAACACAGATAT
R: TGTACGAATCCTGAAATGCT
F: GTATCACCACCAACGGTAAT
R: ATCAATGGTGGAAGAAGGAG
F: GAGAGCATTGTCAGGATTTA
R: ACTAATGACTGCTACTGCGG
F: CCTCCAATGAAAACAGTGCG
R: ACGACTTAGCCACCCACCCT
F: GTCAGCACTCAGCACATAGC
R: AGAGAGCCTGAAAGTGAGTC

Fuente. Esta investigacion

ELEMENTO
REPETITIVO

(GT)1a

(GT)1a

(GAT)s
(TTA)s
(ATTT)s

(TAA)s

(GTTT)4(GGTTT)s

5.4.3 Reaccién de PCR para marcadores microsatélites. Se diluyeron 50 ul de
ADN, con el fin de obtener una alicuota de 50 ng/ul para uso diario; el restante fue

guardado en el banco de ADN como stock (figura 9).

Figura 9. Preparacion de la reaccion de PCR.

Fuente. Esta investigacion
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La amplificacion de los loci microsatélites fue realizada a partir de las muestras de
ADN de cada animal, mediante la reaccién de PCR, para lo cual fue preparado un
volumen final de 25 ul que contenia: 2.5 ul de tampédn de reaccién 10X (Tris — HCL
200 mM pH 8,4 y KCL 500 mM Invitrogen Life Technologies); 0,75 ul de MgClz 1,5
mM; 3,2 ul de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 2,25 mM; 1,0 ul de cada primer
(Forward e Reverse)10 pmoles/ul; 0,2 ul de Tag ADN polimerasa; 1 ul de ADN 50
—100 ng y 15,1 ul de agua extra pura.

El ADN fue sometido a reaccion de amplificacién por PCR en un termociclador
GENEAMP PCR System 2400 — Perkin y/o MJ Research, INC modelo PTC 100
(figura 10), bajo el programa MICPP1 con un ciclo de:

Cinco minutos iniciales de 94 °C.

35 ciclos con temperatura de desnaturalizacion de 94 °C (1 minuto).
Temperatura de aneling de 56 °C (1 minuto).

35 ciclos con temperatura de hibridacién de 72 °C (1 minuto).
Temperatura de extension de 72 °C (20 minutos).

Extension final de 4°C hasta infinito.

Figura 10. Programacion del termociclador.

Fuente. Esta investigacién
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5.4.4 Analisis de electroforesis. Los fragmentos amplificados fueron
visualizados en gel de agarosa de 1,0% (1,0 g de agarosa, en 100 ml de TBE),
conteniendo bromuro de etidio (0,04 pl/ml), después corrido a 100 voltios por una
hora aproximadamente. Para estimar el tamafo de los fragmentos amplificados,
se aplico un marcador de peso molecular de 10 pb (in Vitro Life Technologies)
(figura 11). El gel fue observado en un transiluminador de luz ultravioleta para la
amplificacién de los fragmentos y las imagenes obtenidas en los geles fueron
registradas utilizando un sistema de foto documentacién EDAS 290 Kodak (figura
12).

En esta etapa se verifico si hubo amplificacién de los fragmentos esperados. Para
estimar el tamano de los fragmentos amplificados, se comparo las bandas
producidas por las muestras, ademas de esta manera también se pudo establecer
la presencia o ausencia de polimorfismo del loci en la poblacién por medio de la
observacién de diferencias en los tamaros para cada individuo.

Figura 11. Deposito de las muestras en gel de agarosa.

Fuente. Esta investigacion
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Figura 12. Fragmentos amplificados mediante la PCR para el locus
Bh16 de las muestras de la represa de Trés Marias, Estado
de Sao Paulo - Brasil.
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Fuente. Esta investigacion

5.4.5 Gel de poliacrilamida. Teniendo en cuenta que la electroforesis en gel de
agarosa, no ofrecié la resolucién necesaria para estimar los tamanos de los
fragmentos amplificados, debido, a que los alelos de microsatélites generalmente
difieren en pocos pares de bases; fue necesario la utilizacién la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilami:da el cual es un gel mas poroso que ofrece una
mayor separacion de las bandas de acuerdo a su peso molecular, aun cuando los
alelos difieran en pocos pares de bases.

Se realizé mediante el protocolo de COMINCINI et al'? (

figural3).
PREPARACION DE LAS PLACAS. Para la preparacion de estos elementos se
realizé el siguiente procedimiento:

Limpieza de las placas

e Se dejo las placas en soluciéon de NaOH 1N por 30 minutos.

e Se lavo con jabon comun haciendo movimientos circulares a lo largo de la
placa, usando esponja suave.

e Se enjuagdé con abundante agua corriente, refregando con la esponja.
Luego se enjuagd bien en agua destilada. Y se seco.

e Se limpié con etanol al 100%, utilizando papel toalla.

2 COMINCINI, S.; LEONEI, P.; REDAELLI, L.; DE GIULI, L.; ZLLANG, Y.; FERRETI, L.
Characterization of bovine microsatellites by silver staining. In: Journal of Animal Breeding and
genetics., No. 112, 1995. p. 415 —420.
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Preparacion del la placa mayor usando Bind-Silane

e Se separé la placa mayor

e Se preparod la solucién de Bind-Silane de la siguiente manera: 3ul de Bind-
Silane, 1,0 ml de etanol al 100%, 5ul de acido acético glacial

e Se aplicé la solucién de Bind-Silane con una pipeta sobre la placa y se
distribuyé con papel higiénico sobre toda la superficie en un solo sentido.

e Se sec6 por 30 minutos

e Se retiré el exceso de etanol, pasando el papel en sentido perpendicular al
de la etapa anterior.

NOTA: se separd los guantes con Bind-Silane para ser usados solo para la
preparacion de la placa mayor.

Preparacién de la placa menor con Repel-Silane

e Se aplico 1ml de Repel-Silane puro y se distribuyé con papel toalla a lo
largo de la superficie de la placa. Se sec6 por 10 minutos.

e Se retir6 el exceso con papel toalla humedecido en etanol puro.

NOTA: pase Repel-Silane en el peine.

Figura 13: Camara vertical para gel de poliacrilamida.

Fuente. Esta investigacion
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e MONTAJE DE LAS PLACAS. En el montaje de las placas se realizo de la
siguiente forma:

e Se colocé los dos “spacers”, previamente limpios, en los laterales de la placa
mayor.

e Se coloco la otra placa con la parte delgada hacia arriba y hacia adentro
sobre la placa mayor y se coloco los ganchos en los laterales.

e Se coloc6 cinta adhesiva en el fondo y los laterales, reforzando en las
esquinas y se colocé los ganchos bien firme.

e PREPARACION DEL GEL. El proceso para la preparacién del gel fue el
siguiente:

e Se prepar6 70 ml de gel al 7%, de la siguiente manera: 4,73 g de Acrilamida,
0,16 g de Bisacrilamida, 33 ml de TBE 20X modificado, 84 ul de TEMED, 700 ul
de persulfato de amonio 10%, y se completo con agua milli-Q hasta un volumen
de 70 ml.

e Se prepard en un beaker pequefio previamente limpio en agua destilada.

e Se coloco el gel con una jeringa, con la placa inclinada.

e Se coloco el peine invertido hasta la mitad de la hendidura formada por las
dos placas. Se esperd 30 minutos para la polimerizacion.

e fueron retirados los ganchos y la cinta adhesiva. Y luego se retird el peine y
se limpio el exceso de gel con el peine.

e MONTAJE DE LA PLACA EN LA CUBA. De la siguiente manera:

Se coloco tampdn TBE 1.2X (modificado) en el recipiente de abajo.

Se precalenté la placa, durante una hora a 55 voltios programa P1.

Se desconectd y se limpié nuevamente el exceso de gel.

