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RESUMEN

La filogeografia es una rama naciente del andlisis de biogeografia histérica que
combina los nuevos desarrollos en € andlisis genético y filogenético con e andlisis
biogeogréfico. Su potencial como instrumento analitico pero también como base para
implementar nuevas estrategias de conservacion de la biodiversidad ha sido ampliamente
documentado en la literatura. El presente estudio tuvo por objetivo lograr un estimado
preliminar de la filogeografia de siete especies de peces codistribuidos dentro de la Cuenca
del Alto Madera (Amazonia Boliviana): Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus,
Pygocentrus nattereri, Pseudoplatystoma fasciatum, Pseudoplatystoma tigrinum, Cichla
monoculus y Astronotus Oscellatus. A pesar del bgjo nUmero de muestras, se puso en
evidencia varios puntos importantes para comprender la evolucién de laictiofauna en esta
region. Entre las siete especies se encontraron cuatro patrones evolutivos. Dos patrones se
refieren a lingjes mitocondriales monofiléticos dentro del Alto Madera que pueden ser
(C.monoculus) o no (P.nattereri) estructuradas. Los dos patrones restantes se refieren a su
vez alinges mitocondriales no monofiléticas en el Alto Madera: P. fasciatumy P.tigrinum
presentan un bagjo nivel de divergencia y una ausencia de estructuraciéon mientras que
P.brachypomus y C.macropomum representan poblaciones estructuradas. En todos estos
casos se han podido poner en evidencia tres eventos (2 Ma, 0.8 Ma y 0.7Ma)) de
diversificacion que involucran a por lo menos dos especies (respectivamente
P.brachypomus/C.monoculus, C.macropomuny C.monoculusy P.nattereri/C.monoculus) y
un evento (1.1 Ma) que involucra a cuatro especies (C.macropomum, P.brachypomus,
P.nattereri y C.monoculus). La respuesta a cada uno de estos eventos (relacion geografica
de los nuevos linges) fue diferente en cada especie. No se ha podido identificar ningin
evento geol dgico asociado a estos procesos. Debemos notar que estos sucesos ocurrieron en
su conjunto dentro del Pleistoceno incluyendo la transicion Plioceno-Pleistoceno, acaso
asociados a la formacion de refugios o bien a establecimiento definitivo de la cuenca de
drengje del Alto Madera. Solamente se pudo identificar una caracteristica ecoldgica
relacionada con € patron de diversificacion de C.monoculus, yaque de manera aparente, la
calidad del agua ha sido importante en la evolucion de esta especie en la region. Se
establecié también que unarevision de su taxonomia es indispensable.



ABSTRACT

Phylogeography is a novel approach to historic biogeography where new
developments in genetics and phylogenetics met the biogeographic analysis. Its potential as
an analytical instrument but also as a base to implement new strategies of biodiversity
conservation has been widely documented on the scientific bibliography. This study aimsto
achieve a preliminary vision upon the Phylogeography of seven fish species codistributed
over the Alto Madera (Bolivian Amazonia): Colossoma macropomum, Piaractus
brachypomus, Pygocentrus nattereri, Pseudoplatystoma fasciatum, Pseudoplatystoma
tigrinum, Cichla monoculus y Astronotus Oscellatus. In spite of a small sample size, we
evidenced several important aspects that help us understand the evolution of this
Neotropical species. Among the seven species we identified four evolutionary patterns.
Two patterns are related to monophyletic mitochondrial lineages over the Alto Madera, a
structured one (C.monoculus) and a non-structured one (P.nattereri). The two others
correspond to non-monophyletic Alto Madera mitochondrial lineages. P. fasciatum and
P.tigrinum presents a small level of divergence and lacks structure; instead, P.brachypomus
and C.macropomum shows structured populations. Overal we have identified three
diversification events (2 Ma, 08 Ma y 0.7Ma) that involves two species each
(P.brachypomus/C.monoculus, C.macropomumy/C.monoculus and P.nattereri/C.monoculus
), and a particular event (1.1 Ma.) shared by four species (C.macropomum, P.brachypomus,
P.nattereri and C.monoculus). The geographic pattern of appearance of new lineages is
not shared by any one of the former. We couldn’t identify a geological process associated
with any of those events. But we conclude that they all happened during the Pleistocene
including the Pliocene-Pleistocene boundary. These events could be associated with refuges
formation or the establishment of the draining pattern of the Alto Madera. We identified
ecologica features as a potential cause for one of the patterns as water quality has been
important on the evolutionary history of C. monoculus at least in this region. We also think
that ataxonomical review of this speciesis needed.
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INTRODUCCION

La cuenca ded Amazonas ofrece un potencial extraordinario para la investigacion
cientifica. En primer lugar, la amazonia presenta una diversidad de especies ( -diversidad) muy
superior a la esperada en base a su superficie geogréfica (Wu & Vankat 1995, Gascon et al.
2000). Esto se hace evidente s comparamos la informacién actual sobre el nimero de especies
de peces presentes en la cuencadel Amazonas respecto a las presentes en las cuencas fluviales

de dos rios que han sido censados casi en su totalidad. Con una superficie de 7 050 000 Km ? ,la
cuenca del Rio Amazonas cuenta con cerca de 3000 especies nominadas y descritas

formalmente. El rio Missisipi-Missouri tiene 375 especies en una superficie de 3.328.000 Km®
(Lundberg 2001), es decir, un octavo del nimero de especies en una superficie cercana a la
mitad de la del Amazonas. Por otra parte, €l rio Congo, equivalente africano del Amazonas,

tiene en total 700 especies en una superficie de 3.457.000 Km 2,

En definitiva, € rio Amazonas es desde el punto de vista de su riqueza ictiol 0gica, €
rio mas importante y sin embargo uno de los menos estudiados (Goulding et a. 1996, Lundberg
2001).

De acuerdo a Lundberg (2001), desde 1960 se habian descrito y nominado quince
nuevas especies por afo y esta tasa se incrementd en la década de los 90’ s hasta 50 especies por
ano. Esto es de fundamental importancia en vista de la determinacion adecuada del nimero de
especies presentes efectivamente en la cuenca hidrolégica del Amazonas. Se han propuesto
numerosas estimaciones preliminares de la -diversidad de peces neotropicales, y en todos los
casos se refiere que € recuento actual es severamente subestimado (Goulding et al. 1996, Vari
et a. 1998, Martin et al. 2000). Asi por gemplo, Bohlke et a. (En Vari et a. 1998)
establecieron un valor estimado de hasta 5600 especies, mientras que Schaefer (En Vari et al.
1998), apoyado en datos de |as tendencias de descripcion y nominacion de especies durante los
ultimos veinte afios, sugiere que e nimero de especies neotropicales puede llegar hasta las
8000. Esto querria decir que €l continente Sudamericano posee el 24% de |as especies de peces
de agua dulce, concentrado en el 0.003% del agua dulce del planeta (Vari et a. 1998).

Més sorprendente que el nivel de diversidad especifica que en todo caso representa la
ictiofauna sudamericana, es que los mecanismos de aparicion y mantenimiento de esta
diversidad son hoy tan oscuros como lo eran en la época de los grandes exploradores como
Humbolt y Wallace (Colwell, 2000). Aungque numerosas hipétesis se han propuesto para
explicar dichos mecanismos (Haffer 1982, Simpson et al. 1978; Brown et a. 1979,
Hooghiemstra et al. 1998, Lougheed et al. 1999, Colinvaux et a. 2000; Gascon et al.,2000; Ron,
2000; Colinvaux et al. 2001; Gascon et al. 2001), pocas han sido efectivamente analizadas y
discutidas con objetividad. En muchos casos, la polémica ha primado sobre la voluntad de
establecer propuestas sintéticas capaces de incorporar respuestas a casos particulares.

Un factor importante a ser tomado en cuenta es que de acuerdo a los registros fésiles,
pero también de acuerdo a los estudios moleculares, la mayor parte de la diversificacion de la
fauna piscicola Neotropical es antigua. De hecho, mucho antes del Pleistoceno, €l Amazonas
estaba poblado por especies fuertemente relacionadas con las actuales. Ya a mediados del
Mioceno (cerca de 15 millones de afios atrés), la fauna piscicola amazonica era similar a la
actual, en particular en lo que se refiere las familias Serrasalmidae, Cichlidae y Pimelodidae



(Lundberg, 1993, Gayet, M. et al. 2001), sujetos de investigacion del presente trabajo. Se
requiere por lo tanto tener en consideracion fendmenos anteriores a los dos millones de afios
para buscar respuestas a grado de diversificacion y ala biogeografia de los peces amazonicos a
un nivel interespecifico (Lundberg,2001).

En términos de investigacion cientifica, la ictiologia Neotropical en general y en
particular la de la cuenca del Amazonas, se enfrenta a dos problemas esenciales que son: la
escasa disponibilidad de informacién filogenética entre los grupos taxonémicos superiores y
dentro de ellos y la informacion fragmentaria respecto a la diversidad intraespecifica
(polimorfismo). Las razones para esto: |la enorme extension del sistema acuético epicontinental
y la escasez de recursos humanosy de infraestructura (Vari et al. 1998).

Esta tendencia se ha venido revirtiendo en los Ultimos afios, a juzgar por estudios
extensivos realizados sobre el orden Perciformes por Kullander (1998); Martin et a. (1998),
Farias et al. (2000), Sides et a. (2000), Wilson et al. (2000), Ort et al.(2001), sobre € orden
Caraciformes por autores como Vari (1988); Buckup (1991, 1993); Lucena (1993); Lundberg
(1993); Orti et al. (1996a,b, 1997a,b), Sivasundar et al. (2001), Dergam et a., (2002), Jegu et al.
(en publicacién), Hubert 2003 (datos no publicados), sobre el orden Siluriformes por Martin et
a. (2000), Coronel (2001), Rivera (2003); asi como sobre lafamilia Anostomidae (Renno et al.
1990), entre muchos otros.

Sin embargo, quedan todavia numerosos puntos a ser aclarados dentro de los tres
principales ordenes de peces neotropicales: Siluriformes, Caraciformes y Perciformes; asi
como también en grupos secundarios como los Gymnotiformes 'y Cyprinodontiformes (Vari
et al. 1998).

Es por esto que el presente estudio, enfocado a estudiar de manera comparativa la
biogeografia histérica de siete especies de peces de agua dulce en la Cuenca del Alto Madera
(Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus, Pygocentrus nattereri, Pseudoplatystoma
fasciatum, Pseudoplatystoma. tigrinum, Cichla monoculus, Astronotus crassipinis) propone en
primer término aportar datos a cerca de la estructuracion genética poblacional (nivel
intraespecifico) y proponer hipotesis explicativas preliminares a cerca de los patrones de
estructuracion genética puestos en evidencia.

Para lograr este objetivo se propone emplear genealogias de la regién de control
mitocondrial. Si bien este es € primer estudio en el cual se aplican estas técnicas analiticasen la
Amazonia boliviana, €l enfogue es reducido en términos de muestreo. La inclusion de muestras
recubriendo toda el area de distribucion tiene por objetivo incrementar la representatividad de
losandlisis.

Del mismo modo, se han elegido especies con rasgos de historia de vida contrastados
para poder separar efectos estructurantes ecol 6gicos de los histéricos. Finalmente, habiéndose
seleccionado tres grupos de especies filogenéticamente algjadas, € andlisis de filogeografia
comparada pretende enfocarse a fendmenos biogeogréficos mayores que hayan podido
estructurar laictiofauna en su conjunto.



Hipotesis:

HO: Cada una de las siete especies gque presentan una distribucién
similar tienen una historia evolutiva unica.

H1: Las siete especies comparten una historia evolutiva comun.

Objetivos:

Objetivo General.

Comparar la filogeografia de siete especies de peces de agua dulce de amplia
distribucion en la Amazonia boliviana en base ala secuenciacion de laregion
de Control Mitocondrial.

Objetivos especificos

Establecer las secuencias (aproximadamente entre 1000 y 1200 pares de bases) de la
region de control del DNA mitocondrial

Redlizar €l andlisis molecular de las secuencias obtenidas (saturacion, transversiones vs.
transiciones).

Cdlibrar latasa de evolucion de laregion Dloop.

Aplicar los diferentes modelos de andlisis filogeogréfico a los siete arboles
filogenéticos.

Establecer |os arboles filogenéticos para cada una de | as seis especies en funcion al area
de colecta (Cladograma de érea)

Establecer la congruencia topol 6gica de |os arboles

Establecerla congruenciatempora de los &rboles obtenidos

Establecer las megores hipétesis que expliquen la estructura genética puesta en

evidencia por los andlisis filogeograficos.



CAPITULO PRIMERO

CONCEPTOSY METODOS
EN
FILOGEOGRAFIA COMPARADA

Lafusion de la filogenética con la genética de poblaciones y la biogeografia ha tenido
un gran impacto en varias &reas de la bhiologia evolutiva y de la ecologia (Bernatchez &
Wilson, 1998). El estudio de los patrones de variacion genética en un contexto geogréfico a
través de arboles de genes (filogeografia), ha contribuido considerablemente a nuestra
comprension de los factores que han influenciado la estructura poblacional y la divergencia de
las especies (Knowles & Maddison, 2002).

1.1.- Definicion.

La filogeografia es un area de estudio involucrada con |os principios y procesos que
gobiernan la distribucion geogréfica de linges genealdgicos, en particular a nivel
intraespecifico (Avise, 1998; Schaal & Olsen, 2000, Knowles & Maddison,2002). Es un area
de trabgo nueva cuyas primeras publicaciones remontan a afio 1987 (Avise, 1998,
Bermingham & Moritz, 1998). Probablemente la mayor contribucién de los estudios
filogeograficos haya sido € poner en evidencia la influencia dominante de la biogeografia
histérica y de eventos demogréficos en la formacién de los patrones existentes de
diversificacion biol6gica (Bernatchez & Wilson, 1998; Moritz & Faith, 1998).

Las inferencias filogeograficas se derivan por lo general del estudio de la historia
genealdgica reconstituida para un gen y por lo tanto no necesariamente reflegjan la historia
evolutiva del taxon en investigacion (Knowles & Maddison, 2002). En la historia de una
especie, muchos eventos pudieron haber ocurrido, como ser fendmenos de expansion
poblacional, efectos cuello de botella (Bottleneck), procesos de vicarianza y migracion. Del
mismo modo muchos lingjes pudieron perderse por efectos estocasticos (extincién). Por esto,
muchas veces la historia de una especie no es siempre facil de inferir a partir de una
genealogia de un solo gene. El principal reto de los estudios filogeogréficos se constituye
entonces en presentar una inferencia filogeogréfica consistente con otros elementos biol 6gicos
y biogeogréficos. Es asi que un arbol génico puede emplearse directamente para hacer una
inferencia 0 simplemente como una etapa intermediaria hacia la inferencia de un estimado
historico.

Por otra parte, € estudio biogeogréfico de grupos de varias especies distribuidas a lo
largo de areas geograficas similares (filogeografia comparada) es un método poderosos para
esclarecer eventos de vicarianza compartidos asi como para e desarrollo de hipotesis
explicativas bgjo laforma de cladogramas de area (Bermingham & Moritz, 1998). Esta es la
estrategia que seguiremos en el presente estudio



1.2.- El genoma mitocondrial en Filogeogr afia

1.2.1.- Origen y Funcion

Hasta donde se sabe, las mitocondrias tienen e mismo papel fundamental en todos los
eucariotas que las poseen; participan en e metabolismo, la apoptosis, en € desarrollo de varias
enfermedades y en el envegjecimiento (Gray, Burger & Lang, 1999, Boore, 1999). Los estudios
del DNA mitocondrial y de su expresion han afirmado ampliamente el origen eubacteriano de
este genoma. Se han trazado los antecedentes de las mitocondrias hasta un antecesor Unico
relacionado con la divisién a de las Proteobacterias. Las secuencias de los DNAs
mitocondriales de los protistas han revelado un insospechado grado de caracteres primitivos
compartidos, 1o que ofrece una evidencia sélida de que todos los genomas mitocondriales
actuales trazan su origen a un genoma protomitocondrial unico (Gray, Burger & Lang, 1999;
Gray, Burger & Lang, 2001)

1.2.2.- Estructuray herencia.

Muchos aspectos de la evolucion genémica (Evolucion de la organizacion, regulacion
génica, sistemas de procesamiento de |os mensgjes, y mecanismos de replicacion) pueden ser
investigados en las mitocondrias a un nivel de detalle y comprension que no es todavia posible
paralos sistemas nucleares.

