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RESUMO

IBAGON, Nicole Estefania, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de
2015. Alto nivel de variagao genética em populagoes de Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei, Erythrinidae) da Coléombia.
Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Coorientador: Javier A.
Maldonado-Ocampo.

O objetivo do estudo foi reconstruir a biogeografia histérica das populagdes de
Hoplias malabaricus nas bacias da Coldbmbia e no Norte da América do Sul
usando citogenética e dados moleculares, para propor uma avaliagao de estas
populag¢des na regidao Neotropical. Foram coletadas sessenta e nove amostras.
Usando técnicas citogenética tradicionais e protocolos de hibridizag&o in situ
(FISH). Foram realizados inferéncia bayesiana e analise de maxima parcimonia
usando genes mitocondrias ATP synthase 6 (ATPase-6), cytochrome ¢ oxidase
subunit 1 e o gene nuclear recombination activating gene 2 (RAG2). As
populag¢des de Hoplias malabaricus do Alto e Médio Magdalena mostram o
cariomorfo 2n=42A, e as populagcdes do Baixo Magdalena apresenta o
cariomorfo 2n=40C. Os dados moleculares mostram dois haplogrupos: O
Haplogrupo | estd composto pelo Alto, Médio Magdalena + Dagua (Drenagem
do Pacifico) e o Haplogrupo Il formado pelo baixo Magdalena + Bacias do
Caribe (San Jorge, Rancheria, Atrato e Sinu) + Orinoco. A biogeografia
histérica de H. malabaricus na Coldbmbia mostra grandes diferencias ecolégicas
entre o Alto Magdalena+Medio Magdalena + Dagua y Atrato + Baixo

Magdalena + Orinoco + Sinu + Rancheria.
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ABSTRACT

IBAGON, Nicole Estefania, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March
2015. High level of genetic variation in Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Teleostei, Erythrinidae) populations from Colombia. Adviser: Jorge Abdala
Dergam dos Santos. Co-Adviser: Javier A. Maldonado-Ocampo

The aim of this study was to reconstruct the historical biogeography of Hoplias
malabaricus populations in the river basins of Colombia and Northern South
America using cytogenetic and molecular data, to provide an assessment of
those populations in the Neotropical Region. Sixty-nine samples were collected.
Cytogenetic techniques included standard and fluorescent in situ hybridization
(FISH) protocols. Bayesian inference and maximum parsimony analyses were
performed using mitochondrial genes ATP synthase 6 (ATPase-6), cytochrome
c oxidase subunit 1 and the recombination activating gene 2 (RAG2) nuclear
gene sequences. Hoplias malabaricus populations from the Upper and Middle
Magdalena River showed the 2n=42A karyotype, whereas the population from
the Lower Magdalena River had the 2n=40C karyotype. Molecular data showed
two haplogroups: Haplogroup | composed of Upper, Middle Magdalena +
Dagua (Pacific Coast drainage) and Haplogroup Il formed by Lower Magdalena
+ Caribbean river basins (San Jorge, Rancheria, Atrato, and Sinu) + Orinoco.
The biogeographical history of H. malabaricus in Colombia reflects deep
ecological differences between the Upper +Middle Magdalena + Dagua River in
the Pacific, and the Atrato River + Lower Magdalena + Orinoco + Sinu +

Rancheria.
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1. OBJETIVOS

1) Caracterizar los cariomorfos de Hoplias malabaricus de la cuenca del
rio Magdalena, incluyendo técnicas tradicionales de Bandeamiento y
FISH.

2) Presentar un analisis filogeografico de la especie basado en datos
moleculares (mitocondriales y nucleares) con énfasis en las cuencas

trans-Andinas en el norte de Surameérica.



2. ARTICULO CIENTIFICO

Altos niveles de variaciéon genética entre poblaciones de Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei, Erythrinidae) en el norte de

Suramérica
Nicole Ibagén', Javier A. Maldonado-Ocampo? y Jorge A. Dergam'

B Departamento de Biologia Animal, Universidad Federal de Vigosa, Vigosa, Minas
Gerais Brasil. %. Laboratorio de Ictiologia. Unidad de Ecologia y Sistematica (UNESIS),
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana.
Bogota, D.C., Colombia



2.1 ABSTRACT

Aim The aim of this study was to reconstruct the historical biogeography of
Hoplias malabaricus populations in the river basins of Colombia and Northern
South America using cytogenetic and molecular data, to provide an assessment
of those populations in the Neotropical Region.

Location Colombia river basins, South America.

Methods Sixty-nine samples were collected. Cytogenetic techniques included
standard and fluorescent in situ hybridization (FISH) protocols. Bayesian
inference and maximum parsimony analyses were performed using
mitochondrial genes ATP synthase 6 (ATPase-6), cytochrome c oxidase subunit
1 and the recombination activating gene 2 (RAG2) nuclear gene sequences.
Results Hoplias malabaricus populations from the Upper and Middle
Magdalena River showed the 2n=42A karyomorph, whereas the population
from the Lower Magdalena River had the 2n=40C karyomorph. Molecular data
showed two haplogroups: Haplogroup | composed of Upper, Middle Magdalena
+ Dagua (Pacific Coast drainage) and Haplogroup Il formed by Lower
Magdalena + Caribbean river basins (San Jorge, Rancheria, Atrato, and Sinu) +
Orinoco.