Se coloco el peine con los dientes volteados hacia el gel, de modo que
apenas penetre en el gel.

e Se aplicé 3 ul de producto PCR, con 1ul de tampdn de aplicacién, mas 4,0 ul
de LADDER (50 pb) (figura 14).

e Se programé el equipo para correr una hora y 30 minutos a 55 voltios hasta
que los dos colorantes salgan del gel.

e COLORACION DEL GEL. Se tuvo en cuenta los siguientes pasos:

e Se lavé bien las bandejas con agua corriente y se enjuagd con agua
destilada.
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e Se dej6 una bandeja con 1.5 litros de agua destilada.

Figura 14: Polimerizacion del gel.

Fuente. Esta investigacién

Pre-tratamiento fijador:

e Se prepar6 la solucion fijadora de etanol y acido acético al 10% en la otra
bandeja de la siguiente manera: 150 ml de alcohol, 150 ml de &cido acético
y se completo con agua destilada hasta un volumen final de 1.5 litros

e Se retir6 el TBE de la parte superior de la placa con la ayuda de una
jeringa y se retird la placa de la cuba.

e Se esperdé hasta que el gel se enfrié un poco para separar las placas con la
ayuda de una espatula. Se pretraté la placa por 20 minutos en el fijador.

Lavado: se lavo bien en 1.5 litros de agua destilada, moviendo constantemente.
Oxidacion: se dej6é durante 3 minutos en una solucién de acido nitrico al 1%
preparado de la siguiente manera: 23 ml de acido nitrico al 65% y se completo con
agua destilada hasta un volumen final de 1.5 litros.

Lavado: se lavo con agua destilada 3 veces por 30 segundos.

Impregnacion: se dej6 durante 30 minutos en 1.5 litros de solucion que contiene;
1.5 g de nitrato de plata y 2 ml de formaldehido al 37%.

Lavado: se dejé por 30 segundos en agua destilada.
Revelacion: se dej6 de 3 a 5 minutos en 1.5 litros de solucién que contiene:
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11.13 g de carbonato de sodio anhidrido, 2 ml de formaldehido al 37% y 200 mg/I
de trisulfato de sodio pentahidrico

Stop: se dej6é durante 5 minutos en 1.5 litros de la solucion de pre-tratamiento.

5.4.6 Analisis en el secuenciador automatico. Después de la electroforesis, los
productos de PCR amplificados fueron preparados para ser analizados en
secuenciador automatico. La preparacién constituyo en la dilucién de 2 ul del
producto de PCR en 12 ul de agua extrapura y de la aplicaciéon de esta solucion en
el contenido de formaldehido desionisado, colorante y patron de tamarfo Rox
(Appleed biosystem). Las amplificaciones cuyos fragmentos aparecieron claros y
poco nitidos en el gel de agarosa fueron diluidos en una menor cantidad de agua
(en una proporcion de 29:5:6). El genotipaje del alelo fue hecho en un
Secuenciador automatico de ADN ABI Prism 377, PE Biosystems (Software gene
Scan version 2.1), se utilizo primers marcados con NED juntamente con patron
ROX ® Gene Scan - 350, a través del software Genotyper versién 2.1 (anexo A)

5.4.7 Obtencion de datos de los geles de Poliacrilamida. Después de la
revelacion se realiz6 el andlisis de los geles, el cual consiste en la determinacién
del numero de alelos, tamarno de alelos y el numero de individuos pertenecientes a
cada alelo, esto mediante visualizacion directa en los geles; lo cual se puede
verificar en las fotografias (anexo B), procedimiento que se llevo a cabo para cada
locus analizado, y luego se procedié a realizar las matrices para los diferentes
programas (anexo C).

5.4.8 Analisis estadistico unilocus. Los andlisis estadisticos unilocus fueron
realizados a través de la determinacion de las frecuencias alelicas de las
poblaciones, del equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada una de ellas, del
déficit y/o exceso de heterocigotos dentro de cada poblacion, se utilizo el software
GENEPOP'®, y del coeficiente de endocruzamiento (Fis) y del indice de fijacion
(Fst) calculados para cada locus separadamente y para el total de locus, se utilizo
el software FSTAT'?. Los valores de identidad y distancia genética'®, fueron
obtenidos a través del analisis de los datos en el software POPGENE version
1.31'%°, también se realizo una verificacién de datos la cuél se hizo a través del
software TFPGA version 1.3.

126 RAYMOND, M. Y ROUSET, F. GENEPOP (version 1.2): Population genetics software for exact
test and ecemenicism. In: Journal Heredity, 86. 1995. p. 249.

2 GOUDET J. FSTAT Version 1.2: a computer program to calculate F-statistics. In: Journal
Heredity., Vol. 86, 1995. p. 486 — 486.

'8 NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number of
individuals. In: Genetics., Vol. 89, 1978. p. 583-590.

' YEH, F. C.; YANG, R.; BOYLE, T. POPGENE version 1.32: Microsoft Window-based freeware
for population genetics analysis. University of Alberta, 1999
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Los valores de identidad y distancia genética de Nei'® ' fueron calculadas
mediante el programa TFPGA.

Ademas, con los datos de distancia original de Nei fue disefiado el diagrama de
distancia o UPGMA.

5.5. HIPOTESIS.

Ho: No existe variabilidad genética detectable con marcadores microsatélites,
entre y dentro de las poblaciones estudiadas.

H1: Existe variabilidad genética detectable con marcadores microsatélites, entre y
dentro de las poblaciones estudiadas.

5.6. VARIABLES EVALUADAS

5.6.1 Variabilidad genética: variacion en el material genético de una poblacién o
especie; los diferentes pardmetros se calcularon mediante los programas
computacionales POPGENE (Population Genetic Analysis).

5.6.2 Frecuencias alélicas: se define como el nimero de copias del alelo en la
poblacién, dividido por la suma de todos los alelos en esa poblacion. Se realizé
mediante el conteo directo de los diferentes alelos observados en cada locus, aqui
se excluy6 valores perdidos de tales estimativas.

5.6.3 Numero medio de alelos: estimado por la media aritmética de los locus
estudiados.

5.6.4 Heterocigosidad observada: el porcentaje de individuos que son

?Sezterocigotos para un dato del locus génico. Se calculo segun Brown & Weir
(1983):

Para calcular la heterozigosidad observada media, se sumo los valores de cada

locus dividiendo por el nimero total de locus estudiados

Ho =1 -3 pii

130 NEI, M. Genetic distances between populations. Am. Nat. V. 106, 1972. p. 288.

31 NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number of
individuals. Genetics. V. 89, 1978. p. 583-590.

132 BROWN, A.H.D.; WEIR, B.S. Measuring genetics variability in plant populations. In: TANKSLEY,
S.D.; ORTON, T.J. (Ed.). Isozymes in Plant Genetics and Breeding: part A. Amsterdam: Elsevier
Science, 1983. p. 219-239.
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Donde pii = frecuencia observada de genotipos homocigotos de alelo i

5.6.5 Heterocigosidad esperada: proporcion de individuos que serian
heterocigotos. si la poblacién estuviese en equilibrio Hardy Weinberg; se calculo
segun Nei'*® (1978):

La heterozigosidad esperada media, fue obtenida por la media aritmética de todos
los locus estudiados.

He=1-3 pi®
Donde pi = frecuencia estimada del iésimo alelo

5.6.6 Distancia genética entre dos poblaciones: medida de la semejanza

genética entre dos poblaciones, fue estimada segun Nei'®* (1978).

D=In|

Donde | = indice de identidad genética
Este valor varia de 0 (mas similares) a 1 (menos similares)

5.6.7 indice de identidad genética (I): fue calculado segtin Nei'®® | el cual utiliza
las frecuencias alélicas de locus en las diferentes poblaciones.

| = Jyy / (Jx—Jy)"2

Donde: J,y = media aritmética de jxy sobre todos los locus polimorficos y
monomorficos.