La biologia molecular de los sistemas mitocondriales ha sido estudiada solo en el caso
de algunos organismos considerados modelo, la mayor parte de la informacion proviene de
algunos mamiferos y de Drosophila. Muchas de |as observaciones iniciales se han vuelto cas
axiomaticas, pero a medida que nuevas secuencias salen a la luz, se presentan excepciones.
Por gemplo, la premisa de que los DNAs mitocondriales se seleccionan en funcion a la
economia de tamafio aunque probada en muchos casos, ha sido refutada por la descripcion de
genomas mitocondriales con grandes cantidades de secuencias no codificantes en artrépodos,
moluscos y nematodos (Boore, 1999; Gray, Burger & Lang, 1999)

Los estudios mas recientes sobre el genoma mitocondrial han puesto en entredicho
muchas de los supuestos casi axiomaticos sobre la estructura organizacion y funcionamiento
del genoma mitocondrial. Aunque su rol genético parece haberse conservado de manera
universal, exhibe una sorprendente variacion en cuanto a su conformacion y tamafio, asi como
en su contenido génico, la organizacion de sus componentes y sus patrones de expresion
(Gray, Burge & Lang, 1999). Este genoma se halla contenido en una molécula covaente
circular cerrada de tamafio pequefio (Meyer, 1993), aunque se han descrito también como
moléculas lineales en ciertos grupos como las clases Cubozoa, Schyphozoa e Hydrozoa-
cnidarios-(Gray, Burger &Lang, 1999; Boore, 1999). Las dos hebras del genoma mitocondrial
se designan Ligera (L) y Pesada (H) Los nombres reflegan marcadas diferencias en €
contenido G + C que resultan en una movilidad diferente en gradientes de Cloruro de Cesio.
Con pocas excepciones, |os genes que codifican proteinas se hallan en lahebraH . Solo € gen
ND 6 junto aocho tRNA’s se codifican en lahebra L (Meyer, 1993; Bielawski & Gold, 2002)



El promedio de tamafio es de menos de 6*10° pares de bases (bp) en Plasmodium

falciparum hasta més de 200*10° bp en algunas plantas (Gray, Burger & Lang,1999); en los
animales es de 16 500 + 500bp. Las variaciones de tamafio a nivel intraespecifico son
posibles y se deben por lo genera a duplicaciones parciales o totales de la region no
codificante. En los peces, es frecuente que las diferencias de tamario a nivel intraespecifico
sean equivalentes a las diferencias entre especies. Por 1o general solo un tipo de DNA
mitocondria se halla en un mismo organismo (homoplasmia) pero se han reportado casos de
heteroplasmia. Por 10 genera estos casos son € resultado de duplicaciones en tandem de
alguna porcion del genoma, con mas frecuencia en la region de control. También se pueden
dar reemplazos de bases individuales (Meyer,1993; Brown et a., 1996; Cesaron et al., 1997;
Nesbg et al., 1998; Boore, 1999).

El genoma mitocondrial es en regla general, haploide y no recombinante. En las
plantas cuyo genoma mitocondrial es un verdadero mosaico ensamblado por transferencia
horizontal existe efectivamente el proceso de recombinacion (Meyer, 1993; Boore, 1999;
Gray, Burge & Lang, 1999). La transferencia de genes entre las mitocondrias, |os cloroplastos
y e nacleo en plantas y fungi es comun pero en animales se ha evidenciado solo en pocos
casos. Todos los casos de transferencia horizontal involucran el paso de genes mitocondriales
hacia el nucleo y nunca lo contrario (Meyer, 1993). De acuerdo a los trabajos de Gray et al.
acerca de la evolucion de este genoma se puede deducir que la existencia de genes
mitocondriales en el genoma nuclear podria deberse, no a una transferencia entre ambos
organelos sino a estado inicia de la cdlula eucariota ancestral como la fusion de una
arqueobacteria y una proteobacteria (Gray et a.,1999 y Gray et a., 2001) .EI genoma
mitocondrial es casi exclusivamente transmitido por linea materna, aunque se han reportado

un promedio de 1/2000 excepciones).



1.2.3.- Composicion y or ganizacion génica.

En los animal es, usualmente se trata de un genoma peguerio (15 a 20 Kb.) que contiene
37 genes (Tablan ° 1, Figuran ° 1).

Tablan ° 1.- Genes tipicamente hallados en |os genomas mitocondriales.
(Meyer,1993y Boore, 1999)

El complemento génico tipico, codifica 13 subunidades proteicas de las enzimas de la
fosforilacion oxidativa, dos RNA ribosomales mitocondriales (16SrRNA y 12SrRNA) y los 22
RNA'’s de transferencia (tRNA’S) necesarios para la traduccién de dichas proteinas. Los 37
genes hallados en el mtDNA animal, tienen homologos en los genomas de plantas, fungi y
protistas (Meyer, 1993; Boore, 1999); par aclarar algunas excepciones conviene referirse al
trabajo de Gray, Burger et a. (1999). La insercion regular de los tRNAs entre los genes
proteicos es interesante. Se ha sugerido que la estructura secundaria de estos tRNAS pueden
servir como sefiales de puntuacion durante latranscripcion (Meyer, 1993)

Figuran?® 1.-
Organizacién
linearizada del genoma
mitocondrial de Salmo
salar
(Genoma mitocondrial
de Salmo salar,
Genbank, Numero de
acceso NC_001960)




Los genes que codifican proteinas incluyen componentes de |os compl e os respiratorios
[, I, I, IV y V : Siete subunidades de la NADH deshidrogenasa, e Citocromo b, tres
subunidades de la Oxidasa del Citocromo ¢ y dos subunidades de la ATP sintetasa. Por lo
general, cuando se hallan solo doce genes, e gene faltante corresponde a la subunidad 8 de la
ATPasa. El funcionamiento de la mitocondria en realidad requiere de muchos mas genes, la
mayor parte de las proteinas son importadas desde el citosol. Se cree que esto es resultado de
la transferencia progresiva del control genético a nucleo a partir un genoma mitocondrial
ancestral mas grande y complgjo. El cddigo genético es més degenerado y por |o tanto menos
restringido que el nuclear. En este aspecto, no todos los cddigos mitocondriales son iguales.
Una de las principales diferencias se da al nivel del uso del codén TGA para €l triptéfano (en
el genoma nuclear corresponde a un codon STOP) y e uso de ATA para la metionina'y no
paralalsoleucina (Meyer, 1993)

Existe también una region no codificante ampliay Unica que, por o menos en algunos
animales, posee los elementos de regulacion de la transcripcion y la replicacion, por ello
recibe e nombre genérico de Region de Control. Esta region se conoce también como la
region del desplazamiento de horquilla o L oop-D, particularmente cuando nos referimos a los
mamiferos. Muchos DNAs mitocondriales poseen otras regiones no codificantes de menor
tamanio y de funcidn ain desconocida (Boore,1999). En los vertebrados, la Unica secuencia no
codificante adicional es unaregion de entre 31y 34 bp ubicada entre e tRNA Aspy € tRNA
Cys. En este lugar se halladl inicio de lareplicacion de la cadenaliviana (Meyer, 1993).

El DNA mitocondrial de los animales es muy eficiente y raras veces contiene
secuencias duplicadas. No contiene intrones y los espaciadores (secuencias cortas ubicadas
entre los genes y que tienen una funcion de puntuacion) no son mayores a 10 bp. Se ha
sugerido gque la compactaciéon del genoma mitocondrial es responsable de |a estabilidad en €
orden de los genes en vertebrados, ya que la ausencia de intrones y de espaciadores grandes
impide |os reordenamientos.

Aunque se sabe gue las secuencias de DNA mitocondrial en animales evoluciona
rapidamente, la organizacion de los elementos por 1o general permanece inalterada por largos
periodos de tiempo evolutivo. Con pocas excepciones, esta organizacion es relativamente
estable dentro de los grupos pero variables entre ellos. De hecho € estudio comparativo de los
patrones de organizacién tiene un enorme potencial para resolver algunas de las ramas mas
profundas de la filogenia en los metazoos. (Meyer, 1993; Boore, 1999).

1.2.4- Evolucion del genoma mitocondrial

El DNA mitocondrial ha jugado un papel fundamental en e desarrollo de la genética
de poblaciones y en la genética evolutiva. Durante la primera década de su uso en biologia
evolutiva, se trabajo bagjo la premisa implicita de que e DNA mitocondrial era un marcador
molecular neutral. En los afios recientes ha habido un interés creciente en la investigacion
sobre como actuia la seleccion sobre este marcador (Rand, 2001)



1.2.4.1.- Teoria Neutral de la Evolucion Molecular
(Kimura, 1968, Kimura & Ohta, 1971, King & Jukes, 1969).

Las teorias Neo-Darwinianas iniciales asumian que todas las mutaciones afectarian la
eficacia biologicay por o tanto serian ya sea ventajosas 0 del etéreas, pero no neutrales. Por €
contrario la Teoria Neutralista considera que, para muchas proteinas, las mutaciones neutrales
sobrepasaban en nimero a aguellas que eran ventgjosas pero que las diferencias en las
proporciones relativas de los sitios neutrales tendrian influencia en las tasas de evolucién

molecular (Bromham & Penny, 2003).

Figuran © 2.- Teorias de evolucion molecular ( Tomado de Bronham & Penny, 2003)
Las dos primeras teorias son explicadas en el texto; en la Teoria de Evolucion casi-neutral e
destino de las mutaciones con un efecto positivo o negativo tenue dependeran de la historia del
tamario poblacional.




La teoria neutral de evolucion molecular trata de explicar la magnitud del
polimorfismo observado en poblaciones naturales: “una amplia proporcion de la variacion
molecular dentro de las poblaciones es neutral o casi neutral”. Como resultado de ello, las
tasas de sustitucion de aminoacidos en una proteina o de nucledtidos en una molécula de DNA
son casi constantes. Si esto fuese cierto para un amplio nimero de loci, la evolucién de las
proteinas y del DNA servirian como relojes moleculares. Entonces, €l grado de diferenciacion
entre las especies seria una medida de su parentesco filogenético y por lo tanto la
reconstruccion de filogenias en funcion a las diferencias genéticas se justificaria (Ayaa &
Kliger, 1980; Ayala, 1997)

Como quiera que € polimorfismo (nivel intraespecifico) es, en un contexto
darwiniano, solo una fase transitoria de la evolucién molecular (nivel interespecifico), estas
observaciones se aplican tanto alos patrones de variacion observados dentro como entre taxa a
diferentes niveles.

La neutralidad estricta solo se cumple cuando se considera la evolucion de
pseudogenes o genes no codificantes. Los procesos evolutivos como la seleccién positiva,
producen patrones no neutrales de variacion molecular y son responsables de la evolucién no
neutral, mientras que patrones debidos a deriva, mutacién o seleccion purificante son
consistentes con lateoria neutral de evolucion molecular (Gerber, Loggins et a., 2001).

1.24.2.- ¢Es & genoma mitocondrial un marcador
neutral?

El apoyo iniciad para asumir que la evolucion neutral del mtDNA fue
inferencial, en base a las diferencias entre las tasas de evolucion mitocondrial de los genes
nucleares y mitocondriales. En uno de los primeros reportes sobre la velocidad de evolucién
del genoma mitocondrial, Brown et a.(1996) lanzaron |a hipotesis de que la tasa acelerada de
cambio de secuencias en relacion con los genes nucleares surge de las bajas restricciones
funcionales de los productos de los genes mitocondriales, también de una elevada tasa de
mutacion, relgjacion de la seleccion purificante o de una combinacién de ambos factores.

Avise (1998) por otra parte 11ego ala conclusion que no hay una razon de peso
para suponer que los marcadores mitocondriales usualmente empleados en los andlisis
genéticos no puedan ser interpretados como marcadores neutrales de |os lingjes maternos en
los cuales residen. Y asi lo entenderemos en e presente trabgo, sin embargo debemos
mantener en mente que numerosos estudios de los Ultimos afios han puesto en duda la
neutralidad de esos marcadores en determinados lingjes evolutivos.
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1.2.5.- EI genoma mitocondrial en filogeogr afia

Debido a algunas de sus caracteristicas particulares, e DNA mitocondrial ha sido €l
caballo de Troya de los estudios de filogeografia (Bermingham et al., 1998; Gerber et
al.,2001). Estas caracteristicas son: su tamafio pequefio, su conformacion covalente circular
cerrada, € ato nimero de copias por cada mitocondria, la conservacion de su contenido
génico y de su organizacion interna, su tasa de sustitucion nucleotidica superior a la del
genoma nuclear, la ausencia de recombinacion y su estricta transmision por linea materna
(Meyer, 1993; Bergstrom et al., 1998; Gerber et a., 2001).

Como resultado de esta configuracién gendmica, e DNA mitocondrial es un marcador
molecular gemplar en diversos niveles taxondmicos. presenta varios loci facilmente
amplificados por PCR incluso a cambiar de grupo de estudio, se pueden obtener datos de
frecuencias y establecer geneal ogias de genes e incluso se puede aislar con cierta confiabilidad
de materia antiguo como ser muestras de museos, tegjidos fijados y pieles secas
(Sunnucks,2000; Parker et al., 1998).

Los andlisis de arboles de genes mitocondriales permiten evaluar de manera robusta
una historia evolutiva compartida entre taxones. Més aln, debido a que e DNA mitocondrial
permite la inferencia de una escala tempora de diversificacion, se pueden evaluar hipétesis
acercadel desarrollo cronolégico de los eventos de vicarianza (Martin et al., 1998).

Muchas de las caracteristicas antes citadas han sido sin embargo cuestionadas en los
altimos tiempos, por e descubrimiento de numerosas excepciones algunas de las cuaes ya
fueron mencionadas. La reorganizacion de los genes parece ser mas frecuente entre los taxa
superiores de 10 que se pensaba con anterioridad aunque dentro de los grupos, suele ser poco
frecuente. Se han demostrado también algunos casos de trasmision paterna asi como de
eventos de recombinacion intramoleculares aunque siempre en frecuencias muy bajas.
También se ha puesto en evidencia que la tasa de sustitucion nucleotidica es muy variable
entre diferentes lingjes lo que hace necesario calibrar con mucho cuidado los relojes
moleculares (Gerber, Logginset a., 2001)

A pesar de lo anteriormente mencionado, el DNA mitocondrial todavia es importante
en € andlisis de genética de poblaciones (medicion del flujo genético, subdivision poblacional,
estimacién del nimero poblacional efectivo) y en los andlisis filogenéticos (reconstruccion de
parentesco, estimacion de tiempos de divergencia). Sin embargo, estos andlisis se realizan bajo
e supuesto de la variaciéon selectivamente neutral del mtDNA, una suposicion no siempre
convenientemente evaluada (Gerber, Loggins et al., 2001). En todo caso, € nivel de
polimorfismo y la distribucion de los diferentes haplotipos del DNA mitocondrial deben ser
interpretados en relacion con la evolucion del medio de vida de las especies, en este caso, la
evolucién de las cuencas hidrogréaficas.
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CAPITULO SEGUNDO

EVOLUCION DEL AMBIENTE DE LOSPECES
NEOTROPICALES:
FENOMENOSESTRUCTURANTESDE LA
ICTIOFAUNA

La deriva continental y e control tecténico de la dindmica de los drenges
epicontinentales constituyen los dos elementos histéricos fundamentales en e andlisis
biogeografico de la cuenca Amazonica: construyendo la deriva continental € bosguejo
general a establecimiento de los niveles taxondmicos superiores (familias y géneros).
Bosquejo a partir del cua los eventos geolégicos y climéticos ocurridos a lo largo del
Mesozoico y del Cenozoico han ido afinando una imagen compleja (niveles taxondémicos
inferiores).

Numerosas hipotesis han sido propuestas para tratar de explicar la diversidad
especifica actual de la cuenca Amazonica. La cas totalidad de dichas hipotesis suponen la
existencia de eventos de especiacion aopétrica. La polémica principal radica en la
identidad, ubicacion y datacion de las barreras a flujo génico propuestas en cada modelo.
Préacticamente ninguna hipotesis ha involucrado efectivamente los model os de especiacion
alternativos (especiacion parapatrica o simpatrica) en modelos la diversificacion de lafauna
neotropical. Entre los modelos esencialmente alopétricos, podemos citar por g emplo €
Modelo de los Rios Barrera propuesto por Wallace en 1852 , El Modelo delalda, y €
Modelo de los Refugios de Haffer -1969, 1997-(En Moritz et al., 2000). Estos dos ultimos
modelos han sido probablemente los que han recibido mayor atencién y aceptacion. Otro
modelo basado esencialmente en mecanismos alopétricos es € Modelo de Perturbacion-
Vicarianza de Bush (1994) y Colinvaux (1993). Entre los escasos model os no-al opatricos
podemos citar e Modelo de los Gradientes de Endler (1977), Rice et a. (1993), Smith et
al. (1997), pero dichos modelos solo han sido evaluados en e contexto del estudio de la
diversificacion de la biota africana (Todas | as citas provienen de Moritz et a., 2000).

2.1.- Hipétesis a cerca dela diversidad especifica actual.