Main conclusions The biogeographical history of H. malabaricus in Colombia
reflects deep ecological differences between the Upper +Middle Magdalena +
Dagua River in the Pacific with the 2n=42A Karyomorph, and the Atrato River +
Lower Magdalena + Orinoco + Sinu + Rancheria showing 2n=40C Karyomorph.
Keywords Hoplias malabaricus, cytogenetics, Magdalena River, Andean

Cordillera, Phylogeography



2.2 INTRODUCCION

En la region Neotropical, la distribucion de los peces de agua dulce ha
estado influenciada por el proceso de formacion de los Andes (Lundberg, 1997,
Lima & Ribeiro, 2011; Schaefer et al., 2011). El ascenso de esta cadena de
montainas inicio en el cretaceo tardio en la region sur de Peru, Bolivia y norte
de Chile, siendo que la fase activa mas reciente ocurrié hasta 8 millones de
afos atras en su porcidn norte, afectando las cuencas de la region del Norte de
Suramérica (Albert & Reis, 2011). Esta region varia drasticamente, presenta
alta riqueza de especies y endemismos dentro de cada cuenca debido al
surgimiento gradual de varios brazos de la cordillera de los Andes, cuando los
movimientos de placas tectonicas provocaron eventos de vicarianza y de
dispersion (Rodriguez-Olarte et al., 2011). Los estudios de biodiversidad
pueden beneficiarse con el uso de taxa de amplia distribucion en la region
Neotropical, como demostrado en (Sivasundar et al., 2001; Hulen, 2004;
Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011; Santos, 2013)

La familia Erythrinidae, a la cual pertenecen los géneros Hoplias,
Erythrinus y Hoplerythrinus; contiene especies que se caracterizan por
presentar comportamiento sedentario, de esta forma, accidentes fisiograficos
como caidas de agua o rapidos constituyen barreras que pueden reducir o
interrumpir el flujo de genes entre las poblaciones que habitan en una misma
cuenca (Blanco et al., 2010b). Las especies del genero Hoplias habitan
ambientes loticos y lenticos, donde son depredadores de otros peces (Taphorn,
1992), se ubican en los rios abajo debajo de 660 m.s.n.m. (Lujan et al., 2013).
La especie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) presenta uno de los problemas
mas complejos en la taxonomia de peces neotropicales (Oyakawa, 2003;
Mattox et al., 2014), sobrelapandose en datos meristicos y morfométricos entre
otras especies descritas del mismo género (Bifi, 2013). H. malabaricus tiene
amplia distribucion en la region Neotropical, desde el norte de Argentina hasta
Panama (Oyakawa, 2003), en cuencas a ambos lados de los Andes (Mattox et
al., 2014).

Basado en caracteres tradicionales de morfologia externa H. malabaricus es
considerada una sola unidad taxondémica de amplia distribuciéon (Oyakawa,
2003; Mattox et al., 2014). Desde el afio 1980 han sido publicados mas de 40

articulos en el area de citogenética y filogeografia sobre esta especie. Estos



estudios han sido realizados en el sur de Suramérica, en la cuenca del rio
Amazonas en territorio brasilero y cuencas del noreste de Brasil. Evidencias
citogenéticas sugieren que este taxon es de un complejo de especies (Bertollo
et al., 1979, 2000). Siete distintos cariomorfos (A-G) son actualmente
reconocidos, con diferentes numeros diploides, morfologias cromosémicas y
presencia de sistemas de cromosomas sexuales (Bertollo et al., 2000; Santos
et al., 2009; Cioffi & Bertollo, 2010). Los cariomorfos con mayor distribucion en
la regién Neotropical son 2n=42A 'y 2n=40C. En los ultimos afos, los estudios
citogenéticos han sido complementados con datos moleculares permitiendo
entender el proceso de vicarianza y dispersion de Hoplias malabaricus en
Suramérica (Dergam et al., 2002; Santos et al., 2009; Pereira et al., 2012;
Marques et al., 2013; Santos, 2013). Por ejemplo en la regién costera de Brasil,
fue posible detectar el efecto vicariante de la formacion de Abrolhos en las
poblaciones de H. malabaricus con 42 y 40 cromosomas (Pereira et al., 2012).
Ademas, se logré demostrar un evento de captura de cabecera entre la cuenca
del rio San Francisco y Parana por medio de datos citogenéticos y moleculares
(Santos et al., 2009).

Hoplias malabaricus puede ser considerada paraespecie (Albert et al.
2011), este concepto agrupa especies en las que una forma ancestral puede
originar una o mas especies hijas sin que ella misma entre en extincién (Ackery
& Vane-Wright, 1984). En este estudio, las unidades taxonomicas
operacionales estan representadas por poblaciones que comparten

caracteristicas citogenéticas y/o moleculares.

En Colombia, H. malabaricus se encuentra en los cinco drenajes
hidrograficos: Amazonas, Orinoco, Magdalena, Pacifico y Caribe (IDEAM,
2008; Maldonado-Ocampo et al., 2008); todas ellos derivadas de la cuenca
proto-Orinoco-Amazonas (Rodriguez-Olarte et al., 2011) aunque no existe
registros de esta especie para la cuenca alta del rio Cauca. La cuenca del rio
Magdalena ocupa la mayor parte de los Andes Colombianos con un area de
257,438 km2, drenando las Cordilleras Oriental Central y Occidental (Restrepo
& Kjerfve, 2000a, 2000b). El drenaje del Pacifico conocido también como
Choco Biogeografico, abarca el borde oeste de la cordillera occidental y el valle
del rio Atrato, este drenaje corre inicialmente hacia el occidente pero

desemboca en el Caribe Colombiano (Mojica et al., 2004; Maldonado-ocampo



et al., 2006, 2012). El rio Rancheria nace en el lado oeste de la Sierra Nevada
de Santa Marta a 3875 msnm y desemboca luego de 248 km, esta vertiente
comparte ictiofauna con sus vecinos el rio Magdalena y Catatumbo, este ultimo
pertenece a la cuenca del Lago Maracaibo (Mojica et al., 2006). El rio Sinu
nace a 3400 msnm y luego de 350 km de recorrido hasta su desembocadura
en San Bernardo del Viento (Acosta, 2013)