« = media aritmética de jx sobre todos los locus polimérficos y monomorficos.
Jy= media aritmética de j, sobre todos los locus polimérficos y monomorficos.

Asi: j,= Y x% = probabilidad de que dos genes escogidos al azar en la poblacién X
sean idénticos.

y=2 y? = probabilidad de que dos genes escogidos al azar en la poblacién Y sean
idénticos.

'3 NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number of
individuals. In: Genetics., Vol. 89, 1978. p. 583

**Ibid., p. 584.

'3 |bid., p. 586
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jxy = 2 Xi yi = probabilidad de que un gen de la poblacion X'y un gen de la poblacion
Y se idénticos.

5.6.8 La estadistica F: fue estimada utilizando:
(1-Fr)=(1-Fi) (1-Fg)
Donde:
Fir = indice de fijacién para a poblacion.
Fis= indice de fijacidn que ocurre dentro da poblacién.
Fst = indice de fijacion para alelos por locus
Mide el grado de subdivision a través de sus efectos de aumento de endogamia o
reduccion de heterocigotos con respecto a la misma probacion global pero sin
subdivisién. Su rango varia de 0 a 1; cuando es 0 no existe divergencia genética,

cuando es 1 hay fijacion para alelos alternos en diferentes subpoblaciones. Se
analiza mediante el siguiente cuadro.

Cuadro 3. Valores para la interpretacion de Fsr.

De 0a 0,05 Pequena
De 0,05a0,15 Moderada
De 0,15a 0,25 Grande

> 0,25 muy grande

Fuente: Wright; Hartl y Clark

indice de fijacion de Wright'®*® (1978): mide la deficiencia y exceso de

heterocigotos; fue estimado con base en la heterocigosidad observada (Ho) y
esperada (He):

% WRIGHT, S. Evolution and the genetics of populations. VI. Variability within and among natural
populations. Univ. of Chicago Press, Chicago. 1978
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Fis=1—-Ho/He
Su rango variade -1 a 1.

5.6.9 FIulo genlco indica el nimero de emigrantes por generacion, fue estimado
seguin Nei'®” (1987):

Nm= 0.25 (1 — Fst/ Fst)

37 NEI, Op Cit., p. 587.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION DE MARCADORES MICROSATELITES

De los siete locus microsatélites utilizados en el presente estudio sélo se
analizaron cinco, debido a que los locus Bh8 ((GAT)5) y Bh15 ((ATTT)5) resultaron
monomorficos, por lo cual se excluyeron del andlisis.

El andlisis de los resultados en los cinco locus y en 44 individuos pertenecientes a
tres lugares de colecta del rio Sao Francisco, arrojaron informacién suficiente para
analizar la variabilidad genética. En la caracterizacion genética de esas
poblaciones fueron considerados 34% de individuos para Jusante de Abaéte (JA),
39% de individuos para Cascadheira de Abaéte (CA) y 27% de individuos para
Jusante de Barragen (JB).

Todos los loci analizados produjeron un total de 39 alelos diferentes para los cinco
pares de primers estudiados, variando en un rango de 3 a 14 alelos por locus
como se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero de alelos por locus y por poblacion para los cinco locus
microsatélites analizados.

Total de alelos por

Locus JA CA JB l6cus
Bh5 8 11 7 11
Bh6 11 12 11 14
Bhi4 3 2 2 3
Bh16 5 6 5 6
Bh17 5 5 3 5
Total alelos

por poblacién 32 36 28 39

Fuente. Esta investigacion

6.2 FRECUENCIAS ALELICAS.

En la Tabla 2 se puede observar que algunos alelos presentaron mayor frecuencia
que otros, variando entre 0.029 a 0.833. Los alelos con mayor frecuencia, se
representan con letra A y los alelos Unicos con la letra a.
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Tabla 2. Frecuencias alelicas de cinco microsatélites aplicados a una
muestra de 44 ejemplares de Brycon orthotaenia en tres lugares
de colecta del rio Sao Francisco (JA, CA y JB).

Frecuencia alelica
LOCUS Alelo (pb) T oA =
204 0,036 0,118 0,083
206 0 0,059 0,292*
208 0,286" 0,118 0,125
210 0,143 0,147 0,083
212 0,036 0,059 0
((‘;3%51 \ 234 0,036 0,118 0
236 0 0,059 0,167
238 0,179 0,059 0
240 0,25 0,206" 0,208
242 0,036 0,029 0
244 0 0,029 0,042
180 0,25 0,143 0,042
182 0,042 0,036 0
186 0,083 0,036 0,042
188 0 0,071° 0
190 0,083 0,214* 0,125
192 0,042 0,071 0,083
Bh6 196 0,25" 0,179 0,292*
(GT)14 198 0,042 0 0,125
200 0,083 0,036 0,042
202 0,042 0,036 0,083
204 0 0,107 0,083
212 0 0,036° 0
218 0,042 0 0,042
220 0,042 0,036 0,042
167 0,2° 0 0
(5%‘)’ 173 05" 0,647* 0,682
8 182 0,3 0,353 0,318
133 0,3 0,412" 0,5
139 0 0,029 0,042
Bh16 142 0,467" 0,294 0,208
(TAA)s 145 0,067 0,147 0,167
148 0,1 0,029 0,083
151 0,067 0,088 0
195 0,133 0,118 0,833"
200 0,2 0,412 0,083
Bh17 A ’ ’
204 0,467 0,382 0
(GTTT)5(GGTTT)4 205 0,133 0.059 0,083
300 0,067 0,029 0

Los alelos con mayor frecuencia, se representan con letra A y los alelos Unicos con la letra a
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En el locus Bh5 el alelo mas frecuente en la poblacion de JA fue el alelo 208 pb,
en la poblacion de CA fue el de 240 pb y en la poblacion de JB fue el de 206 pb,
los alelos con mayor frecuencia y que se encuentra en todas las poblaciones
analizadas, fueron el de 208 pb y 240 pb como se puede observar en la Tabla 2 y
la Figura 15.

Figura 15. Comparacion de frecuencias alelicas del locus Bh5 para las
tres poblaciones estudiadas.
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Fuente. Esta investigacion

Como se puede observar en la figura 16 al locus Bh6é pertenece el alelo 196 pb, el
cual presenté mayor frecuencia en las poblaciones JA y JB, y ademas también se
encuentra en CA, aunque en menor proporcion; en esta ultima poblacién el alelo
de mayor frecuencia es de 190 pb (Tabla 2).
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FIGURA 16: Comparacioén de frecuencias alelicas del locus Bh6 para las tres
poblaciones estudiadas.
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Fuente. Esta investigacion

En el locus Bh14, se puede observar una menor variabilidad en cuanto al numero
de alelos comparado con el resto de locus evaluados en el presente trabajo; el
alelo con mayor frecuencia fue el 173 pb presente en dos poblaciones, siendo
mas frecuente en Jusante de Barragen como se puede observar en la Tabla 2 y la
Figura 17. Se debe destacar la presencia de un alelo privado para los individuos
de la poblacién JA, cuya importancia se analiza mas adelante.

FIGURA 17: Comparacion de frecuencias alelicas del locus Bh14 para las
tres poblaciones estudiadas.
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Fuente. Esta investigacion
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En el locus Bh16 el alelo mas frecuente en la poblacion de JA fue el alelo 142 pb,
y tanto en la poblacion de CA como JB fue el alelo de 133 pb, el alelo que se
encuentra en todas las poblaciones analizadas, fue el de 133 pb. (Tabla 2 y Figura
18).