Como se mencion0 anteriormente, se han propuesto numerosas hipotesis para tratar
de explicar los patrones de diversidad especifica existente en e Neotropico, sin embargo,
solo recientemente se estan involucrando las técnicas moleculares a andlisis de esta
problematica.

Avise et a. (1998) compararon las duraciones de los eventos de diversificacion
derivadas de los estudios moleculares publicados hasta ese afio tanto para linges intra
especificos como para especies gemelas tanto en poiquilotermos como en homeotermos.
Pusieron en evidencia que ain siendo muy conservador en cuanto a las velocidades de
evolucion, la mayor parte de las especies gemelas aparecieron en periodos previos alos 1.8
millones de afios.
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Un dato interesante que surgié de dicho estudio fue la estimacion del tiempo de
especiacion en los peces. Bgo un reloj molecular estandar (2% de divergencia por cada
millén de afios) se estima un periodo de especiacion comprendido entre 2.3 y 1.8 millones
de afios, pero con un reloj gustado a poiquilotermos, este periodo estaba comprendido entre
9.2 y 6.8 millones de afios (Avise et a., 1998). Esto es consistente con la nocién de
Lundberg (1998, 2001) por la cual 2 millones de afios (Pleistoceno) es un periodo muy
corto para la evolucion de los peces, asi mismo es consistente con las evidencias
pal eontol 6gicas (Lundber et a.,1998; Lundberg,1998 y 2001; Murray, 2001) por las cuaes
gran parte de la ictiofauna actual ya se hallaba representada por lo menos en los registros
fosiles del Mioceno. Incluso Gayet et a. (2001) han identificado en sedimentos de Pgjcha
Pata (Bolivia) varios dientes fésiles morfol 6gicamente especializados (Figura n © 3) de
aproximadamente 68 millones de afios que ellos asignan como perteneciente a un
representante de la sub-familia Serrasalminae (pirafias y pacus).

Figuran© 3 .- Dientes fosiles asignados ala sub-familia Serrasal minae por
Gayet et al. (2001).

a,b,c, dientes aislados de Serrasalminae indet.;d, diente premaxilar de Serrasalminae indet..
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2.1.1.- RiosBarrera.

Por otra parte, Cortes-Ortiz, Bermingham et al., (2003) en un estudio a cerca de
representantes del género del mono Alouatta pusieron en evidencia que la historia de
diversificacion de este género de primates del nuevo mundo, se inicié por efecto de
vicarianza andina (6.8 millones de afios), con la especiacion mas reciente fechada en 2.4
millones de afios antes del presente. Esto es consistente con el establecimiento definitivo de
la cuenca hidrografica del Amazonas durante este periodo (Mioceno tardio). Un dato
interesante que surge de este estudio se refiere a probable papel del Rio Madera como
barrera a flujo génico ya que este rio constituye e limite natural a la distribucion de
A.sebniscusy A.sara (al este) y A.nigerrima (al oeste). Algo similar podria asumirse para A.
macconeli y A.belzebul, brindando un fuerte apoyo a la Hipdtesis de los Rio Barrera
introducida por Wallace en 1852.

Un estudio similar (Collins €t al., 2000) habia demostrado también la importancia
de cambios geograficos de gran escala asociados con € levantamiento de los Andes 'y con
cambios climaticos asociados a este fendmeno en la diversificacion de género de primates
neotropicales, Ateles. Este estudio sin embargo no pudo demostrar €l rol de barrera por
parte de ninguno de los rios analizados.

La hipdtesis de los Rios Barrera, tampoco es consistente con los datos
proporcionados por otros estudios, en particular €l estudio de Gascon et a., (2000) sobre
anfibios y pequefios mamiferos. En este estudio, la hipotesis de los Rios Barrera es refutada
para estas especies a nivel de la Amazonia Occidental (Cuenca del Rio Jurud); los patrones
observados son mas consi stentes con fendmenos orogénicos como el desarrollo de los paleo
arcos en dicha region (Rasanen et a., 1987; Rasdnen et al., 1990; Rasdnen et a., 1992).
Resultados similares surgen del trabajo de Lougheed et a. (1999) sobre las ranas del
veneno de flecha, Epidobates femoralis.

2.1.2.- Refugios del Pleistoceno

La suposicion principal asociada a esta hipGtesis propone que los cambios
climaticos produjeron una contraccion de los bosgues himedos en refugios separados por
sabanas, resultando en un aislamiento que favorecié la especiacion aopétrica (Figura n °©
4).

Inicialmente la hipétesis de los Refugios fue propuesta para los dominios Paleartico
y Neértico, donde se aplica cas a la perfeccion para gran parte de la fauna y flora
septentrional. Sin embargo, no ha tenido tanto éxito en e dominio Neotropical (Colinvaux,
et a., 1996, Colinvaux et al., 2000; Lessa et a., 2003). Son numerosas las criticas tanto
tedricas (Endler, 1982) como empiricas (Colinvaux et a., 1996; Avise et al., 1998; Jonson
et al, 1999; Collins et al., 1999; Lougheed et al. 1999; Colinvaux et a., 2000; Eizirik et a.,
2001; Lundberg, 2001; Cortes-Ortiz et al., 2003; Lessa et al., 2003).
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Figuran® 4 .- Mapamostrando algunos de |os refugios propuestos para varios grupos
taxondmicos vegetales (Tomado de Prance (ed), 1982)

Hemos mencionado |os estudios realizados por Avise et al. (1998) en un contexto de
diversificacion interespecifica. Dicho estudio, a igua que € de Collins et a. (2000)
muestran que sin embargo, a nivel intraespecifico e Pleistoceno ha jugado un rol
importante. También de acuerdo a Avise, los mecanismos de especiacion no alopétricos
(Simpatriay Parapatria) permiten que las duraciones de especiacion sean menores, razones
por las cuales sugerimos que se deberia reevaluar € papel de las oscilaciones climaticas del
Pleistoceno en un contexto evolutivo mas amplio, incorporando dichos modelos
aternativos de especiacion.

Una variante alternativa a esta hipotesis es la “Vanishin Refuge theory” (Moritz et
al., 2000). Mediante esta teoria, algunas poblaciones se diferenciaron a nivel de especie
por efecto de seleccion direccional hacia la tolerancia de ecotonos a medida que las
manchas de bosque humedo se hicieron demasiado pequefias para contener poblaciones
viables. Actuamente el modelo ha sido ampliado para incluir eventos ocurridos durante €
Terciario, a haberse determinado que las oscilaciones climéticas dirigidas por los ciclos de
Milankovitch (Hays et al., 1976) fueron de magnitud tempora y de amplitud suficientes
para promover la especiacion (Moritz et a., 2000).

Dada la magnitud espacial y temporal del problema de la ictiologia neotropica y la
complgjidad del sistema hidrogeografico, no se puede esperar que una sola hipotesis sea
capaz de dar respuestas congruentes para cada area geografica y para cada grupo de
organismos analizado. ¢Que implica esto para laictiologia neotropical?
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Debido a que los peces de agua dul ce dependen de |as conexiones directas entre las
cuencas para su dispersion y estrategias reproductivas, y dado que la historia de las
interconexiones fluviales reflgja el desarrollo geoldgico subyacente al paisaje ecol dgico, los
analisis de biogeografia histérica permiten establecer inferencias importantes con relacion a
la evolucién bidticay geoldgica de una region (Lundberg, 1993). De hecho, 10s rios ofrecen
una oportunidad particular debido a que establecen subdivisiones de los taxones en
poblaciones discretas y permiten caracterizar la dindmica de dispersiéon a través de una
region y su influencia sobre la diferenciacion geografica a cualquier nivel de organizacion
(Bermingham et al., 1998).

Asi para entender la diversificacion de los peces de agua dulce en € dominio
Neotropical es necesario tener en cuenta la historia natural de formacion y establecimiento
de las cuencas hidrogréficas en e continente Sudamericano. Tres aspectos geol 6gicos
fundamentales deben ser analizados en conjunto: (1) la fragmentacion del supercontinente
Gondwana por deriva continental, (2) la naturaleza dinamica de la historia de formacién de
los drengjes continentales y (3) la formacion de los Andes (Potter, 1997 y Lundberg, 1998).
Eventos que detallaremos a continuacion.

2.2- Historia de la construccion de las cuencas de drenaje
actuales.

La historia de fundacion de las cuencas de drengje actuales abarca desde el
Mesozoico (-245 a -68 millones de afios, aproximadamente) hasta € Cenozoico (-68
millones de afios hasta €l presente). Dicho de otra manera, se inicia antes de la separacion
del supercontinente Gondwana por deriva continental (Potter, 1997).

2.2.1- Fragmentacion De Gondwana

Este evento complegjo (figura n © 5) tendra enorme influencia en la composicién de
laictiofauna sudamericanay sobre su diferenciacion posterior (Lundberg, 1993).
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Figuran© 5.- Deriva continental por efecto
de la tectonica de placas desde hace 225
Millones de afios (Ma). Se puede apreciar
particularmente |a asociacion de larga
duracion entre Africay Américade sur y
lainsularidad estricta del continente
Sudamericano durante casi 90 millones de
anos.

Bioldgicamente esto se traduce por la presencia en ambos continentes (Africa y
América del sur) de varios taxa compartidos. Dipnoos, Polypteridos, Osteoglosomorfos,
Caraciformes, Siluriformes, Cyprinodontiformes, Nandidos, Ciclidos, Galaxidos y
Sinbranquidos (Lundberg, 1993). Sin embargo, en estos diferentes grupos esta historia
compartida se expresa bajo patrones diferentes. Asi por g emplo, entre los ciclidos (figuran
° 6a), los lingjes Neotropicales y Africanos constituyen grupos hermanos monofiléticos
(Farias et a., 2000). Por € contrario, entre los Caraciformes (Figura 6b), tanto los linges
Neotropicales como los lingjes Africanos actual es son en apariencia polifil éticos. De hecho,
aparentemente la elevada tasa de extincion que han sufrido algunos lingjes africanos es
responsable de este patron (Orti et al., 1997).

Antes de iniciarse la separacion y durante gran parte del Paleozoico hasta el Triasico
tardio existieron mares interiores a lo largo del borde occidental de la plataforma
sudamericana, algunos de los cuaes estuvieron directa o indirectamente conectados al
Océano Paeo-Pacifico. Incluso en la parte centra de la plataforma, existieron
probablemente mares interiores de ubicacion cambiante y frecuentemente interrumpidos
por periodos de erosion.
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Aungue se desconoce la configuracion exacta de los sistemas de drengje durante
este periodo, se cree que gran parte de la porcién continental se hallaba bajo un clima érido
y que no debieron existir grandes cursos de agua (Potter, 1997). Sin embargo, existe
evidencia de la formacion de cuatro sistemas de drengje epicontinentales en Sudamérica: €
Parana, € Solim es, e Parnaiba 'y e Amazonas. Tanto € Solim es como e Parana se
desarrollaron sobre una zona de rift durante el Paleozoico -Figuran © 7 (Goldblatt, 1993 y
Potter, 1997).

Figuran® 7.- Inicio de la Separacion de Africay
Sudamérica (aprox.135 Millones de afios). Se
destaca la separacion por Rifting en direccion Sur a
Nortey el Aulacégeno a origen dela
desembocadura actual del Amazonas.

La separacion de Sudamérica y Africa se acompafio de varios eventos
fundamentales. En particular, un aulacogeno (el proceso de rifting involucra tres lineas o
brazos de separacion, de los cuales solo dos constituyen efectivamente la zona de
fragmentacion, e tercero permanece como una cicatriz o aulacogeno) establecié € punto
actual de descarga del Amazonas hacia el Océano Atlantico (Figuran® 7). Por otra parte,
varios eventos de levantamiento de tierra cerca al margen oriental establecieron un patron
de drengje inusual en los Rios de la costa sur-oriental de Brasil (caracterizado por un curso
paralelo alacosta) asi como en los afluentes orientales del Paraguay-Parana (Potter, 1997).
La historia fundamental de la fauna y flora neotropicales tiene entre sus puntos clave €
momento en que € aislamiento del continente sudamericano se completa y acentta por
efecto de la deriva continental, hace cercade 90 millones de afios atrés.

Desde ese momento Ameérica del Sur se convirtio en un continente-isla de
configuracion dinamica complga. Esta masa continental, a diferencia del continente
Africano, mantuvo a grandes rasgos su ubicacion latitudinal, algo que sin duda debid haber
tenido efecto sobre la historia evolutiva de su biota. De hecho uno de los primeros intentos
de explicar la diversidad bioldgica de la Amazonia, la Hipotesis del Museo, sugeria que un
clima tropical estable acompafiado de una baga tasa de extincion sobre una superficie
amplia habria permitido la acumulacion de especies alo largo del tiempo (Richardson et al.,
2001). Esta supuesta estabilidad es improbable a juzgar por |as evidencias actuales agunas
de las cuales se veran en las secciones siguientes. Esta hipétesis a sido ocasionamente
retomada (Lessa et a., 2003).
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A nivel de las cuencas de drengje esta porcién de historia es gobernada por la
alternancia secuencial de cambios en los cursos de los rios (Ruptura de conexiones
antiguas, formacion de nuevas conexiones, cambios en la direccion de los cursos de agua
entre los mas importantes) por efecto ya sea de transgresiones marinas de gran magnitud
pero de influencia cada vez menor, 0 bien por eventos orogénicos ligados a borde de
convergencia entre las placas de Nazcay ladel Continente Sudamericano (Somoza, 1998).

2.2.2.- Primera Transgresion Marina (83-67 Millones De
ARNoS)

En e periodo comprendido entre los 83 y 67 millones de afios antes del presente, se
produjo una transgresion marina masiva tanto al norte como al sur del continente (figuran °©
8).

Figuran © 8.- Primer evento de transgresion marina documentada hacia fines del Cretacico.

?, Conexion con € Pacifico propuesta por Nuttal en 1990
(Modificado de Gayet et al., 2001; Gregory-Wodzicky, 2000; Lundberg, 1998;
Potter, 1997).
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Esta transgresion alcanzo su maximo aproximadamente hace 70 millones de afios.
Desde €l mar Paleo-Caribe y hacia el sur, € océano penetré hasta la region que actualmente
es el norte de la Argentina 'y Chile. Este proceso fue delimitado a occidente por la cadena
proto-andina. Aunque algunos autores sugieren que habria también una conexién con €l
pacifico alaatura del Ecuador (Nuttall,1990; Potter, 1997). La existencia de esta conexion
es todavia incierta (Gayet, 1993, Lundberg, 1998). La mayor parte de los cursos de agua
dulce presentes en e continente por aquel periodo drenaban sus aguas hacia este océano
somero. Un caso particular es el del Amazonas (figuran® 8).

Durante todo este periodo y hasta fines del Mioceno el Amazonas estaba dividido en
dos cuencas separadas gracias €l Arco del Purus. Al este, el Amazonas era un curso de agua
gue drenaba sus aguas hacia e Océano Atlantico y al Oeste, e Rio Solim es-Amazonas
(Algunos autores o denominan SANOZAMA, Amazonas escrito a revés) que descargaba
sus aguas en €l Océano somero mencionado anteriormente. Esta configuracion del drenagje
continental de agua dulce permaneci6 sin cambios hasta hace 8 Ma. Al sur, la transgresion
marina alcanzaba € Sur del Brasil y sureste de Bolivia, cubriendo gran parte de la cuenca
del Paraguay-Parana. Sin embargo, la actual cabecera del Rio Parana generaba un curso de
agua gue liberaba sus aguas hacia € sur. No existe evidencia de conexion alguna entre estos
dos océanos en medio de los cuales y delimitandolos se ubicaba la zona conocida como
Sierras Pampeanas (Gregory-Wodzicki, 2000).

2.2.3.- Regresion Marina entre 67 y 61 millones de afos

A medida que las aguas saladas se retiraban hacia e mar un curso de agua de
direccién Sur-Norte se desarroll6 colectando |as aguas de numerosos afluentes de la region
central del continente y descargandolas en el Mar Caribe (Figuran® 9).

Figura n °© 9.- Restauracion de los cursos
de agua epicontinentales después de la
primera transgresién marina , Paleoceno
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg,
1998; Gregory-Wodzicky,2000)
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La regresiéon de las aguas saladas no fue completa 'y € territorio que actuamente
corresponde a Colombia permaneci6 bajo aguas saladas. Algo similar ocurrié a Sur. Esta
fue probablemente una oportunidad importante de expansion para los peces restringidos al
agua dulce o primarios (Murray, 2001) que debieron haber visto con anterioridad sus
poblaciones fuertemente reducidas y aisladas por efecto de la masiva incursion de agua
salada hacia las zonas continentales.