Existe una evidente falta de conocimiento de la diversidad cariotipica y
molecular de las poblaciones de H. malabaricus en cuencas trans-andinas del
norte de Suramérica. Datos preliminares moleculares sugieren que la poblacion
del Alto Magdalena es grupo hermano de todas las otras poblaciones del
continente (Santos, 2013). En este sentido, este estudio tiene como objetivos:
1) Caracterizar los cariomorfos de Hoplias malabaricus de la cuenca del rio
Magdalena, incluyendo técnicas tradicionales de Bandeamiento y FISH. 2)
Presentar un analisis filogeografico de la especie basado en datos moleculares
(mitocondriales y nucleares) con énfasis en las cuencas trans-Andinas en el

norte de Suramérica.

2.3 MATERIALES Y METODOS
Muestras y sitios de colecta

Fueron colectados 69 individuos de Hoplias malabaricus, en 14
localidades de cuencas trans-Andinas: Magdalena (Porcion Alta, Media y Baja),
Rancheria, Atrato, Sinu y Dagua, ademas de una localidad cis-Andina en la
cuenca del Orinoco (Tabla 1, Figura 1). Los ejemplares fueron depositados en
la coleccidn de ictiologia de la Pontificia Universidad Javeriana, en Colombia
(MPUJ). Las localidades de colecta en Alto y Medio Magdalena son pequefias
quebradas con agua corriente, en cuanto que en el Bajo Magdalena se los

especimenes fueron colectados en sistemas lenticos (ciénagas).
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Figura 1. Mapa de localidades de colecta de Hoplias malabaricus en Colombia. 1. Quebrada La
Boa; 2. Quebrada Guyubito; 3.Quebrada La Arenosa; 4. Quebrada La Bernal; 5. La Pefia; 6.
Finca de Asis; 7. Ciénaga Zarzal; 8. Ciénaga Atascoso; 9. Ciénaga Los Chivos; 10. Rio San
Jorge; 11. Rio Rancheria; 12. Ciénagas de Tumarado; 13. Ciénaga de Betanci; 14. Quebrada
Jesus, 15. Cafo Maraca. Triangulos amarillos: Alto + Medio Magdalena. Triangulos azules:
Bajo Magdalena + Caribe. Triangulo Rojo: Dagua, Pacifico. Triangulo verde: Orinoco



Todos los ejemplares incluidos en este estudio fueron identificados como

Hoplias malabaricus de acuerdo con claves de identificacién taxondémica (Géry,
1977; Oyakawa, 2003; Oyakawa & Mattox, 2009; Mattox et al., 2014). Los

animales fueron sacrificados bajo el permiso no. 29/2013 de Comisién de Etica

en el uso de animales (CEUA) de la Universidad Federal de Vigosa.

Tabla 1. Especimenes colectados en las porciones alta, media y baja del rio Magdalena. n:
numero de ejemplares. Vertiente Magdalena-Cauca, AMg: Alto Magdalena, MMg: Medio
Magdalena, BMg: Bajo Magdalena, Vertiente Caribe: R: Rancheria, A: Atrato, S: Sinu; Vertiente
Pacifico: D: Dagua, O: Orinoco* Muestras con técnicas citogenéticas

LOCALIDAD Coordenadas n (3/Q) CODIGOS
Quebrada La Boa, Yaguara, Huila 2°43'12,56"N . . . N
(AMg) 75°26'8 98"0 4(2/2) NI0O1*, NI02*, NI03*,NI04
Quebrada Guyubito, Tesalia, Huila 2°33'56,66"N "
(AMg) 75°36'40,41"0  (0/1)  NI0S
Quebrada La Arenosa, EI Guamo, 4°13'37,67"N 6(4/2) NI20*, NI21*, NI22*, NI23,
Tolima (AMg) 74°59'31,68"0 NI24*, N125*
Quebrada La Bernal, Honda, Tolima ~ 5°135833'N g/ e o N Niaa Ny
(MMg) 74043'53,59"0 N|35*’ ’ ’ :
Corregimiento de La Pefia, Cicuco, 9°13'37,04"N 5(2/3) NI36, NI37, NI38, NI39*,
Bolivar (BMg) 74°43'44,74"0 NI47*
Finca de Asis, Magangué, Bolivar 9°16'28,76"N NI40*’ NI41*’ NI42*’ N|43*’
(BMg) 74°48'47 85"0 11(11/0) NI44*, NI45*, NI46*, NI48*,
9 ’ NI49*, NI50*, NI51*
Ciénaga Zarzal, Mahates, Bolivar 10°15'12,09"N
(BMg) 75°11'29.86"0 3(2/1)  NI11, NI15, NI16
Ciénaga Atascoso, Mahates, Bolivar 10°14'51,32"N
(BMg) 75°12'30.51"0 4(3/1) NI12, NI13, NI14, NI17
Ciénaga Los Chivos, Manati, Atlantico  10°24'10,13"N
(BMg) 75° 3'22.95"0 2(2/0) NI18, NI19
Rio San Jorge, Finca Cuba, 8°0'30,3"N 3 JAM607, JAMG60S,
Montelibano, Cérdoba (BMg) 75°24'17,7"0 JAM609
. . JAM1372, JAM1373,
Rancheria (R) Rancheria 3 JAM1374
Ciénagas de Tumaradsé, Turbo, 7°50'11,67"N NIS2, NIS3, NI54, NISS,
Antioquia (A) 77°9'1 39"0 9 NI56, NI57, JAM1383,
9 ’ JAM1384, JAM1385
Ciénaga de Betanci, Monteria, Cérdoba 8°22'54"N 3 JAM580, JAM581,
(S) 75°47'68"0O JAMS582
Quebrada Jesus, San Cipriano, Valle 3°49'58,63"N 3 JAM647, JAM648,
del Cauca (D) 76°47'18,37"0 JAM649
Cano Maraca, Estado Portuguesa, 5°30'23"N ) .
Venezuela (O) 60°15'19"0 3 Whwz w4
Total 69