FIGURA 18: Comparacion de frecuencias alelicas del locus Bh16 para las
tres poblaciones estudiadas.
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Fuente. Esta investigacion

Mientras en el locus Bh17 el alelo con mayor frecuencia en la poblacién de JA fue
el alelo 204 pb, en la poblacién de CA fue el de 200 pb y en la poblacién de JB fue
el de 195 pb, este ultimo se puede destacar su frecuencia mayor al 80% como se
puede observar en la Tabla 2 y Figura 19.
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FIGURA 19: Comparacion de frecuencias alelicas del locus Bh17 para las
tres poblaciones estudiadas.
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Fuente. Esta investigacion

De los anteriores resultados se puede inferir que los locus evaluados presentan
frecuencias alelicas diversas intra e inter poblacionales las cuales se puntualizaran
en el célculo y andlisis de los siguientes parametros relacionados con la
estimacion de la variabilidad genética de Brycon orthontaenia.

6.3 VARIABILIDAD GENETICA INTRA POBLACIONAL.

Los datos de variacidbn genética intra poblacional (Nimero de alelos, numero
medio de alelos y nUmero alelos privados) estan expuestos en la Tabla 3.

Con respecto al numero de alelos privados, la técnica microsatélites permitié la
identificacion de algunos alelos Unicos. Un total de tres alelos privados fueron
encontrados, dos en el locus Bh16 (188 pb y 212 pb), presentes en CA, y uno en
el locus Bh14 (167 pb), presente en JA, todos con una frecuencia menor o igual a
20% (Figura 20). La baja frecuencia de estos alelos probablemente permita
clasificarlos como alelos raros, lo cual podria ser de mayor significancia al realizar
futuras investigaciones que utilicen muestras poblacionales de mayor tamaro, en
cuyo caso se los podria utilizar como marcadores de la poblacion, de cuerdo a lo

manifestado por Slatkin, ya que se podria tratar de flujo génico'®.

138 SLATKIN, M. Hitchhiking and associate over dominance at a microsatellite locus. In: Molecur
Biology and evolution., Vol. 1, No. 12, 1995. p. 473-480.
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Tabla 3: Caracterizacion de cinco locus microsatélites de Brycon
orthotaenia. Nimero de alelos (n;) total, rango del tamano de los
alelos en pb y numero de alelos por poblaciéon, basados en una
muestra de 44 individuos.

Rango n, por

. . Elementos a P

Locus S(.gfggnma de los Primers Repetitivo  n, :fe Ilg: poblaciones

S
(ob) JA CA UB

F: CTTCCACTCATACCGGCACT

BhS R ACATCTGGCATTAGGCATAG (@M 204244
F: GCGTTGCGTGTGTATGTTAA

BN R AGAGGTGTCCACAAAGTTTT  (GTwe 14 te0220
F: GTATCACCACCAACGGTAAT

Bhi4 R: (TTA)s 3 167-182
ATCAATGGTGGAAGAAGGAG 3 2 2
F: CCTCCAATGAAAACAGTGCG

Bh16  R.acGacTTAGCCACCCACCCT — (TAA)S 6 Mt .
F: GTCAGCACTCAGCACATAGC  rrm.

Bh7 R: GarTE 5 195-300
AGAGAGCCTGAAAGTGAGTC 4 5 5 3

Fuente. Esta investigacién

FIGURA 20: Numero de alelos unicos observados en un total de 44
individuos para cinco locus microsatélites en las tres
poblaciones estudiadas.
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En la Tabla 4, se reporta la heterozigosidad observada, esperada, asi como el
coeficiente de endocruzamiento, los valores de la ley de equilibrio Hardy Weinberg
y la diversidad génica; como se puede analizar la heterozigosidad observada en
las poblaciones estudiadas varié de cero en el locus Bh17 en JA y JB; hasta uno,
tanto en el locus Bh16 en las tres poblaciones, asi como en el locus Bh5, pero
unicamente en las poblaciones JA y CA. De acuerdo a lo anterior, los locus
caracterizados revelaron una moderada variacion genética, segun lo reportado por
WRIGHT ¥ y HARTL y CLARK'*.

Asi mismo fue detectado un numero relativamente pequeno de alelos, variando de
tres a catorce alelos por locus y una media de 7,8 (+1,98) alelos por locus. El nivel
de heterozigosidad esperada vario de 30,4% a 90,5%, con una media de 69, 71 y
63% (+0,17) para JA, CA y JB respectivamente, esta variacion es comparable con
aquella obtenida por Sanches y Galetti Jr.'*'; la cual fue de 66.40%; asi como con
los resultados obtenidos por Carvalho y Galetti Jr.'*? (65.7%), en trabajos realizados

en p. costatus, a igual que la de otros trabajos'*®."*,

Por otra parte, estos datos estan de acuerdo con los valores medios encontrados
para peces de agua dulce, de 7,5 alelos por locus y 0,46 de heterozigosidad
esperada'®. El reducido nimero de alelos, puede estar relacionado al pequefio
numero de repeticiones contenido en cada locus, lo cual podria constituirse en una
ventaja en la objetividad de los resultados, por cuanto es posible la disminucion de

errores puntuales (scoring) de alelos'*®.

39 WRIGHT, Op Cit.

O HARTL, D. L. and CLARK, A. G. Principles of Population Genetics. Sunderlands. Sinauer
Associates. Inc. 1997.

! SANCHES e GALETTI. Op Cit.

“2 CARVALHO, Luis e GALETTI Jr., Pedro Manuel. Estudo da variagdo genética em Prochilodus
costatus (Teleostei: Characiformes: Prochilodontidae) na Bacia do Rio S&o Francisco, Regiao de
Trés Marias (MG). In press.

"3 O'REILLY, P. T.; CANINO, M. F.; BAILEY, K.M. and BENTZEN, P. Isolation of twenty low stutter
di- and tetranucleotide microsatellites for population analyses of walleye Pollock and other gadoids.
Journal of Fish Biology., No. 50, 2000. p. 1074-1086.

“ BARROSO, R. M.; HILSDORF, A. W. S.; MOREIRA, H. L. M.; CABELLO, P. H. and TRAUB-
CSEKO, Y. M. Op Cit. p. 51-65.

> DE WOODY, J. A.; AVISE, J. C. Microsatellite variation in marine, freshwater and anadromous
fishes compared with other animals. In: Journal do Fish Biology., Vol. 56, No. 1, 2000. p. 461-473.
“® O’'REILLY, P. T.; CANINO, M. F.; BAILEY, K.M. and BENTZEN, P. Op Cit. p. 1074-1086.
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Tabla 4: Numero de individuos evaluados (n) por poblacién, heterozigosidad
observada (H,) y esperada (H.), coeficiente de endocruzamiento
(Fis), valor de p para desvio de equilibrio Hardy Weinberg (p) y
diversidad génica (dg) basado en una muestra de 44 individuos.

Locus JA CA JB
n:15 n:17 n:12

Bh5 (GT)13
Ho 1 1 0,83
He 0,828 0,905 0,848
Fis -0,217 -0,108 0,018
P 0,003 0,000 0,039*
Dg 0,821 0,903 0,848
Bh6 (GT)14
Ho 0,75 0,857 0,833
He 0,88 0,905 0,893
Fis 0,154 0,055 0,068
P 0,244 0,8487 0,1775
Dg 0,886 0,907 0,894
Bh14 (TTA)
Ho 0,6 0,706 0,636
He 0,64 0,47 0,44
Fis 0,067 -0,524 -0,429
P 0,0018* 0.0492* 0,4798
Dg 0,643 0,463 0,445
Bhi6  (TAA)
Ho 1 1 1
He 0,69 0,73 0,69
Fis -0,458 -0,377 -0,459
P 0.0389* 0,2981 0,0954
Dg 0,686 0,726 0,686

Bh17  (GTTT)s(GGTTT),

Ho 0 0,059 0

He 0,75 0,71 0,318

Fis 1 0.917 1

P 0,000* 0,000* 0,0020*

Dg 0,752 0,706 0,318
Media Ho 0,67 0,72 0,66
Media He 0,75 0,74 0,64
Total Fis 0,1190 0,0208* - 0303*(Andeva)
Media dg 0,758 0,741 0,638

Valor de significancia (P<0,05).
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6.4 TEST DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG.