2.2.4.- Segundo ciclo de transgresion y regresion marina
entre 61 a 43 millones de afios atras

Un segundo proceso de transgresion marina tuvo lugar hace 60 millones de afios
(Figura n © 10). Se traté de un fendmeno de menor extension que la anterior. Este fue sin
embargo, € Uultimo evento que alcanzo la parte de los Andes Centrales. Desde entonces
hasta €l periodo actual, la porcion de terreno actualmente asociado a la Amazonia boliviana
estuvo libre de lainfluencia marina.

Figuran © 10.- Un nuevo evento de
transgresién marina recubre gran parte del
continente Sudamericano afines del
Paleoceno.

(Modificado de Potter, 1997; Lundberg,
1998; Gregory-Wodzicky,2000)
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En los siguientes 20 millones de afios, la influencia marina fue mucho més
restringida a la excepcion de un evento de transgresion en la cuenca del Parana en €
periodo comprendido entre -60Ma y —43Ma (Figura n © 11). Las caracteristicas esenciaes
de este periodo constituyen, en primer lugar el mantenimiento de dos cuencas separadas a
nivel del Amazonas y con direcciones de flujo opuestas. En segundo lugar, €
establecimiento del Proto-Orinoco.

Figuran©®11 .- A lolargo de gran parte del Eoceno, predominan |os sistemas de agua dulce
continentales
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg, 1998; Gregory-Wodzicky,2000)
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2.2.5.- Sistemas Fluvio-Lacustres entre los 43 y los 30
millones de anos.

Durante e Oligoceno temprano, la alternancia de sistemas fluvio-lacustres en el
sistema hidrico que drenaba hacia el Océano Paleo Caribe es |a caracteristica predominante.
Son de fundamental importancia la formacion del Lago Santa Lucia en los Andes centrales
y del Lago Pozo (Figuran© 12) en la Regién Nor-occidental.

Figuran © 12 .- Formaciones fluvio lacustres marcaron e Oligoceno temprano en
Sudamérica
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg, 1998; Gregory-Wodzicky,2000)

Dos eventos son importantes a nivel de los Andes Centrales y ambos tienen relacion
con procesos de levantamiento masivo de la cadena de los Andes y con la deformacion de
la placa continental a ese nivel por efecto de la rotacion relativa de la convergencia de las
placas de Nazca y de Ameérica del Sur. La primera es la pérdida de la influencia de las

Sierras Pampeanas como frontera entre €l Paleo-Amazonas y €l Paleo-Parana con la
aparicion del Arco Michicola.

El segundo se caracteriza por la propagacion o engrosamiento de los Andes hacia el
Este conformando € orocline Boliviano que define hoy en dia €l borde occidental de la
frontera Amazonas-Parand. En este proceso de desplazamiento surge una nueva frontera
Parand Amazonas mas al norte del Michicola, el arco denominado Chapare Buttress.
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2.2.6.-Incremento de la tasa de levantamiento de los
Andes

El periodo contenido entre-30 y —20 Ma. es una de las principal es fases orogénicas a
nivel delos Andes (Figuran® 13).

Figuran©13.- A fines del Oligoceno einicio del Mioceno se produjo e periodo orogénico
més importante en |a historia geolégica del continente Sudamericano.
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg, 1998; Gregory-Wodzicky,2000)

Los Andes alcanzaron entonces la mitad de su elevacion actual. Este evento no solo
afecto @ flujo de agua epicontinental, sino también alteré € patrén de direcciéon de las
corrientes de los vientos estableciendo un cambio climatico fundamental (Gregory-
Wodzicki, 2000). El Altiplano que se habia estado conformando como parte de las planicies
de sedimentacion es incorporado a los Andes (inicio de la construccion del sistema
endorreico del atiplano). El Arco del Chapare Buttress reemplazaa Arco Michicola como
frontera entre las cuencas del Paleo-Amazonas y Paleo-Parana. Pero en la cabecera del
Parana se establece un sistema lacustre importante, €l Lago Petaca. Existen eventos de
transgresion marina pero muy localizadas y de escasa magnitud, particularmente en €
Norte (Colombia-Venezuela) y en la desembocadura Atlantica de la porcion Oriental del
Amazonas.

25



2.2.7.- Sistema Lacustre del Lago Pebas durante €
Mioceno

Entre 20 y 11 millones de afios se forma un extenso sistema lacustre a Norte y
Oeste, €l Lago Pebas (figuran®© 14),.

Figuran ° 14.- El Mioceno ve laformacion de un Sistema Fluvio Lacustre de
magnitud a Norte del continentey el desplazamiento
de las cabeceras de los rios hacia €l Este.
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg, 1998; Gregory-Wodzicky,2000)

Este sistema avanza lentamente hacia € este por efecto del continuo levantamiento
de los Andes. Ese es un evento de gran importancia biogeogréfica, principalmente en
Colombia, Boliviay Sureste del Brasil; Como lo prueban numerosos estudios a cerca de los
mas diversos grupos animales y vegetales (Avise et al, 1998; Jonson et al, 1999; Colinvaux,
et al., 2000; Eizirik et al.2001; Cortes-Ortiz et a., 2003; Lessa et a ., 2003).

Alrededor de los 12 millones de afios y por efecto de un evento tecténico mayor, se
establece un nuevo evento de transgresion marina tanto a norte como al sur. El Lago Pebas
rellena casi la totalidad de la regiéon de la Amazonia central, pero se trata de un sistema
mixto complego, con aguas saladas a salobres hacia € norte y aguas dulces hacia el estey
sur (figuran© 15).
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Figuran ° 15.- Formacion del Lago Pebas
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg, 1998; Gregory-Wodzicky,2000)

La desembocadura oriental del Amazonas también se inunda con agua marina. Se
inicia la Separacion del Orinoco por e surgimiento del Arco Vaupres, y se culmina €
aislamiento del Rio Magdaena. Al Sur el Mar Paraneano alcanza a recubrir toda la porcién
de Bolivia ubicada a Sur del Arco Michicola. Al norte de este cuerpo de agua, se ha
encontrado evidencias de sistemas lacustres sobre el Chapare Buttress (Gregory-
Wodzicki,2000).

2.2.8.- Establecimiento de la configuracion actual delos
Andesy delas cuencasdedrenaje del Orinoco,
Amazonasy Parana (culminacién del Terciario, 10
millones de anos hasta 1l .8 ma.)

Existe una regresion completa de las transgresiones marinas hacia 10-8
millones de afios (figuran© 16).
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Figuran © 16.- Establecimiento actual del Orinoco, Amazonasy Parana.
(Modificado de Potter, 1997; Lundberg, 1998; Gregory-Wodzicky,2000)

Los Andes sufren un nuevo periodo de aceleracion en la tasa de elevacion, 1o que
conduce por un lado a un incremento sucesivo de la sedimentacion en las cuencas fluviales.
Este evento es de fundamental importancia ya que la interaccion de las cuencas de
sedimentacion y los arcos cratonicos determina una serie de cambios en la direccion y
velocidad de los cursos de agua. ES un periodo con innumerables posibilidades de
especiacion aopatrica.

Hacia los 8 millones de afios atras el Orinoco se aisla completamente, la cuenca de
sedimentacion de la Amazonia central comienza a llenarse de agua y sedimentos y con €
tiempo vence la resistencia del Arco del Purus, estableciendo €l patron de drengje actual
paraa Amazonas.

También se reduce la influencia del Chapare Buttress y € Arco Michicola se
convierte nuevamente en la frontera sur del sistema amazonico. En este corto periodo de
tiempo los Andes se levantan entre 2000 y 3500 metros (Gregory-Wodzicki, 2000); marca
también, e establecimiento de la principa sub-cuenca del Amazonas, la cuenca del
Madera, aunque no en su configuracion actual (Potter, 1997; Lundberg, 1998; Rasdnen et
al., 1987; Rasdnen et a., 1990; Réasanen et a., 1992). Se han halado evidencias de
transgresiones marinas a norte de la Argentina en la desembocadura del Parané Paraguay
(Gregory-Wodzicki, 2000). Hace 15 millones de afios, € aislamiento del Altiplano es
definitivo.
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2.2.9.- Periodo Cuaternario (1.8 millones de afos al
presente)

El periodo cuaternario se caracterizd esencialmente por una serie de oscilaciones
climaticas de gran escala. Practicamente ningun evento geoldgico ha tenido impacto sobre
la diversificacion bioldgica durante este corto periodo de tiempo. Aunque existe evidencia
que los Andes contintian en su proceso de elevacion (Rasénen et al., 1987; Rasdnen et al.,
1990; Résdnen et d., 1992), la escala tempora es demasiado corta para poner en evidencia
su efecto.

Probablemente |os eventos climéticos que més han llamado la atencién se refieren a
la alternancia de periodos glaciares e interglaciares durante esta fase (Hays et al., 1976;
Haffer, 1982; Ledru et a., 1996; Paillard, 1998, Zachos et al., 2001.) Estos cambios
climaticos estuvieron a origen de una de las hipotesis propuestas para explicar la
biodiversidad de la Amazonia que més se han analizado y que mas acal oradamente se han
confrontado con las hipotesis aternativas. La Hipotesis de Los Refugios del Pleistoceno
(Haffer, 1982).

2.3.- Configuracion Actual de Américadel Sur.

2.3.1.- Geologia

El continente sudamericano esta conformado en la actualidad en esencia por dos
&reas de materia cristalino de edad Precambrica, los escudos de Guyana y de Brasil
ubicados a norte y nor-este, una extensa cadena montariosa (los Andes) a oeste y en medio
de estos tres elementos, una enorme zona de sedimentacion (figuran®17).
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Figuran© 17.- Geologia General de Américadel Sur, con énfasis en |0s arcos craténicos
(sobrelabase de Résénen et d., 1987; Rasanen et al., 1990; Rasanen, Séller et d., 1992;
Potter, 1998; Lundberg et al, 1998.

Los escudos de Guyana y de Brasil son dos elementos de edad precambrica o
escudos cratonicos. Un escudo cratonico propiamente dicho es un area de corteza
continental que no ha sufrido actividad tecténica ni orogénica por un periodo

geol 6gicamente significativo, 10° a10° afios (Lundberg, 1998 y Potter, 1997).

Bordeando la costa occidental se elevan los Andes. Se extienden por 5000 Km y
alcanzan su mayor ancho (700 Km) en los Andes Centrales de Bolivia. Su surgimiento ha
sido determinado y controlado por la direccion y velocidad de la convergencia entre €
continente y la Placa de Nazca. (Kennan et a., 1995; Lundberg, 1998; Potter, 1997,
Somoza, 1998; Gregory-Wodzicki, 2000; Montgomery et a., 2001). El proceso incluyé
varios eventos de levantamiento sucesivos pero discontinuos y de magnitudes variables,
dando lugar a numerosas oportunidades para la especiacion alopatrica de los diferentes
componentes bi6ticos del continente (Lundberg, 1998; Potter, 1997).
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Finalmente, entre los escudos precambricos y los Andes, se hallan amplias cuencas
de sedimentacion, producto de la deposicion de los sedimentos arrastrados por 1os Rios que
descienden de los Andes pero también del Escudo Brasilero y de Guyana (Potter, 1997).
Estas cuencas de sedimentacion suelen ser interrumpidas y fragmentadas por arcos
estructurales de origen y composicion variados (Rasénen et al., 1987; Rasanen et al., 1990;
Réasanen et al., 1992). Estos arcos constituyen barreras potenciales a flujo de agua. Fueron
y son actualmente, responsables en muchos casos de determinar la direccién y velocidad
del flujo delos Riosy por ende de la diversificacion de la fauna asociada a dichos cursos de
agua como se vera més adelante.

2.3.2.- El rio Amazonasy sustributarios.

El continente sudamericano presenta cuatro cuencas hidrogréficas principales de
norteasur (figuran® 18):

Figuran © 18.-Principales cuencas hidrogréficas actuales de Américadel Sur
(En base a Lundberg,1998 y Potter, 1997)
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la cuenca del Orinoco (830 000 Km2) que abarca gran parte de Venezuela y
Colombig;

la cuenca del Amazonas (7 050 000Kmz2), que abarca €l Norte y centro de Brasil,
asi como fragmentos del Norte de Boliviay Per(, del Sur-Este de Ecuador, Sur de

Venezuela Colombiay las Guyanas;

la cuenca del Paraguay-Parana (4 000 000 Km2) incluyendo al Norte de Argentina,
gran parte del Paraguay, Sur y Sur-Este de Boliviay Sur del Brasil;

la Cuenca endorreica del Altiplano Boliviano y Peruano (3810 m.s.n.m.), que
incluye al Lago Titicaca, e Rio Desaguadero, € Lago Popoo, varios pequefios
afluentesy otros lagos de altura (10 000Km?2).

Existen también una serie de cuencas de menor superficie e importancia.

El Rio Amazonas tiene un recorrido estimado entre 6 500m y 6 800m (Figura n ©
19). Nace a 5328 m.s.n.m. en € nevado Mismi (Departamento de Arequipa, Pert) como
Rio Carhuasanta con una direccion de desplazamiento hacia €l norte, recolectando aguas de
tributarios menores y adquiriendo en su recorrido varios nombres (Apurimac, Ene, Tambo)
hasta convertirse en e Rio Ucayali. A la dtura de la ciudad Peruana de Iquitos € curso
cambia hacia € este, ingresando en territorio Brasilero donde adquiere € nombre de

Solim es.
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Antes de convertirse en el Rio Amazonas, € Solimdes colecta las aguas de los
principales tributarios occidentales, respectivamente: Putumayo-lga, Cagueta-Japura,
Negro-Blanco a Norte; Jurua, Purusy Madera, al Sur. En laregion Oriental, los principales
tributarios son: Trombetas, Tapgjos y Xingu. Siempre desplazandose hacia € Este, €
Amazonas desemboca sobre € Océano Atlantico en un amplio delta a los 0° de Latitud -
Figuran® 20 (Goulding et al., 2003)

Aparte de la cuenca central del Rio Amazonas, |a cuenca incluye esencialmente 13
subcuencas tributarias (Tablan © 2, Figuran © 20), siendo la principal la del Madera con
una cobertura de 20.1% de la superficie total de la cuenca amazoénicay que es responsable
de aproximadamente el 25% de la descarga de agua sobre el Amazonas (Goulding et al.,
2003)

Tablan © 2 .- Superficie de cobertura de los principal es tributarios del Amazonas
(Tomado de Goulding et al., 2003)




Figuran ° 20.- Representacion de las trece &reas tributarias de la cuenca Amazonica
(tomado de Goulding et a., 2003)

2.3.- Conclusion.

La diversificacion de la fauna amazonica es un area de estudio ain en nacimiento.
Ninguna de las hipbtesis propuestas ha dado todavia respuestas significativas mas que para
algunos grupos muy restringidos. En todo caso, la cuenca hidrogréafica amazénica sin duda
alguna ha sufrido numerosas perturbaciones en el transcurso de las eras geoldgicas. Parte de
la informacidon presentada en este trabgo se hala resumida en e siguiente cuadro

recapitulativo (Tablan® 3).
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CAPITULO TERCERO:
METODOLOGIA

3.1.- Areade estudio

El presente estudio se enfoco en la zona del Madera (figura n © 21a) y de manera méas
precisa en la porcion boliviana de la Cuenca del Madera (figuras 21b y c), provincia
biogeograficadel Acre-Madre de Dios segun Navarro y Maldonado (2002).

Figuran © 21.- Cuenca Hidrogréfica del Madera destacando la porcion del Alto Madera
(a) Cuencadel Madera, (b) Subcuenca ddl Rio Beni, (c) Subcuencadel Rio Mamoré; En
negro, Rios Madre de Dios y Beni; en verde, Rio Guaporé; en Azul, Rio Mamoreé.

Abarcando una superficie de 1 380 000 Km2, &l Valle del Madera cubre de manera
aproximada un 20% de la Cuenca del Amazonas. Mas del 50% de su extension se halla
dentro de territorio Boliviano (Alto Madera), donde drena las vertientes de los Andes, la
vertiente occidental del Escudo Brasilero y las planicies amazonicas. El Valle del Madera
no solamente es la mayor cuenca tributaria del Amazonas con 25% del volumen de la
descarga de agua anual (31,200 m3s™), sino también la de mayor complejidad (Guyot et
al., 1999; Goulding et al., 2003).
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Las nacientes se hallan ubicadas en |a parte andina mas al sur de la Amazonia, en €l
occidente boliviano y en el Escudo Brasilero. El promedio de precipitacion es de entre
1 000 y 1 500 mm aunque en algunas zonas del pie de monte andino, puede llegar a los
5 000 6 10 000 mm, en zonas muy estrechas y de fuertes pendientes. Este patron genera
rios muy rapidos, turbios en época de lluvias y con oscilaciones en su profundidad de entre
5a7 metros.

Las zonas de inundacion mas grandes (180 000Km2) se hallan en la region de los
Llanos de Mojos, en la parte central del departamento del Beni, la mayor parte de las cuaes
no sobrepasan una altitud de 300 m.s.n.m.. Los cursos de los principales tributarios son
muy inestables, llegando a cambiar completamente en periodos de unos 100 afios. Son
frecuentes las lagunas en forma de herradura donde los procesos de especiacion aopatrica
podrian ser importantes.