Analisis Citogenéticos

Después de la colecta, la division celular fue estimulada en vivo
mediante aplicacion de levadura hidratada (Molina, 2001). Para el
procesamiento, los peces fueron anestesiados con aceite de clavo (Griffiths,
2000); los cromosomas mitoticos fueron obtenidos a partir de una suspension
de células del rindn anterior o cefalico, tratamiento con colchicina (solucion
acuosa de 0,0125%), utilizando el método convencional de secado al aire
(Bertollo et al., 1978). Aproximadamente 30 metafases se analizaron por
espécimen para confirmar el numero diploide y la morfologia del cariomorfo.
Los cromosomas fueron tenidos usando coloracion convencional (Giemsa
0,5%); las imagenes de las metafases fueron obtenidas en microscopio
Olympus BX53 y software CellSens Dimensions, medidas en software Image
Pro Plus®. Los cromosomas fueron clasificados en metacéntricos (m) o
submetacéntricos (sm) dividiendo el valor de la longitud del brazo mayor por el
menor (Levan et al., 1964) organizados en orden decreciente dentro de cada
clase morfologica. Las regiones organizadoras del nucléolo activas en la ultima
interface celular fueron identificadas por impregnacién con nitrato de plata
(Howell & Black, 1980).

La técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH) fue realizada (Pinkel
et al., 1986) con modificaciones, usando secuencias de DNA repetitivo y
sondas aisladas del genoma de Hoplias malabaricus. La sonda 5S rDNA
contiene 120 pares de bases (bp) del gen codificador 5s rDNA y 200 bp de
espaciador no transcripto (NTS) (Martins et al., 2006). La sonda 18S rDNA de
1400 bp fue obtenida por medio de reaccién en cadena de polimerasa (PCR) a
partir de DNA nuclear (Hatanaka & Galetti, 2004; Cioffi et al., 2009a). Las
sondas 5S y 18S rDNA fueron clonadas en vectores de plasmidos y
propagadas en células TOP10F de Escherichia coli. La sonda especifica para
H. malabaricus 5HindllI-DNA es una secuencia de 360 bp compuestas por un
segmento similar al 5SrRNA de 95 bp y 265 bp similar al NTS de 5S rDNA
(Martins et al., 2006). Estas sondas fueron marcadas por medio de nick-
translation con digoxigenina, y solucion de deteccion conjugada de avid-FITC y

anti-avidina-biotina (Sigma).



También fueron utilizados los microsatélites (CA)+s, (GA)15s marcados con
Cy3 en su extremo 5’. Los cromosomas fueron contrastados con Fluoroshield
DAPI (Sigma).

Analisis Filogeograficos

Se extrajo el ADN a partir de tejidos (higado, corazoén o filamentos
branquiales epiaxiales) fijados en etanol (Boyce et al., 1989). El gen ATP
syntethase 6 (ATPase-6) fue amplificado con los primers L8524 y H9236
(Quenouille et al., 2004). Para las reacciones el DNA fue sintetizado en 60ul de
reaccion conteniendo 0,6 pl de dNTPs (20 mM), 6 pl de tampdn buffer (200 mM
Tris- HCI, pH 8.4, 500 mM KCl), 7,2 ul de MgClI2 (25 mM), 0,6 ul de cada primer
(10 uM), 0,3 pl (2,5 U) de Taqg DNA polymerase (Sigma), 3ul de DNA (100
ng/uL) and 41,7 pl de H20. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: 94
°C (5 min), 94 °C (45 s), 60 °C (1,5 min) y 72 °C (2 min), y 35 ciclos de 94 °C
(45 s), 60 °C (1.5 min) y 72 °C (12 min).

El gen cytochrome oxidase subunit | (COI) fue amplificado con los
primers FishF1t1 y FishR1t1. Para las reacciones de PCR, el DNA fue
sintetizado en 75pl de reacciéon conteniendo 0,75 uL e dNTPs (20 mM), 7,5 uL
de tampon (200 mM Tris- HCI, pH 8,4, 500 Mm KCI), 6 ul de MgCI2 (25 mM),
0,75 ul de cada primer (10 uM), 0,75 pl (2,5 U) de Taq DNA polymerase
(Phoneutria), 6 ul de DNA (100 ng/IL) and 45,75 ul de H20. Las condiciones de
la reacciéon de PCR fueron: 94 °C durante 2 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 50
°C por 30 s, 72 °C por 45 s, y extension final a 72 °C por 7 min.