Las tres poblaciones presentaron mas de un locus desviado de las proporciones
esperadas para el equilibrio de Hardy- Weinberg (JA: Bh5, Bh14, Bh16 y Bh17;
CA: Bh5, Bh14 y Bh17; JB: Bh5 y Bh17). En las tres poblaciones el locus Bh5 y
Bh17 se desviaron de las proporciones esperadas de Hardy-Weinberg (Tabla 4).
Este desvi6 esta dado por exceso o déficit de heterocigotos como lo evidencia el
valor Fis (valores negativos y positivos respectivamente). Este test fue calculado
por el método de randomizaciones.

La desviacion del equilibrio de Hardy Weinberg, para las dos poblaciones indicé
perdida de variabilidad genética, que puede ser el resultado de la accién de algun
tipo de fuerzas que estan actuando sobre estas poblaciones para alterar su
equilibrio, fuerzas como la deriva génica, la seleccion natural en la poblacion
salvaje o seleccidn artificial no intencionada en la poblacion cultivada y el sistema
de cruzamiento.

Similares resultados en el test de Equilibrio de Hardy-Weinberg fueron
encontrados por Carvalho y Galetti Jr."*’; los cuales encontraron por lo menos un
locus desviado de las proporciones esperadas para este test.

Mientras Hatanaka et al'*®, al estudiar dos poblaciones de Prochilodus argenteus
en la region de la represa de Tres Marias (MG), en el rio Sdo Francisco,
determinaron que al realizar muestreos en tres afios no consecutivos, dos de los
cuatro loci microsatélites evaluados presentaron desvios del equilibrio de Hardy
Weinberg en los tres muestreos, mientras que otro locus presenté desvio del
equilibrio Hardy Weinberg unicamente en el primer afio de muestreo y en los dos
siguientes ya no presento desvio, demostrando, que una poblacién puede
alcanzar el equilibrio en una generacién de apareamientos aleatorios.

6.5 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO.

Tres pares de locus asociados no aleatorios entre genotipos de los cinco locus en
las tres localidades (Bh05 & Bh14, Bh05 & Bh16 y Bh14 & Bh16) se encuentran
en desequilibrio de ligamiento (Tabla 5). Sanches y Galetti Jr.'*°, encontraron
desequilibrio de ligacion en dos pares de locus (Bh08 & Bh13 y Bh06 & Bh17), los
cuales pueden estar indicando la posibilidad de que estén ligados; mientras que
Carvalho y Galetti Jr."*°, no encontraron ninguna significancia estadistica para las

'“” CARVALHO e GALETTI. Op Cit., p. 33

“® HATANAKA, T., HENRIQUE-SILVA, F. y GALETTI Jr, P. Op Cit., p. 1-7
' SANCHES e GALETTI. Op Cit.

9 CARVALHO e GALETTI. Op Cit., p. 33
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asociaciones no aleatorias entre los genotipos de los seis loci en las tres
localidades, asumiendo independencia estadistica entre los loci.

Tabla 5: Desequilibrio de ligacion analizado para los cinco locus a través del
test de Chi - cuadrado (X?), valor de significancia (p).

PAR DE LOCUS X2 DF P

BhO5 & BhO6 5.923 4 0,205
BhO5 & Bhi4 13.921 6 0,031*
BhO6 & Bhi4 2.888 4 0,577
BhO5 & Bhi16 19.592 6 0,003*
BhO6 & Bh16 2.487 4 0,647
Bh14 & Bhi16 18.285 6 0,006*
BhO5 & Bhi7 8.274 6 0.219
BhO6 & Bhi7 2.894 4 0.576
Bh14 & Bhi7 7.398 6 0.286
Bh16 & Bhi7 9.502 6 0,147

(p < 0,05)

Fuente. Esta investigacion
6.6 RIQUEZA ALELICA
El locus que presenté mayor riqueza alelica es Bh6 y el de menor es el locus

Bh14, mientras que la poblacién con mayor riqueza alelica fue CA. (Tabla 6)

Tabla 6. Valores de riqueza alelica para las tres localidades del rio Sao
Francisco (JA, CAy JB).

Locus JA CA JB
Bh5 7,142 9,789 6,909
Bh6 10,489 10,628 10,572
Bh14 3,000 2,000 2,000
Bh16 4,857 5,255 4,913
Bh17 4,930 4,519 2,993

Media 6,084 6,438 5,477

Fuente. Esta investigacién
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6.7 VARIABILIDAD GENETICA INTRA POBLACIONAL.

Las tasas de mutacion de los microsatélites traen importantes consecuencias para
la estimativa de Fst, porque de hecho la probabilidad de identidad de los genes
disminuye altas tasas de mutacién. Se sabe que la expectativa de Fst bajo
completa diferenciacion no serd siempre uno, de hecho en la mayoria de los
casos, por efecto del alto polimorfismo (debido a las altas tasas de mutacién) que
drasticamente  disminuye las expectativas de las estimativas del
parémetro151 152 153'

Los valores estimados de Fsr (8 weir y Cockerham'?), para los pares de muestras
estan en la Tabla 7. No se observo diferencias significativas entre JA y CA,
indicando homogeneidad genética entre estas localidades, en relacién a los
marcadores microsatélites, mientras que para los pares JA vs. JB y CA vs. JB
mostraron diferencias significativas, esto equivale decir que las muestras
comparadas debieron ser retiradas de por o menos dos poblaciones. Valores
similares fueron encontrados Hatanaka, Henrique- Silva y Galetti Jr'*°; los cuales
encuentran una leve pero significante diferenciacién poblacional, reflejando la
existencia de diferentes pools genéticos en las localidades.

Tabla 7: Valores estimados de Fsr (par a par) y su significancia, después de
la correccion de Bonferroni, para los pares de muestras (en
paréntesis valores de p).

JA CA JB

JA _ NS 0,0051 0,1115*
(0,31667) (0,01667)

CA _ _ 0,0902*
(0,01667)

‘NS: No Significativo (0,016667) (P>0,05)

La interpretacién de los valores de Fst es una actividad compleja, pues valores
idénticos de algunos pardmetros pueden ser estimados de diferentes patrones de

1 CHARLESWORTH, B. Measures of divergence between populations and the effect of forces that
reduce variability. In: Molecular Biology and Evolution. Vol. 15, No. 1, |998. p. 538-543.

2 WRIGHT, Op Cit.

8 HEDRICK, P. W. Op Cit., p. 313-318.

" WEIR, B. S. And COCKERHAM, C. C. Estimating F-statistics for the analysis of population
structure. Evolution., Vol. 38, 1984. p. 1358 — 1370.

13 HATANAKA; HENRIQUE-SILVA and GALETTI. Op Cit., p. 4
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frecuencias alélicas'®®. Para esta interpretacion, se han sugerido que valores entre
0 a 0,05 indican débil diferenciacion genética; valores entre 0,15 a 0,25,
diferenciacion moderada; y valores encima de 0,25 indican una alta
diferenciacién'’. '°8. De acuerdo con ese criterio, el valor estimado de Fsr en este
trabajo indica una moderada estructuracién poblacional en Brycon orthontaenia.

Las subpoblaciones de B. orthontaenia, analizadas en este trabajo, debe ser
considerada como parte una poblacion “meta poblacién” dentro del area delimitada
por las barreras de Trés Marias y de Sobradinho (alto y medio Rio San Francisco),
un area de cerca de 1.200 Km de extension, con decenas de tributarios
(Permanentes y temporarios) utilizados para la reproduccion de esos peces y otros
peces migradores.