Goulding et al. (2003) distinguen dos cuencas La cuenca del Rio Beni (Figura n ©21b)
con sus principales afluentes, € Rio Beni y € Rio Madre de Diosy la Cuenca del Securé o
Mamoré (Figura n °21c) con sus principales afluentes, € Rio Securé o Mamoré y e Rio
Itenez 0 Guaporé.

Las muestras empleadas en el presente estudio corresponden a las dos subcuencas
del Madera ubicadas en territorio boliviano (Alto Madera), tanto de los Rios Manuripi
(afluente del Madre de Dios, figura 22), Mamoré y Guaporé. Al mismo tiempo, se
utilizaron muestras provenientes del Ucayali (Pert)) como grupos geogréficos externos asi
como algunas secuencias tomadas de Genbank, y originarias del Rio Solim es (Amazonia
Central, Brasil).

-

®? -
0@

Figuran ° 22 .- Origen geogréfico de las muestras empleadas en € presente estudio
(1,Ucaydli; 2, Solim es; 3, Alto Madera; A, Manuripi; B, Mamorég; C, Guaporeé)
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3.2.- Especies.

Se analizaron muestras de siete especies, incluyendo, por cada especie, una muestra
de origen geogréfico externo a la Amazonia Boliviana, y tres muestra por cada uno de los
rios principales, es decir: Manuripi en la cuenca del Rio Beni, Guaporé y Mamoré en la
cuenca del Mamoré. Las siete especies en estudio corresponden a tres familias diferentes y
muestran variantes importantes en cuanto a sus rasgos de vida. Las especies en estudio se
presentan en |os cuadros sinopticos siguientes (www.FishBase.org; www.itis.usda.gov).
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Los rasgos caracteristicos de la biologia de | as siete especies se sintetizan en la
siguiente tabla resumen:

Tablan ° 4.- Rasgos de vida caracteristicos de | as siete especies de peces involucradas en
el presente estudio.

3.3.- Colectay preservacion

Las muestras fueron colectadas por e proyecto “Interaccion-Genoma-Poblacién-
Medio Ambiente en peces de la Amazonia Boliviana’ en €l periodo comprendido entre los
anos 2000-2002. Las colectas se efectuaron mediante redes agalleras de entre 50 y 110 mm
para las especies de caracidos y de pimelodidos. La colecta de especimenes de Cichla
monoculus y Astronotus crassipinis se efectué mediante pesca con lineay zagalla.

Se cuenta con replicas de tglido muscular de las muestras conservado en etanol

absoluto en los laboratorios del Instituto de Biologia Molecular y Biotecnologia (UM SA-La
Paz-Bolivia).
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3.4.- Técnicasdelaboratorio

3.4.1.- Extraccion y purificacion

Serealiz0 la extraccion del material genético total (DNA cromosomal y DNA
mitocondrial) por medio del Kit QIAGEN DNeasy ™ Tissue Kit 250 .

3.4.2.- Amplificacion por PCR y secuenciacion

Amplificacion por PCR: Se restringio €l andlisis a la regién de control mitocondrial
(Dloop) amplificada por PCR bajo condiciones estandar (1.5mM MgCl, 0.2mM

dNTP's, 20pmoles de cada cebador) con un exceso (0.10 unidades/m) de Tag DNA
polimerasa (Promega®) en un termociclador Hybaid®. Se realizaron 30 ciclos de
amplificacion sobre la base del perfil siguiente : 2 minutos a95° C, unavez; 1 minuto a
95° C, 1 minuto a60° C, 1 minuto 30 segundos a 72° C, por 30 repeticiones; 5 minutos a
72° C, una vez. Los cebadores empleados fueron DL20R y DL20F disefiados por
Agnése,J.F. (Com.pers.; datos no publicados) y e par HN20 - LN20. El fragmento de
amplificacion tiene tamarfios que varian segun las especies entre 1000 y 1200 pares de
bases. La calidad de los productos de amplificacion (banda Unica y evidente) y su
tamano fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa a 1.0% en tampdn TBE,
empleando como estandar de peso molecular € Marcador SmartLadder Small
Fragment (Escalera de 100 bp)

Secuenciacion: Las muestras, diluidas en etanol absoluto conteniendo 0.5mM Acetato
de Amonio fueron transportadas a Laboratorio Genome, Population, Interactions,
Adaptations en la Universidad de Montpellier-1l (GPIA/UM-I11, Director, Dr.Frangois
Bonhomme). Un primer grupo de muestras fue secuenciado en este laboratorio como un
ensayo preliminar. Un segundo grupo fue encaminado a la compafia de secuenciacion
Genome Express (Grenoble, Francid). En ambos casos las secuencias se obtuvieron
por secuenciacion automatica empleando e método de dideoxinucledtidos. Se
emplearon en este caso |os cebadores DL20F et DL20R.

3.5.- Andlisisdelos datos

3.5.1.- Edicidn y alineacion de las secuencias

El andlisis filogeografico de las secuencias requiere no solamente el trabgjar con
mol éculas homologas (en este caso las secuencias de DNA de laregién de control-D Loop)
sino ademas que los caracteres (los nucledtidos) presenten una homologia de posicion: los
nucledtidos observados en una determinada posicion entre diferentes secuencias deben ser
descendientes directos de un nucledtido ubicado en la misma posicién en una secuencia
ancestral. Para lograr esto por 1o general se deben introducir en las secuencias eventos de
insercion y remocion nucleotidicas para incrementar la verosimilitud de que los nuclettidos
en una posicion determinada sean en efecto homologos. Este proceso es denominado
alineacion.



Las secuencias obtenidas fueron aineadas manuamente empleando e editor de
secuencias GeneDoc (Nicholas,K.B. et a.,1997). En este proceso se utilizé como criterio de
alineamiento la mayor probabilidad de tener eventos de transicion (reemplazo de purinas
por purinas o de pirimidinas por pirimidinas) que eventos de transversion (Reemplazo de
purinas por pirimidinas y viceversa), incluyéndose la menor cantidad posible de inserciones
y deleciones (indels). Los parametros generales como composicion de bases, nimero de
sitios variables, sitios informativos para parsimonia, recuento de transiciones, recuento de
Transversiones, Tasa Transicién/Transversion (k) se evaluaron mediante € programa
MEGA version 2.1 (Kumar, Tamura et al., 2001 ). Las distancias genéticas entre las
secuencias fueron evaluadas por e método de “Dos Parametros de Kimura’ donde las
substituciones de transicion y de transversion ocurren con tasas diferentes pero las
frecuencias de las bases permanecen iguales (Hillis et a. (Eds.) 1996).

La naturaleza de |os productos secuenciados fue evaluada realizando on-line mediante
un andlisis de comparacion Nucleotide Blast sobre la base de datos Genbank. Se
identificaron de dicha manera secuencias de la region DLoop en otras especies de peces,
sobre la base de las cuales se identificaron manuamente regiones conservadas de
homol ogia, |as Ilamadas Conserved Sequence Box (CSB) (tablan © 5) por comparacion con
secuencias publicadas.

Tablan °5 .- Comparacion de los e ementos de | as secuencias conservadas del DNA
mitocondrial entre varias especies de peces (modificado de Nesbg et al. 1998)

La manera usua de expresar las diferencias en la composicion de bases es la
comparacion entre la frecuencias de nuclettidos [G + C] y [A + T]. Este componente esta
relacionado con e mecanismo subyacente de evolucién molecular de las secuencias. Asi
por giemplo la regiéon de control mitocondrial tiene ciertas restricciones funcionales que
favorecen una composiciéon [A + T] elevada. Por otra parte las secuencias conservadas
estan relacionadas con €l inicio o finalizacion de lareplicacion y en ello su composicion [G
+ C] es determinante. Por otra parte en los andlisis filogenéticos € andlisis de la
composicion nucleotidica puede ayudar a mejorar la calidad de la inferencia filogenética
permitiendo incrementar la complegiidad del modelo empleado ( Li, 1997 y Page et 4.,
1998). Decidimos incorporar € andlisis de composicion G+C como parte de la descripcion
de las secuencias establecidas en €l presente estudio.
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3.5.2.- Analisisfilogenéticos

3.5.2.1.- Medidas de distancia genética y Analisis de
saturacion

El model o de sustitucion nucleotidica “Dos Pardmetros de Kimura’ (K2P) incorpora
la observacion de la tasa de acumulacion de transiciones por sitio (a) es diferente de latasa
de acumulacién de las transversiones (b), dando como valor total de la tasa de
substituciones por sitio de a + 2b (por cada nucledtido hay tres posibles cambios, uno de
ellos es una transicion mientras que dos son transversiones). La tasa de transicion :
transversion se representa por lo general con laletrakappa (k).

La relacion entre e nimero de diferencias nucleotidicas y e tiempo transcurrido
desde su divergencia no es linea sino que disminuye debido a la ocurrencia multiple de
substituciones nucleoctidicas en e mismo sitio. A medida que mas substituciones se
acumulan entre dos secuencias la probabilidad de que un sitio haya cambiado dos 0 méas
veces se incrementa. Como resultado, las substituciones mas recientes tienen poco o ningun
impacto en & numero total de diferencias entre las secuencias: se dice que las secuencias
han alcanzado la saturacion.

Se han utilizado dos métodos filogenéticos para establecer las genealogias : € método
de “Unweighted pair group meted with arithmetic means’” (UPGMA) y e método de
maxima parsimonia (MP). Se utiliz0 también e método de Méaxima Verosimilitud (
Maximum Likelihood). Pero solo se presentardn los resultados de los dos primeros
métodos.

El méodo UPGMA es uno de los pocos métodos de construccion de arboles que
produce un &rbol ultramétrico. Un &rbol ultramétrico es un caso particular de arbol aditivo
(un arbol aditivo contiene valores asociados a la longitud de las ramas que corresponden a
algun atributo de las secuencias, como por gemplo la cantidad de cambio evolutivo), en
este caso, todas las ramas terminales son equidistantes de la raiz, 1o que es equivaente a
utilizar un reloj molecular (Swofford et al., 1996, Page et a., 1998).

La Parsmonia Méxima consiste en encontrar é o los arboles que minimizan el
nimero de eventos evolutivos (transformaciones de una caracter en otro) que se requieren
para explicar un grupo de secuencias. Este analisis emplea la informacion contenida en €l
estado de los sitios (nulcedtidos variables) y no asi las distancias genéticas (UPGMA). En
este Ultimo caso, se empled e agoritmo de Wagner en € cua los eventos de aparicion y
desaparicion de un carécter tienen la misma probabilidad de ocurrir. Latopologia del arbol
consenso representa los nudos encontrados mayormente en los diferentes &boles de
parsimonia equivalentes (Swofford et al., 1996).

En todos los casos se empled e método de bootstraping para dar una estimacion de la
confiabilidad de la topologia. El bootstraping realiza una serie de pseudoreplicas de la
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matriz de secuencias por muestreo con reemplazo de los nuclebtidos originales (en este
caso 1000 replicas) a partir de las cuales se establece un igual niUmero de arboles que son
comparados entre si. Las bifurcaciones que se presentan en mas de un 50% en el conjunto
de todos los érboles se consideran como confiables (Page et al., 1998).

Se establecieron los arboles de los diferentes haplotipos observados mediante los
métodos filogenéticos de UPGMA mediante el paguete informatico MEGA version 2.1
(Kumar et a., 2001 ) y de Parsimonia Maxima mediante €l paquete informatico PHYLIP
3.6 a-3 (Felsenstein, 2002). En este ultimo caso se emplearon, e componente SEQBOOT,
el componente DNAPARS, y CONSENSE para lograr € érbol consenso por laregla de la
mayoria (Majority Concensus Tree), asi como & componente RETREE.

3.5.2.2.- Pruebas de Neutralidad.

Varias pruebas estadisticas se han desarrollado para examinar si los patrones de
polimorfismo son consistentes con las predicciones de la Teoria Neutral. Dichas medidas
generalmente se basan en las relaciones entre los diferentes estimadores de la diversidad
dentro y entre las poblaciones. Cuando se trabaja con un solo locus se han desarrollado en
particular dos pruebas estadisticas: El Test de Tgjima (1989) y € Test de Fuy Li (1997).

El estadistico de Tajima se utiliza ampliamente para examinar la distribucién del
polimorfismo intraespecifico. Se basa en la estimacion de la relacion entre dos estadisticos
aproximados del parametro poblacional theta ( = 2M , con M = 2N para poblaciones
diploidesy M = N para poblaciones haploides de nimero poblacional efectivo N y donde
es la tasa de mutacion) que puede ser calculado a partir del nUmero de sitios con por lo
menos dos variables en n secuencias, o sitios de segregacion S 'y la diversidad nucleotidica
p (promedio de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias) en una muestra de
secuencias de una poblacion panmictica. La diferencia entre estos dos estimadores (D =

pP- <)Y suvarianza ofrece una prueba de la neutralidad. El test de Tajima se basa en el

modelo de sitios infinitos sin recombinacion que es apropiado para secuencias cortas de
DNA vy para haplotipos de RFLP. Los valores significativos de D pueden deberse a factores
diferentes de efectos selectivos, como la expansion poblacional, los “cuellos de botella”
(bottleneck) o la heterogeneidad en las tasas de mutacion, (Gerber, Loggins et al., 2001;
Kumar, Tamuraet a., 2001).

En el Test Fsde Fuy Li se evallala probabilidad de observar un muestra neutral al
azar con un numero de alelos similares 0 menores a valor observado dado € nimero de
diferencias por pares, empleandolo como un estimador de . Fu (1997) también noto que €
estadistico Fs era muy sensible a eventos de expansion poblacional, Ilevando por lo general
avalores negativos de Fs. El estadistico Fs se debe considerar como significativo a 5% si €
valor P se halla entre 0.02 y 0.05, aunque los motivos para ello sean todavia poco claros.
Ambas pruebas de neutralidad fueron evaluados mediante el paguete estadistico Mega2.1
(Kumar et a., 2001)
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3.5.2.3.-Reloj Molecular:

La hipétesis de un reloj molecular (Zuckerkandl et al., 1962; Margoliash, 1963;
Zuckerkandl et a., 1965 citados en Ayala, 1997) argumenta que las macromoléculas
informativas (proteinas y &cidos nucléicos) evolucionan con tasas que son constantes en el
tiempo y para lingjes diferentes. La teoria de Kimura sobre la neutralidad de la evolucion
molecular da una formulacién matemética para la hipétesis del reloj molecular. Nuevos
alelos surgen en una especie por mutacion. Si alelos alternativos son neutrales respecto ala
seleccion natural (no modifican la eficiencia de los portadores) sus frecuencias solo
cambiaran por medio de errores de muestreo accidentales de una generacion a otra (deriva
genética).De acuerdo a la teoria neutralista es razonable asumir que la tasa de mutacion
neutral para una secuencia permanecera constante en e tiempo evolutivo, funcionando
como un reloj molecular. No se trata de un reloj metrondmico, en vez de ello, la evolucion
molecular es un reloj estocastico. La probabilidad de cambio es constante y cierta
variabilidad es posible. En largos periodos de tiempo, un reloj estocastico puede ser muy
exacto (Ayaa, 1997).

Sobre la base de |0 mencionado anteriormente en todos |os casos, se empled un reloj
molecular general calibrado para peces en 1.3% por cada millén de afios (Bermingham et
al. 1997), para datar la separaciéon de la especie en estudio con otra especie
filogenéticamente proxima. Para los ciclidos se empled € reloj molecular propuesto por
Volckaert et a. (2002) de 6 a 7 % por cada millon de afios. Para ofrecer un estimado de la
edad aproximada de los varios nodos interiores que corresponden a CLADES
significativos, empleamos un reloj molecular basado en las tasa relativas de cambio que
ocurrieron entre varios haplotipos. Utilizamos esta medida ya que la informacion es
limitada a cerca de la tasa de mutacion del DNA mitocondrial en las especies estudiadas.
Todos nuestros estimados de edad estédn sujetos a modificaciones sobre la base de la
obtencion posterior de evidencias adicionales. Para ello se requiere establecer las longitudes
de las ramas en los andlisis de parsimonia desde la raiz hasta las ramas terminales. Por
giemplo, s un nodo A tiene una edad hipotética, podemos estimar la edad del siguiente
nodo mas cercano (X) a través de la siguiente ecuacion y las distancias (di) a cada rama
termina i :

Tiempo X promedio Sd, +d,...hastaX
TiempoA~  (promedio Sd, +d, ...hasta X) + d(A aX)

Esta estrategia se sigui6 para avanzar alo largo del filograma obteniendo las edades
de los nodos basales primero, para luego acceder a los nodos terminales (Collins et a.,
2000).
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CAPITULO CUARTO:
RESULTADOS

Se obtuvieron 61 secuencias de la region no-codificante del DNA mitocondrial
(tabla n ° 6). Cuarenta y siete de dichas secuencias contenian la totalidad de la secuencia
Dloop a juzgar por los resultados de apareamiento automético (Blast) con secuencias
publicadas en Genbank y por el andisis de las secuencias conservadas (CSB-D, CSB-1, 2
y 3). Once secuencias, correspondientes a las especies C. monoculus y A. crassipinis
(Cichlidae) solo mostraron la porciéon 5° de la region analizada. Se trata en principio de la
porcion mas variable.