El gen recombination activating gene 2 (RAG2) fue amplificado usando
los primers RAG2aF y RAG2bR (Lovejoy & Collette, 2001). Para las reacciones
el DNA fue sintetizado en 37,5 ul de reaccién conteniendo 0,3 ul de dNTPs (20
mM), 3,75 ul de tampon (200 mM Tris- HCI, pH 8,4, 500 mM KCI), 3,75 pl de
MgCI2 (25 mM), 0,375 ul de cada primer (10 uM), 0,1875 ul (2,5 U) de Taq
DNA polymerase (Sigma), 3ul de DNA (100 ng/uL) and 25,77 pl de H20. Las
condiciones de la reaccion de PCR fueron: 94 °C (2 min), 94 °C (30 s), 55 °C
(40s)y 72 °C (1.5 min), y 35 ciclos de 94 °C (30 s),55°C (40s)y 72 °C
(9min). Los productos de PCR fueron purificados usando PEG8000 (20% de
polietilenglicol, 2,5M NaCl) y la secuenciacion se llevé a cabo en la plataforma

de Macrogen (Macrogen, Seul, Corea del Sur).
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Las secuencias fueron alineadas usando el algoritmo Clustal W
(Thompson et al., 1994), en el software Mega 6.0 (Tamura et al., 2013). El
modelo que mas se ajusto las secuencias de cada gen fue obtenido usando
MrModeltest (Nylander, 2004). Se realizé un analisis de inferencia bayesiana
(Huelsenbeck et al., 2001) para 10 millones de cadenas de Markov Monte Carlo
(MCMC) utilizando MrBayes v. 3.2.4 (Huelsenbeck et al., 2001) para las
secuencias concatenadas de los tres genes en una matriz particionada.
Adicionalmente se realizé un analisis de parsimonia implementando el
programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002) mediante busqueda heuristicas con 1000
réplicas de adicién al azar e intercambio de ramas TBR. Todos los datos fueron
tratados como no ordenados, y todas las transformaciones de caracter fueron
igualmente pesadas. Finalmente, el analisis de maxima verosimilitud (ML)
(Felsenstein, 1985) fue realizado con el Criterio de Informacién de Akaike
(AIC). En los ultimos dos analisis, el soporte estadistico de los nodos fue
estimado usando 1000 seudoréplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985). El
programa Mega (Tamura et al., 2013) fue utilizado para estimar la distancia
entre las secuencias de las cuencas del bajo Magdalena con la del rio Orinoco,
como base para estimar la divergencia entre la poblacion del Alto y Medio

Magdalena con la poblacion del rio Dagua.

2.4 RESULTADOS

Analisis Citogenéticos

Los especimenes colectados en las localidades ubicadas en la porcion
Alta y Media del rio Magdalena exhibieron cariomorfo 2n=42 y numero
fundamental de 84, formula cariotipica 22 m/ 20 sm para machos y hembras y
sin presencia de cromosomas sexuales diferenciados, correspondiendo al
cariomorfo 2n=42A (Bertollo et al., 2000). En las localidades muestreadas del
Bajo Magdalena, Hoplias malabaricus presenté 2n=40, sin cromosomas
sexuales diferenciados, semejante al cariomorfo 2n=40C (Bertollo et al., 2000),

formula cariotipica de 22m/18sm (Figura 2).

La marcacion de sitios con Ag-NORs fue telomérica y correspondié a los

pares submetacéntricos 15, 19 y 21 para las localidades de Alto y Medio
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Magdalena, mientras que en el Bajo Magdalena se marco un par metacéntrico
(7) y uno submetacéntrico (17) (Figura 2).
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Figura 2. Cariomorfo tefiido con Giemsa de Hoplias malabaricus en las porciones a. Alto; b.
Medio y c. Bajo Magdalena. Distribucion de regiones organizadoras del nucléolo activas en la
ultima interface celular d. Alto; e. Medio y f. Bajo Magdalena

Los sitios 18S rDNA fueron localizados en las regiones teloméricas de

los cromosomas de Hoplias malabaricus de las localidades del Alto Magdalena

(Par 12, 15, 19 y 21), mientras que en el Bajo Magdalena los pares marcados

fueron el 15, 19 y 21. En el Bajo Magdalena las sondas de 18S rDNA marcaron

el centromero y los teldomeros del par 4 ademas del centrémero de par 6; estos

pares cromosdémicos mostraron marcacion intersticial muy conspicua. Las

poblaciones de Alto y Medio Magdalena compartieron la marcacion del par 15.

La sonda 5S rDNA marcé la region intersticial del par 4 metacéntrico en las
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localidades ubicadas en el Alto y Medio Magdalena, también existe un segundo
par marcado en cada poblacién (Par 8 Alto Magdalena y Par 17 Medio
Magdalena) (Figura 3). En el Bajo Magdalena la marcacion de esta sonda se

encontrd en los pares metacéntricos 6 y 10. (Figura 3).

Figura 3. Patrones de marcacion de 5S rDNA para las poblaciones de Hoplias malabaricus del
Alto (a), Medio (b) y Bajo Magdalena. Sonda 18S rDNA en Alto (d), Medio (e) y Bajo Magdalena

().

En las localidades que presentaron cariomorfo 2n=42A (Alto y Medio
Magdalena) la marcacion de la sonda 5sHindllI-DNA corresponde a dos pares
de cromosomas; mientras que en las poblaciones ubicadas en el Bajo
Magdalena con cariomorfo 2n=40C se exhiben 11 cromosomas marcados en la

regién centromérica (Figura 4).
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Figura 4. Marcacion de la sonda 5sHindIlI-DNA en las poblaciones de Alto Magdalena (a),
Medio Magdalena (b) y Bajo Magdalena (c).

Las sondas (CA)5 y (GA)45 presentaron un patron de bandas en la
region subtelomérica en la mayoria de los brazos cromosdémicos y una marca

conspicua intersticial en el brazo largo del cromosoma 15 (Figura 5).
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Figura 5. Hibridacion fluorescente in situ (FISH), sonda GA(15) de DNA para Alto (a) Medio y (b) Bajo
Magdalena (c). Sonda CA(15) en Alto (d) Medio (e) y Bajo Magdalena (f).