La competencia por grandes recursos y de buena calidad es muy comun en la
naturaleza, pues los individuos para vez de sobrevivir necesitan de los mejores
recursos disponibles. Considerando que del area rio debajo de la represa carece
de las condiciones éptimas para la reproduccion, se espera que los especimenes
mas vigorosos tengan los mejores hébitats como las corrientes tributarias
estableciendo territorios y dejando los habitats menos favorables para los
individuos mas débiles durante la migracion de peces'®®.'®®. Ademas estudios
anteriores han demostrado que los especimenes de la region C (habitat de
subpoblacion JA), la cual ofrecen condiciones mas favorables de reproduccion
son mas grandes que los peces de la region A (habitat de la subpoblacion JB) y B
(habitat de la subpoblacién CA).

En el habitat de la subpoblacion JA, en su confluencia con el rio Sdo Francisco, el
rio Abaéte provee mas alta temperatura del agua, promedios altos de oxigeno y
gran corriente de agua que las condiciones que se presentan rio abajo de la
represa'®’. Ademaés, es posible que los individuos de las diferentes unidades
presenten un comportamiento de comigracion durante el periodo reproductivo.
Este modelo sugiere qué el pez en la region JA podria ser fragmentado en varias
unidades de poblaciones y que durante el periodo reproductivo solamente una
fraccidbn migra hacia la represa, mientras la mayor migracion posiblemente seria
hacia localidades con condiciones medioambientales mas favorables para la
reproduccion (Figura 21). Ademas se sabe que las represas hidroeléctricas crean
nuevos obstaculos a los peces migradores impidiendo la dispersién natural,

® WRIGHT, S. Op Cit.

T WRIGHT, S. Op Cit.

'8 HARTL and CLACK. Op Cit.

% KREBS, J. R. and DAVIES, N. B. An Introduction to Behaviourl Ecology. Blackwell Scientific
Publications. Oxford., 1996. p. 420.

10 HATANAKA, Terumi e GALETTI Jr., Pedro Manuel. Op Cit., p.19-25.

1 SATO, Y.; MIRANDA Mot; BAZZOLI N. e RIZZO E. Impacto do reservatério de Trés Marias
sobre a piracema a jusante da Barragem. Em: XI Encontro Brasilero de Ictiologia., 1995. p. 2.
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afectando directamente la supervivencia y reproduccion, pues existen cambios
termales e hidrodinamicos en el agua'®?

Figura 21: Modelo de estructura genética de B. orthontaenia de la region de
Trés Marias (Rio Sao Francisco), modelo de poblacion
estructurada. Los cuadros DE colores indican las distintas
unidades reproductivas, las flechas indican las rutas migratorias.
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Fuente. Esta investigacién

Estudios poblacionales realizadas por otros autores en esta especie y en otros
peces migradores en el rio San Francisco llegaron a conclusiones semejantes a
los encontrados en este trabajo; Wasko y Galetti Jr.'®® estudiaron poblaciones de
Brycon orthontaenia, de la region de Trés Marias, a través de RAPD, el cual
determiné que las muestras colectadas cerca de Jusante de Barragen presentan
diferencias genéticas de otra muestra hecha a 40 Km de la barrera; segun los
autores, los peces colectados en la regiébn de la barrera posee menor
heterozigosidad (0,57) al compararlos con peces muestreados en otra regién
(0,64).

1 AGOSTINHO, Angelo Antonio; JULIO, Jr. H. F. E BORGUETTI, J. R. Consideragdes sobre os
impactos dos represamentos na ictiofauna e medidas para a sua atenuacgao. Um estudo de caso:
reservatério de ltaipu. Em: Rev Unimar Vol. 14. 1992. p. 89 -107.

18 WASKO e GALETTI, Op Cit., p. 133 -136.
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En este mismo sentido, es oportuno resaltar que en ese estudio fue encontrada
una banda de 1.200 pb presente en el 100% de los individuos en la barrera,
mientras que la misma banda fue detectada en apenas 27% de los peces
colectados en la otra region. Los autores sugieren que los animales colectados en
la region de la barrera de Trés Marias pueden representar un Unico estock de B.
Orthontaenia, en cuanto los individuos colectadados en la region a la Jusante de la
confluencia entre los rios San Francisco y Abaeté pueden representar un stock
compuesto de por lo menos dos pools genéticos diferentes.

De la misma manera que Hatanaka y Galetti Jr. '®* se podria proponer tres
hipotesis para explicar la posible estructura genética observada en Matrincha en la
region de Tres Marias: la primera es que el pez rio abajo entre la confluencia de
los rios Abaéte y San Francisco (regién C) comprende una poblaciéon panmictica,
en la cual durante el periodo de reproduccion, una fraccion migra hacia la represa;
el mas alto coeficiente de similitud observando en individuos del rio debajo de la
represa (regién A) es el resultado de la corriente genética.

La segunda hipoétesis podria reflejar la conducta seguidora de los individuos
Matrinch@, similar a las poblaciones de trucha silvestre. En este caso, los animales
de la region C comprenden una meta poblacion con distintas poblaciones
reproductivas, las cuales histéricamente completan su migracion a las diferentes
partes de este sistema hidroeléctrico. Las diferencias genéticas son determinadas
por senderos de evolucion de la crianza de poblaciones de cada rio tributario,
mientras las similitudes genéticas remanentes representan el supuesto grupo
genético de un ancestro comun.

En la tercera hipétesis una fraccibn menor de la meta poblacion completa su
migracion hacia la represa (regién A) durante el periodo reproductivo, mientras la
mayor parte posiblemente migra hacia las localidades mas favorables para la
reproduccion (modelo de poblacién estructurada). Los individuos de las diferentes
poblaciones presentan un comportamiento de comigracion durante el periodo
reproductivo.

Por otra parte Barroso et al. '®, encontraron diferencias altas en la poblacién
cercana a la represa, por lo que se ve afectada la migracion; mientras que
Carvalho y Galetti Jr'®®, no observaron diferencias significativas entre las tres
localidades, indicando alta homogeneidad genética entre las mismas.

1** HATANAKA e GALETTI, Op Cit., p.23 -24.
165 BARROSO; HILSDORF; MOREIRA; CABELLO and TRAUB-CSEKO, Op Cit., p. 62.
1% CARVALHO e GALETTI, Op Cit.
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6.8 DIVERSIDAD GENETICA.

Los locus Bh5 y Bh17 no se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, porque
presentan exceso y déficit de heterocigotos. El desequilibrio de ligacion detectado
para los pares de locus Bh0O5 & Bh14, Bh05 & Bh16 y Bh14 & Bh16, pueden estar
indicando la posibilidad de que los mismos estan ligados.

Por tanto, en este estudio fueron caracterizados 5 locus de microsatélites
polimérficos de Brycon orthotaenia, los cuales pudieron ser analizados en gel de
poliacrilamida, sin que se necesite de grandes demandas financieras. Estas
caracteristicas los tornan herramientas potencialmente U(tiles para estudios de
poblaciones naturales o de cautiverio tanto para la especie cuanto para otras
especies del género.

A pesar del numero pequefio de muestras parece no haber influenciado en los
resultados, ya que se pudo analizar sin mayor problema, encontrando diversidad
genética, datos que coinciden con los encontrados en los trabajos de Souza'®”’,
Wasco y Galetti'®®, Hatanaka y Galetti'® y Hatanaka et al.'”®, siendo este ultimo el

unico que utilizé marcadores microsatélites.

Loci con muchos alelos, como los microsatélites, tienen la capacidad sin
precedentes de detectar y describir diferencias genéticas entre poblaciones'”*.'"2.
En tanto, diferencias genéticas estadisticamente significativas no siempre son
biolégicamente o evolutivamente significantes’”>.