La secuenciacion se redizé en dos etapas. En una primera etapa redizada en €
laboratorio Genoma, Poblacion, Interacciones de la Universidad de Montpellier 11
(Francia), se obtuvieron 2 secuencias de cada especie por secuenciacion automética con
cebadores fluorescentes (HN 20 y LN20). Esta etapa nos Permitio establecer la estrategia
de secuenciacion para las muestras restantes. En particular se determind emplear los
cebadores DL20F y DL20R cuyas secuencias fueron facilitadas por € Dr. Francois Agnése
(GPI-UMII) para la amplificacion y secuenciacion de las muestras restantes. Se obtuvieron
fragmentos de tamafios comprendidos entre 1154 y 1441 pares de bases (Figura n © 23):
Posteriormente los productos de amplificacion fueron  enviados a la empresa
GenomeExpress (Grenoble, Francia) para su secuenciacion automatica.

Con las secuencias obtenidas se efectué una busgueda Blast en Genbank con la
finalidad de confirmar la naturaleza del producto y encontrar secuencias publicadas paralas
especies involucradas en €l estudio o especies emparentadas. Finalmente se incluyeron tres
de dichas secuencias (Genbank, cddigos de acceso: AF283953, AF283958, AF283963).
Todas ellas provenientes del Rio Solim es en el Brasil. La busqueda de dichas secuencias
tenia la finalidad de poder comparar las secuencias de la cuenca de estudio con otras
localidades en América del sur y por otra parte facilitar €l trabagjo de alineamiento de las
secuencias encontradas, requisito fundamental para poder realizar los andlisis filogenéticos
posteriores.

La obtencién de las secuencias D-loop para siete especies empleando un par Unico
de cebadores constituye un aspecto importante en € presente estudio, aunque la
secuenciacion de las muestras de Astronotus crassipinis no fue totalmente exitosa, se
obtuvieron solo dos secuencias parcidles. Otro aspecto importante es que se trata de
especies que o han sido muy poco estudiadas hasta ahora. Las Unicas secuencias publicadas
en Genbank corresponden a secuencias correspondientes a C. macropomum, P. nattereri y
P. brachypomus del Rio Solimdes, de las cuales tomamos tres para € presente estudio.
Ninguna de las otras cuatro especies tiene secuencia alguna en la base de datos. Del mismo
modo, se trata de una zona geografica que ha sido muy poco frecuentemente incluida en
estudios de andlisis genético- poblacionales con peces.
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Tablan © 6.- Secuencias de lareqgién de control mitocondriaincluidas en € presente
estudio
(fuente 2, Genbank, *AF283953, **AF283958, *** AF283963; fuente 1, e presente
estudio,).
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Figuran © 23.- Producto de amplificacion de laregion de control paralas siete especies del
presente estudio.
1. Pseudoplatystoma fasciatum (1228bp) ;
2. Piaractus brachypomus (1376bp);
3. Astronotus crassipinis (1177bp);
4. Colossoma macropomum (1361bp);
5. Pseudoplatystoma tigrinum (1228bp) ;
6. Pygocentrus nattereri (1361bp) ;
7. Cichla monoculus (1154bp);
PM marcador de peso molecular “100bp Ladder”.

4.1.- Caracterizacion delas secuencias.

Las secuencias obtenidas (anexos 1 a 7) corresponden a secuencias completas 'y o
parciales de la region de control mitocondrial de acuerdo a las busguedas Blast efectuadas
en GenBank.

Las secuencias de P. fasciatum, P. tigrinum, P. nattereri, P. brachypomus y C.
macropomum incluyen la secuencia completa de la region de control (D-Loop) pero
ademés una porcion reconocible como parte del tRNA de la Threonina, y € tRNA de la
Prolinaen el extremo 5', junto a tRNA de la Fenilalaninay una porcion del RNA 12Sen €
extremo 3'. Para establecer esto se emplearon secuencias publicadas en GenBank. De
hecho también se han podido identificar secuencias conservadas caracteristicas de laregion
de control mitocondrial. Las secuencias de dichos fragmentos para cada una de las especies,
con la excepcion de Astronotus crassipinis se presentan en latablan 7.

Se puede apreciar que dichas secuencias son en general bastante similares dentro de
un mismo grupo (familias), sin embargo, diferencian cada especie. Entre ellas, la porcién
CSB-D eslade mayor conservacion entre todas | as especies

Los resultados siguientes representan andlisis llevados a cabo exclusivamente sobre la
region Dloop.
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4.2.- Composici n

Las secuencias obtenidas se caracterizan por una composici n de bases promedio
(tablan €8 Y Figuran €24) donde se observa una frecuencia mayor de bases Adenina 'y
Timina (31.77% y 31.24% respectivamente), en particular con respecto a la Guanina
(15.31%). Con la excepci n de las secuencias de Cichla monoculus y Astronotus
crassipinis, las secuencias de las dem s especies parecen ser equivaentes respecto a la
composici n nucleot dica, algo que debe confirmarse mediante otros an lisis estad sticos.

Tablan é8.- Composici n nucleot dica promedio de |as secuencias obtenidas.

Figuran é24 .- Composici n nucleot dica promedio de |as secuencias obtenidas en €
presente estudio (barras de error equivalentes a2 SD).

53



Si evaluamos estad sticamente los promedios de composici n G + C % (Tablan €8
y figura n & 25), podemos apreciar que con excepci n de las secuencias de Cichla
monoculus y Astronotus crassipinis (Cichlidag), las secuencias muestran un porcentgje G +
C % entre 36.55% (P. brachypomus) y 39.7% (P. nattereri) con errores est ndar de hasta
0.473. En apariencialos promedios de composici n's |o permiten diferenciar dentro de las
secuencias de Serrasalminos a P. nattereri. Por otra parte, las secuencias de los dos
c clidos se distinguen claramente de las anteriores a presentar valores de G+C % inferiores
( 33.31% para C. monoculus 'y 34.28% para A. crassipinis) y con errores est ndar cercanos
alaunidad (0.904 y 0.715).

Figuran é25.-
Composici n
nucleot dica
promedio (% G+C)
de las siete especies
estudiadas (barras de
error 2SD)

Para comprobar dichas afirmaciones procedimos a redlizar un an lisis de varianzas
(ANOVA) sin tener en cuenta las secuencias de los ¢ clidos. Primero serealiz  una prueba
de Levene para testar la hip tesis nula de “homogeneidad de las varianzas’, que es un
requisito para llevar a cabo el an lisis de varianza. La prueba de Levene condujo a una
aceptaci n a 99% de la hip tesis homogeneidad de las varianzas. Podemos por o tanto
proceder al ANOVA (tablan €9).



Tablan é 9 .- ANOVA paralacomparaci n delos promedios de composici NG+ C %
entre las secuencias de | as siete especies en estudio

Las medias no son iguales entre las diferentes especies (F = 18.714, P<0.001).
Empleando un test HSD de Tukey se puede establecer que de acuerdo a las medias de
composici n G+C % , con una confiabilidad del 99%, |as secuencias de P.nattereri difieren
significativamente de las secuencias restantes. Con una confiabilidad del 95% tambi n hay
diferencias significativas entre la composici n G+C % se las secuencias de Colossoma
macropomumyy Piaractus brachypomus.

En resumen, podemos mencionar que las secuencias de las dos especies de la
familia Cichlidae han tenido una historia evolutiva particular diferente de la de las dem s
especies estudiadas. Entre las secuencias de la sub-familia Serrasalminae, P.nattereri
demuestra haber seguido un camino evolutivo diferente a de las secuencias de | as otras dos
especies de la sub-familia. A un nivel de confianza del 95%, tambi n se puede diferenciar
estas Itimasdos.

4.3- Tratamiento de datos

4.3.1.- Distancias genéticas

Las tablas siguientes (Tabla n €10 a tabla n €24) presentan las distancias gen ticas
evaluadas mediante e m todo de Dos Par metros de Kimura (K2P) para las especies en
estudio, mientras que los rboles UPGMA ilustran los patrones de divergencia puestos en
evidencia por dichas distancias gen ticas. Todos los valores de error est ndar (en las tablas
entre corchetes), se obtuvieron por bootstraping con 1000 r plicas.

4.3.1.1.- Colossoma macropomum.

Las secuencias de Colossoma macropomum provenientes del Alto Madera (tablan é
10, figuran €26) difieren entre s en un promedio de 1.89% + 0.42%. Dentro de cadar o,
la divergencia promedio es del 0.3 % + 0.18% dentro del Mamor , 1.38% £ 0.27% dentro
del Guapor y 3.84% + 0.44% en el Manuripi. La mayor divergencia entre los haplotipos
se produce entre e r o Manuripi y los r os Guapor 2.33%+0.28% y Mamor 2.21%
+ 0.26%, mientras que la comparaci n entre los haplotipos del Guapor y € Mamor
arrojan una divergencia del 0.92% = 0.18%. Es decir que e Manuripi es por una parte la
cuenca con mayor polimorfismo pero a mismo tiempo es aquella que difiere m s de los
otras dos cuencas.
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Al comparar los haplotipos bolivianos en conjunto con las muestras y secuencias
provenientes de las dos cuencas externas a Alto Madera (Ucayali y Amazon a Central) se
puede evidenciar lo siguiente: La divergencia promedio entre el Alto Maderay e Ucayali
es del 2.00% = 0.40%, mientras que entre e Alto Maderay la Amazon a Central es del
1.90% + 0.40% y entre el Ucayali y la Amazon a central es de 1.90% = 0.30%. Estas
divergencias son equivalentes a la divergencia promedio dentro del Alto Madera. Podemos
suponer entonces gque se trata de unamismapoblaci n (Tablan é11)

Tablan é10.- Distancias gen ticas K2P entre haplotipos de C. macropomum provenientes
del Alto Madera[Error est ndar]

El an lisis de UPGMA (figuran €26 )sin embargo nos demuestra que existe dentro
de esta poblaci n varios subgrupos apoyados por valores fuertes de bootstrap. A la
excepci n de un grupo de haplotipos restringido a Alto Madera (Bootstrap 84%), los
dem s haplotipos no presentan una relaci n congruente con la geograf a haplotipos
provenientes de |la amazon a central se hallan frecuentemente asociados con haplotipos del
Alto Madera, o mismo ocurre con € nico haplotipo del Ucayali.
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Figura n €26.- Arbol UPGMA ilustrando la divergencia entre haplotipos de diversos
or genes geogr_ficos C. macropomum

Tablan é11.- Distancias gen ticas K2P entre C. macropomum, P. brachypomusy
P. nattereri respectivamente [ Error est ndar]

4.3.1.2.- Piaractus brachypomus.

En € caso de P. brachypomus (Tabla n € 12), la divergencia promedio entre los
haplotipos del Alto Madera es del 1.82% =+ 0.41%. De la comparaci n intra-cuencas se
tiene que la cuenca m s variable es la del Guapor (1.22% * 0.27%) seguida por la del
Mamor (0.90% = 0.27%), Pero se debe tener en cuenta que solo se tiene una muestra del
Manuripi. De hecho, entre las cuencas la mayor divergencia se presenta en las
comparaciones entre e Manuripi y las otras dos (3.80% * 0.54%y 3.73 £ 0.55%, con €
Guapor y e Mamor respectivamente). Entre Mamor y Guapor la divergencia es del
1.26% + 0.25%.
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En lo que se refiere ala comparaci n por pares (Tablan €13, figuran €27) con las
cuencas externas (Ucayadli, 1.34% + 0.37% y del Solimdes, 1.48% + 0.39%), dichas
divergencias no son superiores a las divergencias obtenidas dentro del Alto Madera (Tabla
n &12), justificando su inclusi n enlos an lisisfilogeogr ficos. De hecho, en este caso las
secuencias del Manuripi divergen m s del resto de las secuencias que las muestras externas
(Ucayali y Solimdes) respecto alos haplotipos del Alto Madera.

En relaci n con los otros car cidos empleados en e presente estudio, C.
brachypomus tiene valores de divergenciade 13.25 + 1.21 respecto a C. macropomum del

Alto Madera y del Solimbes tomados en conjunto, 21.06% X  1.63% respecto a C.
macropomumdel Ucayali y 25.56% + 1.89% respecto a P. nattereri (Tablan &14).

Tablan é12.- Distancias gen ticas entre |os haplotipos de P. brachypomus provenientes
del Alto Madera [Error est ndar]

Figuran €27.- Arbol UPGMA poniendo en evidenciala divergencia entre los diferentes
hapl otipos de P. brachypomus.
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Tablan é13.- Distancias gen ticas que separan las |os haplotipos del Alto Maderade los
provenientes del R o Solimdesy Ucayali
[Error est ndar]

Tablan é14.- Divergenciaentre las secuencias de laregi n Dloop de P. brachypomusy las
secuencias de C. macropomumy P. nattereri
[Error est ndar]

4.3.1.3.- Pygocentrus nattereri

La divergencia de las muestras provenientes del Alto Madera es muy baja (Tablan é
15y figuran €28). Se presentan con un promedio de 0.13% * 0.12% , con m ximos de
0.20%. Agrupadas por cuenca, la divergencia dentro del Manuripi y del Guapor son
equivalentes (0.13% *+ 0.09%) y esnulaen el Mamor . Al comparar |las cuencas entre s
la mayor divergencia se obtiene al comparar las secuencias del Mamor con las de las otras
dos cuencas 0.17% * 0.04% en ambos casos. La divergencia entre el Manuripi y €
Guapor es menor, 0.07% = 0.04%. Ladivergencia entre los haplotipos del Alto Maderay
los haplotipos del Ucayali y Solimdes (tablan €16) esde 1.12% + 0.29%, cas diez veces
superior aladivergenciadentro del Alto Madera

Finalmente, comparando las secuencias de P. nattereri con P. brachypomusy C.

macropomum (tabla n €17), se obtienen valores respectivos de 25.56% + 1.89% y 26.75%
+ 1.94%.
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Tablan é15.- Distancias gen ticas K2P entre los distintos haplotipos de P. nattereri
provenientes del Alto Madera
[Error est ndar]

Figuran €28.- Arbol
UPGMA poniendo en
evidencialadivergencia
entre las secuencias de P.
nattereri
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Tablan €16.- Distancias gen ticas entre haplotipos del Alto Maderay los haplotipos
originariosdel R 0 Solim esy Ucayali [error est ndar]

Tablan é17.- Divergenciaentre las secuencias delaregi n Dloop de P. nattereri vy las
secuencias de C. macropomum y P. brachypomus
[Error est ndar]

4.3.1.4.- Pseudoplatystoma fasciatum

En e caso de P.fasciatum (Tabla n €18 y Figura n & 29), podemos observar un
promedio de divergencia del 0.33% *+ 0.17% dentro del Alto Madera, con un m ximo de
0.69% = 0.26%. Comparando las divergencias dentro de cada cuenca, los valores de
distancia promedio m s atos corresponden a Manuripi y a Mamor (0.46%= 0.18 y
0.46% = 0.12%, respectivamente), y €l m s bgo corresponde a Guapor con 0.23% *+
0.13%. Comparando las diferentes cuencas, los valores son muy similares, abarcando el
rango entre 0.30% * 0.12%y 0.34% * 0.13%.

La muestra del Ucayali presenta una distancia gen tica ligeramente mayor: 0.66%
*+ 0.26% (tablan &19).
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Tablan é18.- Distancias gen ticas entre |os hapl otipos de P. fasciatum provenientes del
Alto Madera[Error est ndar]

Figuran é29.- rbol UPGMA
demostrando las divergencias entre las
secuencias de Dloop de las muestras de
P.fasciatum

Tablan é19.- Divergencia entre los haplotipos del Alto Madera respecto a haplotipo del
R o Ucayali [Error est ndar]
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4.3.1.5.- Pseudoplatystoma tigrinum

El caso de P. tigrinum (tabla n €20 y figura n &€ 30) es similar a anterior. Se
presentan valores de distancia gen tica muy bgos, con un promedio de 0.16% + 0.11%
paralas secuencias del Alto Madera, siendo e m ximo de 0.33 + 0.19%.

Dentro de cada cuenca, las distancias dentro del Guapor y del Mamor son las
mismas 0.11% =+ 0.11, mientras que & valor m s elevado se halla dentro del Manuripi,
0.22% + 0.12%.