Analisis Filogeograficos

El alineamiento final incluyendo tres marcadores moleculares (Rag2,
Atpase6, COI) resulto en una matriz con 2274 pb y 37 OTUs; estuvo
compuesta por 630bp de Atpase6 cuyo modelo de sustitucion fue HKY+G,
1020 bp del gen RAG2 con modelo de sustitucion K2 y COI cuyo alineamiento
contuvo 624 bp con modelo JC. Los sitios de transicion/transversion=,
frecuencia de bases A=25,1 C=26,9 G=20,3 T=27,6. Sitios no variables=1235.

El método de la inferencia bayesiana para los tres genes analizados
(Atpase6, RAG2, COI1) presentan los siguientes haplogrupos: Haplogrupo I:
porcion alta y media del Magdalena (Amarillo) + Dagua (Rojo). Haplogrupo II:

Bajo Magdalena + cuencas del Caribe (Rancheria, Atrato, Sinu) (Azul)+
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Orinoco (Verde) (Figuras 6). Las topologias obtenidas con el analisis de cada

gene individual fueron semejantes entre si.

JAM1384 - ATRATO
JAM1385 - ATRATO
NI5S5 - ATRATO
NI57 - ATRATO
NI52 - ATRATO

NI53 - ATRATO
NI54 - ATRATO

NI56 - ATRATO
JAMBOT - SAN JORGE
NI43 - FINCA ASISH
NI42 - FINCA ASISHE
NI47 - LA PENAB
JAM1373 - RANCHERIA
JAM1374 - RANCHERIA
146 - FINCA ASISE

JAMSB0 - SINU
JAMEB1 - SINU
JAMSB2 - SINU

WA - ORI aTRATO

NI31- LA BERNAL
W2 - ORINOCO

NI34 - LA BERNAL

10O 128 - LA BERNAL
W1 - ORINOCO

10T

100100

JAM 648 - DAGUA
NI0O4 - GUYUBITO
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Figura 6. Relaciones filogenéticas de Hoplias malabaricus del Norte de Suramérica usando
secuencias concatenadas (RAG2, Atpase6 y COl), La reconstruccién fue realizada analisis
bayesiana. Rojo: Vertientes del Pacifico. Amarillo: Alto y Medio Magdalena. Verde: Orinoco.
Azul. Bajo Magdalena + Vertientes del Caribe. Soporte estadistico de cada nodo expresado
como Probabilidad posterior (Bayesiana)/Bootstrap (Parsimonia)/Bootstrap (Verosimilitud).

Estrellas amarillas representan ejemplares con cariomorfo 2n=42A y cuadrados azules con
2n=40C. Barra: Distancia Molecular 0.06r

El andlisis de la distancia entre los haplogrupos fue realizado considerando las

unidades indicadas por el analisis de las secuencias concatenadas, con la
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opcioén “numero de diferencias” de MEGA (Tabla 2). Se observa un valor
maximo entre el Bajo Magdalena y el Alto y Medio Magdalena y un minimo
entre el Alto y Medio con el rio Dagua. Este valor representa la mitad de

divergencia entre Bajo Magdalena con el Orinoco.

Tabla 2. Estimado de divergencia evolutiva entre grupos de secuencias pares usando matriz
concatenada

Bajo Magdalena Dagua Alto y Medio Magdalena

Bajo Magdalena

Dagua 21,076

Alto y Medio Magdalena 22,284 4,542

Orinoco 8,742 21,000 22,208
2.5 DISCUSION

Analisis citogenéticos

En la cuenca del rio Magdalena, las poblaciones de Hoplias malabaricus
presentaron un patron geografico bien definido, exhibiendo el cariomorfo con
mayor numero diploide en las localidades del Alto y Medio Magdalena, y el
menor numero en el Bajo Magdalena, representando los dos cariomorfos con

mayor distribucion en la region neotropical (Bertollo et al., 2000).

La ocurrencia de marcaciones teloméricas de Ag-NORs es comun en
otras poblaciones de H. malabaricus que presentan cariomorfo 2n=42Ay
2n=40C (Bertollo, 1996; Born & Bertollo, 2000, 2001; Lemos et al., 2002; Vicari
et al., 2005; Cioffi et al., 2009b; Santos et al., 2009; Blanco et al., 2010a,
2010b; Cioffi & Bertollo, 2010; Pereira et al., 2012). El patrén de marcacion de
las Ag-NORs entre poblaciones del Alto y Medio Magdalena, difiere con las
marcaciones en las poblaciones del Bajo Magdalena marcando pares
diferentes en los dos cariomorfos encontrados. El patrén telomérico de las
NORs es propio de H. malabaricus, mientras que en Hoplias aimara y Hoplias
intermedius las AQNORs aparecen en la region intersticial de uno o dos pares
de cromosomas (Morelli et al., 2007; Blanco et al., 2011). Fuera del género
Hoplias, en Hoplerythrinus unitaeniatus las regiones de AQNORs se ubican
tanto la region intersticial como terminal (Giuliano-Caetano & Bertollo, 1988,
1990; Diniz & Bertollo, 2003; Blanco et al., 2010a). La marcaciones de Ag-NOR
en general, coincidieron con la sonda 18S en las poblaciones de Alto y Medio
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Magdalena, esta ocurrencia es también observada en otras poblaciones de H.
malabaricus (Cioffi et al., 2009a; Cioffi & Bertollo, 2010). Excepto en la
poblacién del Bajo Magdalena, donde los dos cromosomas portadores de sitios
de 18S presentaron marcas intersticiales muy evidentes. La presencia de este
tipo de marcacion ocurrié en un par de cromosomas de una poblaciéon de
2n=40C de la cuenca del rio Paraguay (Cioffi & Bertollo, 2010). En su analisis,
estos autores indican este par como homdélogo del par sexual del cariomorfo
2n=40D (39machos/40 hembras). Por otro lado, estas poblaciones tienen
apenas un par de cromosomas con sitios intersticiales, mientras que en el Bajo
Magdalena, son dos pares de cromosomas portadores de sitios intersticiales,
representando una autopomorfia de esta poblacion y sugiere que el cariomorfo
2n=40C es mas diversificado que lo previsto por (Bertollo et al., 2000).