La diversidad genética actual es el resultado de millones de anos de evolucion, sin
embargo, perdidas irreparables pueden ocurrir muy rapido'’*. Las subpoblaciones
locales de B. orthontaenia probablemente deben ser influenciadas por la migracién
reproductiva anual que proporciona un gran flujo génico entre ellas.

7 SOUZA, A. B. Andlise da variabilidade genética do surubim do Sdo Francisco,

Pseudoplastitoma corruscans (Pisces, Pimelodidae): Subsidios a conservacdo e ao cultivo da
espécie.Tese de Doutorado-Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Paulo., 2003. p. 148.

'8 WASKO e GALETTI. Op Cit., p.125.

19 HATANAKA e GALETTI. Op Cit., p.19-25.

"0 HATANAKA; HENRIQUE-SILVA and GALETTI. Op Cit., p. 308 — 310.

"' HEDRICK, P. W. Perspective: highly variable loci and their interpretation in evolution and
conservation. In: Evolution. Vol. 53. 1999. p. 313.

2 KALINOWSKI, S. T. ;How many alleles should be used to estimative genetic distances?. In:
Heredity., Vol. 88, 2002. 62-65.

" HEDRICK, Op Cit. p. 316.

" NIELSEN, E. E. and KENCHINGTON, E. Prioritizing marine fish and shellfish populations for
conservation: 4 a useful concept?. Fish and fisheries., Vol. 2, 2001. p. 328 — 343.
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6.9 DISTANCIA E IDENTIDADAD GENETICA ENTRE POBLACIONES.

La mayor distancia genética se presento entre JA Vs. JB como se puede constar
en los valores encontrados en la Tabla 8.

Tabla 8: Valores de distancia e identidad genética para las poblaciones de

JA, CAy JB.
POBLACIONES Distancia Identidad
COMPARADAS
JAvs. CA 0,1165 0,8901
JA vs. JB 0,4245 0,6541
CAvs. JB 0,3204 0,7259

Fuente. Esta investigacién

El analisis de UPGMA permitio el agrupamiento de las tres poblaciones del rio
Sao Francisco (JA, CA y JB), el cuél determiné que las poblaciones JA y CA son
cercanas una de la otra como se puede observar en la figura 22, indicando alta
semejanza entre estas dos localidades, mientras que la poblacion JB tiene mayor
diferencia, lo que indicé que es una poblacién con menor parentesco. Los valores
de los nudos se encuentran en la Tabla 9.
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FIGURA 22:

Dendrograma exhibidor de parentesco genético entre individuos

de B. orthontaenia, basado en un analisis grupal UPGMA.
(1=JA,2=CA, 3 = JB).

4,000

3,000 2,000 1.000 0.000

Fuente. Esta investigacién

Tabla 9: Analisis UPGMA. Agrupamiento usando Nei's (1972). Distancia
original.

Nodo de Distancia Valor Poblaciones Incluidas
1 0,1165 12
2 0,3725 123

Fuente. Esta investigacion
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

e Todos los loci analizados produjeron un total de 39 alelos diferentes para los
cinco pares de primers estudiados, variando en un rango de 3 a 14 alelos por
locus; la frecuencia alelica vario entre 0.029 a 0.833. Los locus evaluados
presentan frecuencias alelicas diversas, tanto intra como inter poblacionales.

e La heterozigosidad observada en las poblaciones estudiadas vari6 de cero en
el locus Bh17 en JA y JB; hasta uno, tanto en el locus Bh16 en las tres
poblaciones, asi como en el locus Bh5, pero Unicamente en las poblaciones JA y
CA.

e EI comportamiento de la heterozigosidad observada en las poblaciones
generalmente fue mayor que la heterozigosidad esperada, excepto en los locus
Bh6é y Bh17, donde se presenta menor que He; en cuanto a la media de este
parametro generalmente, la Ho es menor, excepto en la poblacién JB; la diferencia
es minima (0.02 a 0.08).

e Fueron detectados diferencias genéticas entre los peces de las localidades JA
vs. JB y CA vs. JB, ésea, los datos de microsatélites revelan una estructuracion
poblacional moderada, sugiriendo la existencia de por lo menos dos pool génicos
para estos peces migradores; la estructuracion se pudo ver alterada por la
construccion de la barrera de Trés Marias, la cual impide la migracién de los peces
de esta especie.

e De acuerdo a los valores obtenidos mediante los calculos del indice de
Fijacion (Fst), existe un flujo génico cerrado entre las localidades en estudio, lo
que sugiere la presencia demas de un grupo poblacional entre las tres poblaciones
de la represa de Trés Marias. En conclusion B. Orthontaenia presenta
diferenciacién poblacional mostrando por lo menos dos unidades poblacionales y
un restringido flujo genético en la poblacion. Ademas en el presente trabajo se
encontré que los valores estimados de Fst en este trabajo se encontré6 entre
0,0051 y 0,1115 lo que indica una moderada estructuracién poblacional en Brycon
orthontaenia.

e En el estudio fueron caracterizados 5 locus de microsatélites polimorficos de
Brycon orthotaenia, los cuales pudieron ser analizados en gel de poliacrilamida, sin
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que se necesite de grandes demandas financieras. Estas caracteristicas los tornan
herramientas potencialmente Utiles para estudios de poblaciones naturales o de
cautiverio tanto para la especie cuanto para otras especies del género.

e El manejo de recursos con importancia pesquera como es el caso de B.
orthontaenia, el reconocimiento de la variabilidad genética con el objetivo de
diferenciar stocks puede ser de gran utilidad, para maximizar de manera
sostenible el rendimiento de las capturas e identificar el impacto de las actividades
antropicas en procesos ecoldgicos y evolutivos.

e La mayoria de las represas hidroeléctricas se han construido sin un estudio
previo y exhaustivo del impacto ambiental, Io que ha generado el deterioro y hasta
el exterminio de muchas especies siendo los peces uno de los grupos mas
afectados, por los cambios en sus habitats reproductivo, alimenticio vy
primordialmente en su estructura genética.

e Los hallazgos reportados en este estudio revelan implicaciones importantes
para el manejo de la pesqueria, la acuacultura y la conservacion de bancos de
peces de B. orthontaenia en la region de Trés Marias de la cuenca del Rio Sao
Francisco.

7.2 RECOMENDACIONES

o Realizar posteriores estudios de variabilidad genética en Brycon orthontaenia,
donde se utilice mayor numero muestral, mas localidades, diferentes estaciones
del ano y mas loci hipervariables, como los microsatélites, lo cual despejara el
escenario existente.

e Estos estudios son de considerable importancia cuando se piensa en la
elaboracion de proyectos que buscan la conservacién de recursos naturales. Por
tanto, es evidente la utilidad cada vez mayor de los estudios con marcadores
moleculares a cerca de los grupos taxondmicos y poblaciones de peces. Su
importancia abarca desde las cuestiones evolutivas hasta la elaboracién de
programas de manejo de conservacion y auxilio en la planeaciéon de un manejo
adecuado de stocks cultivados en acuacultura.

e Desarrollar estudios de variabilidad genética en especies icticas Colombianas,

mediante la utilizacién de la técnica de microsatélites con el fin de obtener 6ptimos
resultados.
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e Contemplar dentro de los planes de conservacion de especies icticas los
estudios poblacionales con técnicas moleculares modernas, las cuales garantizan
datos reales y altamente confiables.

e Al momento de realizar un proyecto de construcciones de represas
hidroeléctricas, contemplar el impacto que tendra en las especies existentes en el
lugar e incluir dentro del proyecto la construccién de canales o gradas para la
migracion de peces.
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ANEXO A. EL GENOTIPAJE DEL LOCUS BH6é A TRAVES DEL

SECUENCIADOR PE BIOSYSTEMS, SE UTILIZO PRIMERS
MARCADOS CON NED JUNTAMENTE CON PATRON ROX ® GENE
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ANEXO B. GELES DE POLIACRILAMIDA.