Entre las tres cuencas del Alto Madera, las distancias acanzan €l 0.17% + 0.08%
(Mamor y Guapor respecto a Manuripi), siendo el valor m nimo la distanciagen ticaque
separaa Mamor del Guapor . 0.11% + 0.08%.

Tablan é20.- Distancias gen ticas K2P entre los haplotipos de P. tigrinum provenientes
del Alto Madera[Error est ndar]

Figura n & 30.- _rbol
UPGMA mostrando  |a
divergencia entre haplotipos
de P. tigrinum de or genes
geogr ficos diversos.
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Las distancias que caracterizan la comparaci n entre la cuenca del Madera 'y la del
Ucayali (Tablan €21) muestran un promedio de 0.27% * 0.17%, solo ligeramente mayor
alas distancias dentro del Alto Madera.

La distancia que separa las dos especies del genero Pseudoplatystoma es de 3.55%
+ 0.57.

Tablan é21.- Divergenciagen ticaentre las secuencias del Alto Maderay la nica
secuenciadel Ucayali [Error est ndar]

4.3.1.6.- Cichla monoculus

Las muestras de C. monoculus provenientes del Alto Madera (Tablan é22 y figura
n & 31) muestran una divergencia elevada hasta de 9.70% + 1.7% , con un promedio de
5.56% * 2.03%.

La subcuenca del Alto Madera que presenta una mayor distancia gen tica promedio
entre sus diferentes muestras es la del Mamor con 9.01% * 1.68%, seguida de la del
Manuripi con 4.62% = 0.99% vy finalmente la del Guapor con 1.27% + 0.53%. Dos
hapl otipos muestran una divergencia superior a 6.60 % + (CO874MAN y CO790MM).

En las comparaciones por Cuencas, las distancias son similares entre e Mamor y
el Manuripi, 7.23% *+ 1.28% y entreel Mamor y e Guapor , 7.23% * 1.12%. Entre €
Manuripi y €l Guapor las distancia es del 4.68% * 0.95%. Por otra parte se puede
apreciar que el promedio de distancia gen tica de las muestras del Alto Madera respecto a
la cuenca del Ucayali (tabla n €23) es de 12.81% =+ 2.08%. Este nivel de divergencia es
importante y puede ser indicativo de una especie diferente. Esta secuencia constituye en
€se caso un grupo externo.



Finalmente, la distancia gen tica entre las muestras de C. monoculus con las
secuencias de Astronotus crassipinis es del 28.40% * 3.57%

Tablan é22.- Distancias gen ticas K2P entre haplotipos de C. monocul us proveni entes del
Alto Madera[Error est ndar]

Figuran é31.- _rbol
UPGMA ilustrando la
divergenciaentre las
secuencias de C. monoculus
de or genes geogr ficos
distintos.

Tablan é23.- Comparaciones por pares de las distancias K2P entre |os haplotipos del Alto
Maderay €l haplotipo del Ucayali
[Error est ndar]
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4.3.2.- Saturaci ny Homoplasia
4.3.2.1.- Saturaci n

Las gr ficas siguientes ilustran la relaci n existente entre las distancias gen ticas
intraespec ficas (Dos Par metros de Kimura, K2P ) vy los eventos mutacionales de
transversi ny transici n. Para Colossoma macropomum (figura n €31) podemos notar que
las transiciones muestran saturaci n a partir de distancias cercanas a 5%, Los puntos
superiores a este valor, corresponden a las comparaciones de la secuencia del Ucayali
(CM20UCA) vy € resto. Por € contrario, las transversiones siguen un incremento lineal.
Esto se traduce en un valor de latasatransici n/transversi nde k = 0.7 si se incluyen todas
las secuenciasy k = 1.3 s se excluye la secuencia CM20UCA.

20

Divergencia (K2P %)

¢ Trangciones o Transversones

Figuran é32.- An lisisde Saturaci n paralas secuencias de C.macropomum

En e caso de Piaractus brachypomus (Figura n & 32) ocurre algo similar para
distancias cercanas a 3% y con unatasa Transici n/ Transversi n ligeramente inferior a 2,
=1.9. Losvalores que son responsables de la intersecci n de las curvas, corresponden a
comparaciones entre las secuencia PB924MAN vy € resto de las secuencias inclusive las
secuencias de muestras externas a Alto Madera.
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Figuran é33.- An lisisde Saturaci n paralas secuencias de P. brachypomus

Por el contrario, |las secuencias de Pygocentrus nattereri (Figuran €3) muestran un

incremento linea de ambos eventos mutacionales, con un exceso notorio de transiciones
respecto alas transversiones. Dato confirmado por €l valor de latasa de

transici n/transverss n, =4.2

Figuran é34.- Relaci nTransici n-Transversi n paralas secuencias de P. nattereri
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Para las especies de la familia Pimelodidae tenemos un patr n diferente a los
anteriores. Tanto en las secuencias de Pseudoplatystoma fasciatum y Pseudoplatystoma
tigrinum (Figura n & 35), muestran un marcado incremento Lineal. Ambos grupos de
secuencias carecen de eventos de transversi n. Las secuencias est n muy lgjos de haberse
saturado.
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& ; ; ; ‘
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Divergencia (K2P %) L
. . S
o Transiciones \ Transiciones
@ (b)

Figuran é35.- An lisisde Saturaci n paralas secuencias de (@) P. fasciatumy (b) P.
tigrinum

En & caso de Cichla monoculus (figura n & 36), se puede apreciar que las
transiciones alcanzan la saturaci n aproximadamente a llegar a distancias gen ticas
superiores al 5%, mientras que las transversiones siguen un incremento lineal. De hecho se
pueden identificar tres grupos de secuencias, el primero entre las distancias de 0 a 5%, €
segundo con las distancias entre 5y 15% y €l tercero por encimade 15%. Este |timo grupo
corresponde a las comparaciones por pares de las secuencias del Alto Madera CO874MAN
y CO790 MM con la secuencia del Ucayai (CO30054UCA). ElI segundo grupo
corresponde a las comparaciones por pares de CO874MAN, CO790MM y C0O30054 con
las secuencias del Alto Madera restantes, mientras que € primer grupo corresponde
exclusivamente a comparaciones entre las secuencias del Alto Madera con la excepci n de
CO874MAN y CO790MM.
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Figuran é36.- An lisisde Saturaci n paralas secuencias de C. monoculus

4.3.2.2.- Homoplasia.

La homoplasia juega un papel negativo sobre la confiabilidad de una
inferencia filogen tica de parsimonia m xima. Una manera de cuantificarla es el establecer
larelaci nentre e n mero de mutaciones existentes en € total de secuencias estudiadas y
lalongitud del rbol de parsimoniam xima, si larelaci n es inferior a uno, la homoplasia
esdtay s larelaci n esigual o mayor ala unidad, la homoplasia no tiene efecto alguno
sobre el proceso de inferencia (tabla n €25). En todos casos la homoplasia es despreciable.
Solo P. brachypomus y C. monoculus presentan valores inferiores a la unidad, pero no se
trata de un nivel muy bagjo de homoplasia.

Tablan é25 .- Cuantificaci n del grado de homoplasia existente en |os grupos de
secuencias obtenidos para las especies en estudio.
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4.3.3.- Test de neutralidad

Se efectuaron dos tesas de neutralidad para las secuencias obtenidas, € test de
Tajimay € test de Fuy Li (Tablan &€26). Los resultados se resumen en la siguiente tabla.
En ninguno de los casos los estad sticos empleados pudieron rechazar la hip tesis de
neutralidad en las mutaciones de las secuencias en estudio. El test de Tgjima mostr en
todos los casos valores negativos, mientras que e test de Fu y Li, mostr tanto valores
positivos como negativos, pero nunca significativos.

En resumen, los resultados de estos an lisis nos indican que no se puede rechazar la
hip tesis de evoluci n neutral de las secuencias de la regi n de control del DNA
mitocondrial obtenidas en € presente estudio. Por lo tanto es justificado proseguir con los
an lisisfilogeogr ficos.

Tablan é26.- Vaores obtenidos para los tests de neutralidad de Tajimay Fu & Li
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4.4.- Filogeogr afia

4.4.1.- Colossoma macropomum.

C. macropomum (Tambagui) es uno de los peces m s grandes de la
ictiofauna amaz nica (Calcagnotto et al. 2000). Es una especie muy exitosa en las planicies
de inundaci n donde se destaca de las dem s especies por su valor comercial y sus
propiedades organol pticas incomparables (Villacorta-Correa et a. 1990, Calcagnotto et al.
2000). Se trata tambi n de una de las especies m s estudiadas tanto respecto a su
productividad en cautiverio, autoecolog ay ciclo de vida. Sin embargo, agunos aspectos de
su biolog a a n se desconocen. En laregi n del Alto Madera ha sido muy poco estudiado
(Villacorta-Correa et al. 1990).

Se destaca esencialmente |o siguiente:

La secuencia proveniente del r o Solim es, Coar , Parintins, Ucayali, Santarem,
Tabatinga, Orimixin se hallan entre medio de secuencias del Alto Madera.

Se distinguen dos lingjes mitocondriales (100% de bootstrap), €l primero compuesto
por las secuencias del Manuripi y Guapor asociadas con secuencias del Coar y del
Parintins.

El segundo lingje consiste de lingjes mitocondriales mezclados con linges del
Orimixin , Solim es, Tabatinga, Santarem y Ucayali. Dentro de este grupo se
distingue un grupo de lingjes exclusivo del Alto Madera .

Existen dos lingjes exclusivos del Alto Madera que se diferencian claramente de los
lingjes del resto de la Amazon a.
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Figuran é37.- Filogeograf a de Colossoma macropomum a partir de la secuenciaci ndela
regi_n Dloop, de control mitocondrial mediante € m todo de parsimonia
m xima
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4.4.2.- Piaractus brachypomus

Este car cido (conocido tambi n como Pirgpatinga) muy similar en cuanto a biolog a a
C.macropomum es del mismo modo, una especie de gran inter s econ mico y poco
estudiada, salvo para acuacultura.

Los an lisis de divergencia gen tica dentro del Alto Madera y fuera de esta zona
(Ucayali y Solim es) no permiten diferenciar unaasociaci n geogr ficaevidente. Pero s se
pone en evidenciaque e nico haplotipo obtenido del Manuripi es aquel que se separam s
del resto de las secuencias.

Figuran é38.- Filogeograf a de Piaractus brachypomus a partir de lasecuenciaci ndela
regi n Dloop, de control mitocondrial mediante e m todo dem xima
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El an lisis filogeogr fico muestra sin embargo tres lingjes conteniendo todas las
secuencias. En primer lugar parece que la nica secuencia del Solim es se halla separada
del resto de los haplotipos, que se agrupan en dos lingjes. El primero de dichos lingjes
comprende dos secuencias, provenientes respectivamente del Manuripi (PB 924MAN) y
del Guapor (PB843GG). Y finamente se observa un lingje con haplotipos del Guapor vy
del Ucayali. Sobre la base a la informaci n obtenida, los haplotipos de Mamor podr an
constituirse en un cuarto lingje pero no existe todav ala suficiente informaci n. Finalmente
podemos inferir que la historia de esta especie en € ato Madera se ha construido en
conjunto con la del Ucayali, y con probabilidad, a partir de dispersi n de la Amazon a
central en un periodo de tiempo reciente, quiz s hace aproximadamente 0.75 millones de
anos (reloj molecular calibrado para Prochilodus spp) o 1 mill n de afios atr s, es decir
dentro del Pleistoceno.

A pesar de las similitudes ecol gicas y biol gicas entre P. brachypomus y C.
macropomum, debemos notar que € patr n de diversificaci n intra-espec fica de estas dos
especies a nivel del Alto Madera es diferente. En primer lugar y a pesar de la gran
incertidumbre asociada a los relojes moleculares, la diversificaci n de P. brachypomus
parece ser un poco m s reciente. En segundo lugar, la nica secuencia del Ucayali no se
diferencia significativamente de las secuencias del Alto Madera y solo escasamente de la
del Solim es, cercana alaraz. En ambos casos la estructuraci n es incipiente, o bien €l
n mero de muestras es insuficiente para ponerla en evidencia. De hecho, en un estudio
paralelo empleando marcadores nucleares (intrones y aloenzimas) se ha podido establecer
gue este fen meno se traduce en una diferencia de frecuencias entre alelos dentro de las
cuencas del Alto Madera probablemente por efecto de laderivag nica

El an lisis de parsimonia (Figura n & 38) muestra por |0 menos dos lingjes bien
diferenciados. Uno que incluye secuencias del Manuripi PB924MAN y de Guapor ,
PB843GG. Y un linge que incluye las secuencias restantes del Guapor Yy la secuencia del
Ucayali. (Nuevamente las secuencias del Alto Madera son parafil ticas). Laposici n dela
secuencia del Solim es (PB SOL) y de las secuencias del Mamor (PB812MM vy
PB607MM) no pudo resolverse con las muestras analizadas.

4.4.3.- Pygocentrus nattereri

El caso de P. nattereri es particular ya que se trata de un depredador que forma
grupos o escuelas y que es considerado m s bien como sedentario. El an lisis gen tico nos
ha demostrado que esta especie presenta, por |0 menos a nivel de la regi n Dloop, una
diversidad gen tica muy bga (0.13% * 0.12% dentro del Alto Madera, 0.45% % 0.11
incluyendo la Amazon a Central , Ucayali y Solim es). Esto puede explicarse por dos
mecanismos no excluyentes. un elevado flujo gen tico entre las cuencas, ago que en
ausencia de fragmentaci n no necesariamente contradice el car cter sedentario de la
especie 0 bien ha experimentado en pocas recientes, un evento de radiaci nr pida dentro
del Alto Madera que puede ser precedida por una reducci n dr stica del n mero
poblaciona o simplemente por una colonizaci n reciente. La separaci n entre las
secuencias del Alto Madera y las de Ucayai y Solim es se remonta a un periodo
comprendido entre 0.90 y 0.60 millones de afios empleando los dos relojes moleculares
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mencionados para los caraciformes. Que la historia evolutiva de estas secuencias es
reciente lo demuestratambi n el an lisisde Transici n/ Transversi n ( =4.2).

En todo caso, los haplotipos del Alto Madera constituyen un lingje gen tico
independiente del resto de la Amazon a. Un linge que sin embargo no presenta una
estructuraci n gen tica aunque esta se hace evidente en e an liss de marcadores
molecularesm s sensibles como los microsat lites (datos no publicados :IRD, 2003).

Un hecho importante que debe tenerse en cuenta para estas tres especies de
Serrasalminae es que se sabe que estuvieron presentes en la zona de estudio por |0 menos
desde hace 15 millones de afios (Lundberg, 1998, 2001). De hecho se tienen algunos
registrosf silesque sit an peces con dentaduras altamente especializadas y muy similares a
las de estas tres especies en yacimientos de 65 millones de edad.

El an lisis de MP (Figura n €39)de las secuencias de P. nattereri nos demuestra

gue & grupo de secuencias provenientes del Alto Madera se comporta como un grupo
compacto, muy diferente de las secuencias del Solim esy del Ucayali.

Figuran é39.- Filogeograf a de Pygocentrus nattereri a partir de la secuenciaci ndela
regi n Dloop, de control mitocondrial mediante e m todo parsimoniam xima.
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4.4.4.- Pseudoplatystoma fasciatum.

Las dos especies de esta familia P. fasciatum y P. tigrinum corresponden a dos especies
morfol gicamente cercanas y cuya biolog a es muy similar. La mayor diferencia reside en
que P. fasciatum suele halarse hacia la cabecera de los r 0s mientras que P. tigrinum se
halla m s bien en las zonas m s bagas. Ambos peces son grandes migradores. Las
migraciones tr ficas se realizan por lo genera a fines de la estaci n seca (Septiembre-
Octubre). Ambos son de gran inter secon mico paralapescay paralaacuacultura.

Pocos trabgjos se han llevado a cabo en estas dos especies. Se destacan |os trabajos
de Coronel (2001), Rivera (2003) Choquecallata & Barreta (2004, no publicado) y de
Barreta (2004 no publicado). En 2001 , Coronel puso en evidencia un nivel muy bago de
diferenciaci n gen tica tanto en e DNA mitocondrial (PCR-RFLP) como a nivel
isoenzim tico. Del mismo modo pero trabagjando con e DNA mitocondrial, Rivera
demostr una muy baja estructuraci n gen tica en las poblaciones bolivianas de P.
fasciatum y P. trigrinum. Finalmente, en dos estudios paralelos a presente trabgo pero
empleando los marcadores nucleares, aoenzimas (Choquecallata & Barreta, 2004 ) e
intrones ( Barreta, 2004) se obtuvieron resultados preliminares que apuntan en todos los
casos aun bajo nivel de diferenciaci n dentro del Alto Madera.