El patron de marcacion de la sonda 5S rDNA también mostré diferencias
significativas entre las tres poblaciones, variando en numero y posicién entre
los cromosomas; las marcaciones con esta sonda muestran alta variacién en
Hoplias malabaricus manteniéndose siempre dos pares de cromosomas
marcados en posicion intersticial o centromérica (Ferreira et al., 2007; Cioffi et
al., 2009a; Santos et al., 2009; Blanco et al., 2010b; Vitorino et al., 2011).

La sonda 5S Hindlll fue la que demostré mayor diferencia entre los dos
cariomorfos, con apenas 2 pares marcados en el Alto y Medio Magdalena y 11
pares en el Bajo Magdalena. Las otras poblaciones ya estudiadas de Hoplias
malabaricus se asemejan a este ultimo grupo, presentando entre 7 y 11 pares
marcados con esta sonda (Martins et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Cioffi et al.,
2009a, 2011b; Santos et al., 2009; Blanco et al., 2010b; Cioffi & Bertollo, 2010).
La sonda 5S Hindlll es una variante de 5s rDNA aislada de Hoplias
malabaricus, conteniendo 360 bp en su totalidad de los cuales 95 son de 5S y
265 de NTS (Martins et al., 2006; Ferreira et al., 2007). La evolucion de este
tipo de secuencias fue descrita como la posibilidad de “pérdida o de ganancia”
de este marcador durante la divergencia de H. malabaricus dentro de la familia
Erythrinidae (Ferreira et al., 2007). Nuestros datos, basados en el patron de la
posicion de las poblaciones del Alto y Medio Magdalena como grupo hermano
de las poblaciones del resto de Suramérica, indican que la sonda 5S Hindll|
aparecio en el ancestro de H. malabaricus.
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Existe una gran acumulacién de los microsatélites (GA)15 y (CA)15 en
los cariomorfos 2n=42A (Alto y Medio Magdalena) y 2n=40C (Bajo Magdalena);
estos muestran bandas sobresalientes en las regiones subteloméricas de casi
todos los cromosomas. Esta situacidon ya habia sido demostrada en otras
localidades Hoplias malabaricus con cariomorfos 2n=42B y 2n=40D (Cioffi et
al., 2011a). Los cromosomas de Erythrinus erythrinus muestran una marcacion
abundante de las sondas (GA)1s y (CA)1s estas generan sefiales evidentes de
regiones de eucromatina y especialmente heterocromatina (Martinez, 2014).

Las diferencias observadas entre las poblaciones de Alto + Medio
Magdalena y Bajo Magdalena sugieren que la evolucion cromosomica dentro
de H. malabaricus incluyo: reduccion del numero diploide, de 42 para 40, como
sugerido por Pereira et al (2012), grandes alteraciones en el nimero y posicion
de las NORs y un aumento gradual de los sitios de la sonda 5S HindIlI-DNA en

las poblaciones de Suramérica.

Analisis Filogeograficos

El analisis filogeografico de las poblaciones de Hoplias malabaricus
usando secuencias mitocondriales (ATPase6 y COI1) y nucleares (Rag2) indica
dos grandes haplogrupos. El haplogrupo I incluye las localidades de Alto y
Medio Magdalena y la poblacion der rio Dagua. El haplogrupo Il incluye
poblaciones del Bajo Magdalena, Caribe y Orinoco.

La existencia en alopatria de los haplogrupos | y Il dentro de la cuenca
del rio Magdalena pudo ocurrir por dos motivos: barreras ecolégicas propias de
la especie y por la diferente historia geomorfoldgica de secciones del
Magdalena. Hoplias malabaricus es una especie de tipo sedentario (Rantin &
Johansen, 1984; Monteiro et al., 2013), cuya movilidad puede ser interrumpida
por rapidos del rio Magdalena (Restrepo et al., 2000). La variacion ecoldgica a
lo largo del rio parece ser responsable por lo observado en otras especies,
como la especie migratoria Prochilodus magdalenae, la cual mostré la
presencia de tres grupos a lo largo del rio (Berdugo & Barandica, 2014). El
aislamiento genético de poblaciones dentro de un mismo drenaje también fue
descrito en la especie de pez-aguja Potamorrhaphis, cuyas poblaciones
costeras de la cuenca del Orinoco y Amazonas forman un clado independiente
de las poblaciones de las cabeceras de los mismos drenajes (Lovejoy & De

Araujo, 2000). Estos patrones sugieren la importancia de incluir muestreos en
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varios trechos de drenajes de gran porte, como es el caso del rio Magdalena,
donde las poblaciones pueden tener origen diferente a lo largo del drenaje.

En el haplogrupo |, las poblaciones del Alto y Medio Magdalena estan
estrechamente emparentadas con la cuenca del rio Dagua, del Océano
Pacifico. El relieve de separacion entre esas cuencas es la Cordillera
Occidental, formada durante el Mioceno tardio (Albert et al., 2006). Basado en
hidrogeografia y topografia, el Pacifico Colombiano esta dividido en tres zonas
de sur a norte: 1) Llanura costeras de los Rios Mira, Patia, Dagua y San Juan.
2) La zona que va hasta el istmo de Panama, por el borde costero. 3) El valle
del rio Atrato entre la cresta del Baudo y la cordillera Occidental (Rodriguez-
Olarte et al., 2011).