Figura 1: Perfiles producidos por las amplificaciones del locus Bh8
(Monomorfico) en diferentes individuos de Brycon orthontaenia.

130pb

100pb

Figura 2: Perfiles producidos por las amplificaciones del locus Bh15
(Monomorfico) en diferentes individuos de Brycon orthontaenia.

150pb

100pb
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Figura 3: Perfiles producidos por las amplificaciones del locus Bh5 en
diferentes individuos de Brycon orthontaenia.

240pb

200pb

140pb

Figura 4: Perfiles producidos por las amplificaciones del locus Bh14 en
diferentes individuos de Brycon orthontaenia.
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Figura 5: Perfiles producidos por las amplificaciones del locus Bh16 en
diferentes individuos de Brycon orthontaenia.

Figura 6: Perfiles producidos por las amplificaciones del locus Bh17 en
diferentes individuos de Brycon orthontaenia

190pb
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ANEXO C. MATRICES UTILIZADAS EN LOS DIFERENTES PROGRAMAS
ESTADISTICOS.

1. Matriz utilizada en el programa GENEPOP.

Brycon orthotaenia

Bh05

Bh06

Bh14

Bh16

Bh17

Pop

JAOS, 208238 186190 167182 142148 204204
JAOQ7, 208238 180180 167182 142148 204204
JAOS, 208238 180196 167182 142151 205205
JA10, 208238 196218 167182 142151 204204
JA12, 208238 180180 167182 142148 204204
JA14, 204234 180198 167182 142145 204204
JA30, 208240 0 173173 133142 204204
JA31, 208240 200202 173173 133142 200200
JAS33, 210240 0 173173 133142 200200
JA34, 0 182196 173182 133142 204204
JA35, 208240 186196 173182 133142 300300
JA37, 210240 0 173173 133145 205205
JA42, 210240 190200 173182 133142 195195
JA46, 212242 192220 173173 133142 195195
JA48, 210240 196196 173173 133142 200200
Pop

CA18, 204234 190190 173182 142145 204204
CA19, 208238 190212 173182 142145 204204
CA20, 210240 196204 173182 142151 204204
CA21, 208240 182188 173182 133139 204204
CA23, 210240 196196 173182 133142 200200
CA24, 210240 180188 173173 133148 200200
CA25, 208238 0 173173 133145 200200
CAZ26, 212242 180204 173182 133145 200200
CA27, 206236 180190 173182 133142 200200
CAZ28, 206236 0 173173 133142 205205
CA36, 210240 180186 173173 133145 204204
CAS38, 210240 200220 173182 133151 204300
CA39, 204234 0 173182 133142 204204
CA40, 204234 192204 173182 133142 195195
CA41, 204234 190192 173173 133142 195195
CAA43, 208240 190196 173182 133151 200200

CA44, 212244 196202 173182 133142 200200
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Pop
JB22,
JB357,
JB358,
JB359,
JB360,
JB361,
JB362,
JB363,
JB364,
JB365,
JB366,
JB367,

210240
208240
208240
208240
206236
206236
206236
206236
204204
206206
206240
210244

196204
192198
180220
196204
186200
196202
196202
190192
196196
198218
196198
190190

173182
173173
173173
173173
173173
173182
173182
173182
173182
173182
173182

0

2. Matriz utilizada en el programa FSTAT.

Brycon orthotaenia

Bh05
Bh06
Bh14
Bh16
Bh17

pop 5

JAO5,
JAO7,
JAO0S,
JA10,
JA12,
JA14,
JA30,
JA3T,
JA33,
JA34,
JA35,
JA37,
JA42,
JA46,
JA4S,
pop

CA18,
CA19,
CA20,
CA21,

6 14
208238
208238
208238
208238
208238
204234
208240
208240
210240
000000
208240
210240
210240
192220
210240

204234
208238
210240
208240

16 17
186190
180180
180196
196218
180180
180198
000000
200202
000000
182196
186196
000000
190200
173173
196196

190190
190212
196204
182188

167182
167182
167182
167182
167182
167182
173173
173173
173173
173182
173182
173173
173182
133142
173173

173182
173182
173182
173182

122

133139
133145
133145
133145
133142
133142
133148
133142
133148
133142
133142
133145

142148
142148
142151
142151
142148
142145
133142
133142
133142
133142
133142
133145
133142
195195
133142

142145
142145
142151
133139

205205
195195
195195
195195
195195
195195
195195
195195
200200
195195
195195
195195

204204
204204
205205
204204
204204
204204
204204
200200
200200
204204
300300
205205
195195

200200

204204
204204
204204
204204



CAZ23, 210240 196196
CA24, 210240 180188
CA25, 208238 000000
CAZ26, 212242 180204
CA27, 206236 180190
CA28, 206236 000000
CAS36, 210240 180186
CAS38, 210240 200220
CA39, 204234 000000
CA40, 204234 192204
CA41, 204234 190192
CA43, 208240 190196
CA44, 212244 196202
Pop

JB22, 210240 196204
JB357, 208240 192198
JB358, 208240 180220
JB359, 208240 196204
JB360, 206236 186200
JB361, 206236 196202
JB362, 206236 196202
JB363, 206236 190192
JB364, 204204 196196
JB365, 206206 198218
JB366, 206240 196198
JB367, 210244 190190

173182
173173
173173
173182
173182
173173
173173
173182
173182
173182
173173
173182
173182

173182
173173
173173
173173
173173
173182
173182
173182
173182
173182
173182
000000

3. Matriz utilizada en el programa TFPGA.

1, 0308,0305,0103,0305,0303
1, 0308,0101,0103,0305,0303
1, 0308,0107,0103,0306,0404
1, 0308,0713,0103,0306,0303
1, 0308,0101,0103,0305,0303
1,0106,0108,0103,0304,0303
1, 0309,0000,0202,0103,0303
1, 0309,1010,0202,0103,0202
1, 0409,0000,0202,0103,0202
1, 0000,0207,0203,0103,0303
1, 0309,0307,0203,0103,0505
1, 0409,0000,0202,0104,0404
1, 0409,0509,0203,0103,0101
1, 0510,0614,0202,0103,0101
1, 0409,0707,0202,0103,0202
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133142
133148
133145
133145
133142
133142
133145
133151
133142
133142
133142
133151
133142

133139
133145
133145
133145
133142
133142
133148
133142
133148
133142
133142
133145

200200
200200
200200
200200
200200
205205
204204
204300
204204
195195
195195
200200
200200

205205
195195
195195
195195
195195
195195
195195
195195
200200
195195
195195
195195



2, 0106,0505,0203,0304,0303
2, 0308,0512,0203,0304,0303
2, 0409,0711,0203,0306,0303
2, 0309,0204,0203,0102,0303
2, 0409,0707,0203,0103,0202
2, 0409,0104,0202,0105,0202
2, 0308,0000,0202,0104,0202
2,0510,0111,0203,0104,0202
2,0207,0105,0203,0103,0202
2, 0207,0000,0202,0103,0404
2, 0409,0103,0202,0104,0303
2, 0409,0914,0203,0106,0305
2,0106,0000,0203,0103,0303
2,0106,0611,0203,0103,0101
2, 0106,0506,0202,0103,0101
2, 0309,0507,0203,0106,0202
2,0511,0710,0203,0103,0202
3, 0409,0711,0203,0102,0404
3, 0309,0608,0202,0104,0101
3, 0309,0114,0202,0104,0101
3, 0309,0711,0202,0104,0101
3, 0207,0309,0202,0103,0101
3, 0207,0710,0203,0103,0101
3, 0207,0710,0203,0105,0101
3, 0207,0506,0203,0103,0101
3,0101,0707,0203,0105,0202
3, 0202,0813,0203,0103,0101
3, 0209,0708,0203,0103,0101
3, 0411,0505,0000,0104,0101
0, 0000,0000,0000,0000,0000
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