No existen datos claros sobre la formacién de la cuenca del rio Dagua,
aunque puede estar ligado al surgimiento de los Andes del norte y a capturas
de cabecera como ocurrio entre el rio Patia y Cauca (Maldonado-ocampo et al.,
2012). Eigenmann se realizo la pregunta del porque la cuenca del Cauca no
aporto a la fauna del Dagua y si el Magdalena comparte similitud en las
especies encontradas y propuso que la cordillera oriental es mas reciente que
el rio Magdalena (Eigenmann, 1920a). Brycon henni es una especie de
Characiforme presente en las cuencas del Pacifico y Magdalena-Cauca pero
no se encuentra en las cuencas del Caribe, lo que seria tomado de evidencia
de flujo de fauna a través de la cordillera oriental (Eigenmann, 1920b).

La separacion de la Hoplias malabaricus cuenca del rio Magdalena
como grupo hermano de las del resto de Suramérica y su similitud con
ejemplares del Orinoco (Santos, 2013) ha sido también observada en
Pseudoplatystoma magdaleniatum, especie endémica de las cuencas del
Atrato, Sinu y Magdalena, esta aislada como grupo hermano del resto de las
especies de ese género en el neotrdpico (Buitrago-Suarez & Burr, 2007; Torrico
et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011). De la misma forma, el patrén
filogeografico de Prochilodus magdalenae indica que esta especie es grupo
hermano del resto de especies del género en resto de Suramérica (Sivasundar
et al., 2001) Esta separacion es adjudicada al surgimiento de la cordillera
Andina hace 13-11,5 Ma como evento vicariante. El modelo de vicarianza ha
sido ampliamente corroborado en los peces neotropicales con patrones de

distribucion cis y transandinos (Eigenmann, 1920a; Vari, 1988; Vari &
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Weitzman, 1991; Lovejoy, 1996; Retzer & Page, 1996; Lovejoy & De Arauijo,
2000; Sivasundar et al., 2001; Montoya-Burgos, 2003; Albert et al., 2005).

La estrecha relacién de las poblaciones del rio Atrato con poblaciones
del Bajo Magdalena y del Orinoco en el haplogrupo Il debe ser comprendida en
el contexto biogeografico de estas cuencas. El rio Atrato es un drenaje que
nace al oeste de la cordillera occidental y que desemboca en el Mar Caribe,
este presenta gran importancia en el ambito biogeografico ya que es la cuenca
suramericana mas cercana al Istmo de Panama. Este rio presenta grandes
diferencias con los de territorio panamefio, por lo que se sugiere que el limite
entre Colombia y Panama sigue la linea del bajo Mesoamérica en las
cordilleras desde el Caribe hasta la costa del Pacifico Colombiano, dejando a
Atrato como miembro de la regién del Caribe (Smith & Bermingham, 2005). El
analisis de DNA mitocondrial de peces pertenecientes a los géneros
Hypostomus, Pimelodella y Roeboides de la cuenca del rio Atrato mostro
relaciones mas estrechas con drenajes en la region de Panama que con el rio
Magdalena, aunque muestra aislamiento con otras cuencas que drenan hacia
el Pacifico (Bermingham & Martin, 1998).

Nuestros resultados corroboran parcialmente el estudio comparativo de
similitud de ictiofaunas entre las cuencas del norte de Suramérica, en el cual
las cuencas del Magdalena y el Orinoco se agrupan en un cluster diferente al
de las cuencas del Pacifico Colombiano y Ecuatoriano, compuestas por los rios
Patia, Dagua, San Juan, Baudoé y Atrato (Rodriguez-Olarte et al., 2011).

Otros grupos de vertebrados presentan patrones relevantes sobre la
diversificacion de la fauna y de las relaciones biogeograficas en la region
Andina de Colombia. Estos estudios son de similitud de composicién de
especies aves, ranas, murciélagos, roedores y mariposas independientemente;
fue encontrado que esta diversificacidén de la biota Andina es probablemente
una combinacidn de eventos de vicarianza, la radiacion local y la dispersion de
los taxa; que fue independiente para cada grupo. En el caso de roedores por
ejemplo los valles de Magdalena — Cauca y la ladera del pacifico muestran
estrecha relacion (Kattan et al., 2004). Contemplando anurofauna, las tierras de
poca altitud del Choco en el occidente colombiano comparten fauna
caracteristica con Ecuador y Panama, mientras que las tierras bajas del caribe

Colombiano comparte con Venezuela y/o Panama (Lynch et al., 1997).
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Los valores de distancia entre las poblaciones del Bajo Magdalena y el
Orinoco pueden resultar de la edad de separacion entre estos dos drenajes (12
millones de afos), con el surgimiento de la Cordillera Oriental (Lundberg,
1997). Este valor es el doble del encontrado entre las poblaciones del
Alto/Medio Magdalena y el rio Dagua, sugiriendo una vicarianza mas reciente
entre estos dos drenajes, lo cual es compatible con el surgimiento de la
Cordillera Occidental en el Mioceno tardio (Albert et al., 2006).

La sistematica molecular permite dilucidar el centro origen de especies
cripticas como una herramienta eficiente. En el caso de Hoplias malabaricus,
se logro evidenciar dos grupos con historias evolutivas muy diferentes, que por
un lado, aproximan las regiones del alto y medio Magdalena con un rio del
Pacifico y por otro, las cuencas del Caribe con el Bajo Magdalena.
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