Los an lisis gen ticos han demostrado que se trata de una especie de muy baja variabilidad
gen tica 041 % * 0.12% en toda la zona estudiada. No fue posible establecer una
diferenciaci n entre las secuencias del Alto Maderay la nica secuencia del Ucayali. En
definitiva no existe una estructuraci n gen tica que haya podido ser puesta en evidencia por
las secuencias de la regi n Dloop analizadas, en conformidad con los trabaos
mencionados.

En este caso € an lisis de MP (figura n & 40), fue incapaz de revelar una
estructuraci n gen tica particular., Las secuencias del Alto Madera y del Ucayali no se

segregan.
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Figuran é40.- Filogeograf a de Pseudoplatystoma fasciatum a partir de la secuenciaci n
delaregi n Dloop, de control mitocondrial mediante el m todo parsimonia
m_Xxima.

4.4.5.- Pseudoplatystoma tigrinum.

Los an lisis gen ticos han demostrado que se trata de una especie de muy
baja variabilidad gen tica 1.85 % * 0.08% en toda la zona estudiada. No fue posible
establecer una diferenciaci n entre las secuencias del Alto Maderay la nica secuencia del
Ucayali. En definitivay de manerasimilar al del P. fasciatum , no existe una estructuraci n
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gen tica que pueda ser puesta en evidencia por las secuencias de la regi n Dloop
analizadas, en conformidad con |os trabaj os mencionados antes.

El patr n de diferenciaci n gen tica para ambas especies de pimelodidos es
consistente por una parte con la din mica de migraci n caracter stica de estas especies y
por otra parte con eventos poblacionaes recientes. Los niveles de divergencia son
consistentes con una historia que no se remontaam s de 1.5 millones de afios atr s para P.
tigrinumy 0.30 millones de afios para P. fasciatum. Si aceptamos que esta especie se halla
presente en la cuenca del Alto Madera hace 3 a4 millones de afios (Coronel, 2001), €l nivel
de diferenciaci n actual, hace pensar que a lo largo del Pleistoceno se han producido,
reducciones dr sticas de los tamafios poblacionales. En caso contrario se podr a pensar
tambi n en una colonizaci n reciente a partir de la Amazon a central (Solim es). La
ausencia de muestras provenientes de dicha zona hace imposible poder evaluar estas
hip tesis.

La ausencia de eventos de transversi n entre todos los haplotipos observados en
ambas especies apoyatambi nlanoci nde una historiaevolutivareciente.

Otra explicaci n posible es que las tasas de mutaci n sean inusualmente bajas. Sin
embargo, € uso de marcadores moleculares y bioqu micos con diferentes propiedades
evolutivas (nucleares vs. mitocondriales, codificantes vs no-codificantes) en otros estudios
mencionados hacen que esto sea poco probable.

En € estudio de Rivera (2003) la diversidad encontrada era superior ala de nuestro
estudio. El marcador empleado era tambi n laregi n Dloop pero tambi n el Citocromo b.
La diversidad detectada por o tanto se hallaba contenida esenciamente en la regi n del
Citocromo b. Esta es una alternativa interesante para poner en evidencia patrones de
diferenciaci n poblacional anivel geogr ficom samplio.

Del mismo modo, € an lisis de MP muestra una ausencia total de estructura gen tica en
estaespeciey lano segregaci ndelas delas secuencias del Alto Maderay del Ucayali
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Figuran é41.- Filogeograf a de Pseudoplatystoma tigrinum a partir de la secuenciaci nde
laregi n Dloop, de control mitocondrial mediante el m todo parsimonia
m Xxima.
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4.4.6.- Cichla monoculus

En cuanto a las dos especies de c clidos que se utilizaron, debemos mencionar que
los an lisis se limitaron a la fracci n 5 (cerca de 500 bp.) de la Regi n Dloop de C.
monoculus ya que por una parte no se pudieron obtener secuencias completas y pro otra
parte, las muestras de A. crassipinis se mostraron inadecuadas a la estrategia de
secuenciaci n empleada.

Figuran é42.- Filogeograf a de Cichla monoculus a partir dela secuenciaci ndela
regi_n Dloop, de control mitocondrial mediante el m todo parsimoniam xima.

La distancia gen tica que separa las diferentes muestras de C. monoculus es, en la
mayor parte de los casos apreciable. El rango se ubica entre 0.00% (CO865MAN vy
CO888MAN por gemplo) y 20.60 % (entre CO790MM y CO 50054UCA). Las muestras
provenientes de r os diferentes se segregan con claridad. Se hace evidente que existe una
estructuraci n gen tica en esta especie pero se requieren m s muestras para establecerla de
manera confiable.
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En todo caso, los an lisis gen ticos demostraron que existen por 10 menos tres
ling es de secuencias mitocondriales entre las nueve muestras analizadas. Estos tres grupos
de secuencias se hacen tambi n evidentes a realizar el an lisis de saturaci n. Dichos lingjes
incluyen por un lado a haplotipo nico del Ucayali (CO30054), €l segundo lingje incluye
todas las secuencias del Guapor , caracterizado por ser un r o de aguas negras. Y € tercer
ling e incluye a muestras provenientes de dos r os de aguas blancas como son el Manuripi y
el Mamor . La divergencia de las dos muestras CO874MAN y CO790MM dentro de este
tercer lingje esta por encimadel valor intraespec fico pero su ubicaci n dentro de este tercer
lingje es muy consistente ( valor de bootstrap de 93%). El patr n de estructuraci n es
consistente con las caracter sticas biol gicas de la especie, en particular su naturaleza
sedentaria y fragmentada (al contrario de lo observado para P. nattereri). Este patr n
tambi n ha sido puesto en evidencia por Ib fiez (2002) mediante an lisis con marcadores
gen ticos mitocondriales y nucleares y por Carvajal (datos no publicados) mediante
marcadores nucleares.

Por otra parte se considera que se trata de una especie caracter stica de aguas negras
como las del Guapor . Esto sugiere que las condiciones ecol gicas juegan un papel
importante en la estructuraci n gen tica de esta especie, algo que puede ser consistente con
procesos de especiaci n simp trica. En la genealog a obtenida en este trabgjo, un linge
asociado de manera exclusiva con € Guapor es independiente de los otros lingjes del Alto
Madera. Tambi n debemos notar que en simpatr a dentro de un mismo r o (el Manuripi) se
halla un haplotipo muy divergente (CO874MAN) que en parsimonia se agrupa con los
hapl otipos caracter sticos de un segundo r o, el Mamor . Esto ha sido asociado por agunos
autores con procesos de especiaci n en simpatr a (Bush, 1994).

Tambi n es evidente que las muestras del Alto Madera se separan con claridad de la
secuencia nica del Ucayali. Al igua que en e caso de C. macropomum, €l nivel de
divergencia de la secuencia del Ucayali (CO30054UCA, 12.81% = 2.08%) respecto a las
muestra del Alto Madera nos sugiere gque existan dos especies, criterio compartido por
Kullander (2002).

En todo caso la historia evolutiva de las muestras del Alto Madera se abarcar a a
Pleistoceno y se remontar a hasta la frontera entre el Oligoceno y € Pleistoceno (1.80 a
2.00 millones de afios) en base a reloj molecular calibraron paralosc clidosen 6 a7 % por
cadamill nde afios por Volckaert, Hanfling, Hellemans & Carballo (2002)

En este caso, € an lisis de UPGMA (figura n € 42) muestra tres grupos de
secuencias bien diferenciados, en primer lugar est n las secuencias pertenecientes al
Guapor que constituyen un linge separado. En segundo lugar estan dos secuencias del
Manuripi (CO888MAN y CO865MAN) junto a una secuencia del Mamor (CO1111MM).
Finalmente tenemos un grupo de secuencias que incluye a la muestra del Ucayali
(CO30054UCA), una muestra del Mamor (CO790MM) y una secuencia del Manuripi
CO874MAN.EI an lisis de MP muestra tambi n una estructuraci n clara en tres grupos, €
primero constituido exclusivamente por las secuencias del Guapor , un segundo grupo
constituido exclusivamente por secuencias del Manuripi y un tercer grupo constituido por
secuencias del mamor y del Manuripi.
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CAPITULO QUINTO:
DISCUSIONES

Filogeografia comparada

A pesar del escaso niumero de muestras analizadas, la comparacion de la historia
evolutiva de los siete especies nos permite concluir que no existe un patrén comin a las
mismas. Es decir que diferentes eventos parecen haber estructurado la ictiofauna del Alto
Madera. A pesar de ello, existen algunos aspectos compartidos.

En primer lugar podemos citar la baja divergencia encontrada entre las secuencias
de los dos Pimelodidae (P. fasciatumy P. tigrinum) y del Serrasalminae P. nattereri. Este
bajo nivel de divergencia puede ser e resultado de cuatro procesos particulares. una baja
tasa de mutacion, seleccion fuerte de ciertos individuos que hubiera permitido la retencion
de un bajo nimero de haplotipos mitocondriaes (hitch-hicking), homogenizacion por fuerte
flujo génico, expansion reciente a partir de un pequefio nimero de individuos (efecto cuello
de botella).

No podemos descartar la hip6tesis de una tasa de mutacién particularmente baja
para la region D-Loop de P. fasciatum y P. tigrinum. Empleando un reloj molecular
conservador (1.3 % por millon de afios, Bermingham, 1997), ambas especies habrian
divergido hace aproximadamente 2.7 + 0.44 millones de afios. AUn bajo tasas de mutacion
muy bajas se esperaria encontrar cierta diferenciacion de las poblaciones de estas dos
especies. La retencion de un bajo nimero de haplotipos mitocondriales por efecto de una
fuerte seleccion tampoco puede ser rechazada con la informacion actualmente disponible.
Hasta ahora, €l uso de marcadores bioquimicos y moleculares nucleares ha demostrado
también un bgjo nivel de divergencia (Barreta y Chogquecallata, com. pers.) pero todavia
queda por demostrarse un efecto selectivo. Otro aspecto importante es que mediante RFLP
de la regién D-Loop-Citocromo b se pudo evidenciar un mayor nivel de divergencia
contenida en laregion Citocromo b, algo inconsistente con un efecto de retencion de pocos
haplotipos mitocondriales bajo un efecto selectivo. Estas especies son efectivamente
grandes migradoras y es posible que como resultado de ello se haya producido una fuerte
homogenizacion genética de las poblaciones de estas dos especies. La topologia de los
arboles UPGMA y de Parsimonia nos sugieren més bien una radiacion rapida y reciente
dentro del Alto Madera por efecto, ya sea a partir de una colonizacion reciente o bien
precedida por unafuerte reduccion del nimero poblacional durante el Pleistoceno.

Con €& escaso nimero de muestras analizado no podemos profundizar mas €l
andlisis. Tampoco esta claro el origen de los haplotipos ancestrales, en particular porque no
poseemos secuencias del Solimdes para ambos Pimelodidae. No podemos descartar la
ocurrencia de eventos de reduccion poblacional con pérdida de diversidad (efecto cuello de
botella) en areas aisladas (refugios) dentro del Alto Madera.
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Algo similar ocurre con € caso de P. nattereri, con una gran diferencia: se trata de un
organismo cuya capacidad de dispersion individual es bajay sin embargo, esto no conduce
a una estructuracion evidente de las poblaciones presentes en diferentes rios (lo opuesto
ocurre con C.monoculus, otro sedentario). Creemos que € caso de la poblacion de P.
nattereri del Alto Madera debe ser interpretado como una metapoblacion (Wakeley et al.
2001). Una metapoblacion se define como una poblacion que se halla subdividida en un
gran nimero de demes, cada uno de los cuales esta sujeto a extincion y recolonizacion y
gue recibe migrantes a partir de demes vecinos. En nuestro caso, esta metapoblacion se
estructura de tal manera que a pesar del reducido desplazamiento de cada individuo, €l flujo
génico es en definitiva de gran magnitud. El carécter sedentario de esta especie puede ser €
resultado de una fuerte territorialidad, siendo este € caso, € flujo génico estaria
relacionado con la migracion de los juveniles para establecerse en nuevos territorios. Sin
embargo, y del mismo modo que en € caso de los Pimelodidae, expuesto més arriba, nos
parece bastante probable que se haya producido durante un periodo reciente una fuerte
reduccion del tamafio poblacional seguido de una radiacion rapida de los haplotipos
Bolivianos. Esto estaria corroborado con la evidencia de una fuerte estructuracion de esta
poblacion en base a microsatélites, marcadores moleculares nucleares cuya el evada tasa de
mutacion los hace Utiles para el andlisis de eventos muy recientes (Pouyau, Com.pers).

En cuanto a la divergencia halada en C. monoculus podemos decir que en términos
relativos, se trata de una ata divergencia. Asi por gemplo Wilson et a, 2000 obtienen
valores entre 0.25% y 0.60% para la divergencia en la region Dloop de ciclidos en
Nicaragua y los reportan como valores atos. Sin embargo, se sabe que |la tasa de mutacion
en e DNA mitocondria en los ciclidos neotropicales es mas elevada que la de otros taxa.
De hecho, la calibracién del reloj molecular propuesta por Meyer en 1990 (Volckaert et al.,
2002) nos ha permitido ubicar la diversificacion de C. monoculus en el Alto Madera dentro
del contexto del Pleistoceno temprano( Figura n © 43 ), sugiriendo también una radiacion
rapida pero ademas una diferenciacion rgpida. C.monoculus presenta con relacion al
haplotipo del Ucayali, una divergencia que se ubica por encima del nivel intraspecifico. El
nivel de estructuracion puede ser efecto de su habito sedentario y fuertemente territorial,
unido probablemente a un comportamiento reproductivo complegjo. El caso de C.
monoculus es muy particular por otro aspecto. Y a hemos mencionado que la estructuracion
puesta en evidencia responde en gran medida a ciertas caracteristicas de la biologia de esta
especie, en particular su cardcter sedentario y territorial. Otro aspecto particular es la
evidente importancia de los factores ecol 6gicos en la estructuracion genética que se traduce
en la existencia de lingjes exclusivos de aguas claras o negras (Guaporé) y de aguas mixtas
(Manuripi, Mamoré). Esta especie merece un mayor esfuerzo en cuanto al numero
demuestras utilizadas pero también en cuanto a nimero de marcadores moleculares
analizados. Se debe ademas aplicar una estrategia multidisciplinaria para aclarar la mayor
parte posible de sus aspectos biol ogicos.
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En € caso de C. macropomum y P. brachypomus, las similitudes son escasas.
Ambos grupos presentan un cierto nivel de estructuracion dentro de la cuenca del Alto
Madera pero sin asociacion geogréafica particular, los diferentes rios no se diferencian entre
si y ademés sin un patrén evidente. Solamente podemos afirmar que en ambos casos, € rio
dentro del cual se presentan los mayores valores de divergencia es e Manuripi. Es posible
que los haplotipos ancestrales se encuentren en este rio. Otra similitud que debe ser
evaluada con mucho cuidado en razén del escaso nimero de muestras analizadas se refiere
aun patron comun de divergencia para los lingjes mas recientes, probablemente a partir de
individuos llegados € Solimbes. Este evento se produjo probablemente a mediados €l
Pleistoceno en ambos casos. Si bien las fechas asumidas por uso de un reloj molecular no
coinciden exactamente, debemos recordar que este tipo de andisis tiene mayor
confiabilidad en eventos antiguos que en eventos muy recientes.

En & caso de C. macropomum y P. brachypomus, es muy probable que se pueda
hablar también de sendas metapoblaciones pero probablemente sujetas a mayores
restricciones de migracion o de éxito en ambientes nuevos. Esto puede deberse a
diferencias en las capacidades de dispersion de estas dos especies que son por otra parte,
muy parecidas en su biologiay ecologia. Es dificil pensar en un evento histérico que pueda
afectar de manera tan diferente a dos especies con tantas similitudes y distribucion
equivaente.

Lafiguran©®43 pone de manifiesto la escalatemporal (sobre la base de los relojes
moleculares mencionados anteriormente) asignada a los diferentes eventos de divergencia
gue de acuerdo alos filogramas ocurrieron en las especies estudiadas. Se hace evidente que
no existen eventos compartidos entre las diferentes especies, ni a escala tempora ni a
escala geogréfica.

Estos datos en conjunto parecen estar fuertemente asociados con procesos ocurridos
durante & Pleistoceno (Figuran © 43). De confirmarse los resultados con la inclusion de
un mayor nimero de muestras y una mejor cobertura del area de distribucion efectiva de
estas especies, seria uno de los primeros estudios de ictiologia en aportar evidencias a favor
de la Teoria de los Refugios del Pleistoceno en la porcion occidental de la Amazonia. Sin
embargo, no toda la informacién obtenida es consistente con lo mencionado, varios
aspectos establecen diferencias entre las historias evolutivas de |as especies estudiadas.



P.nattereri C.monoculus P.brachypomus  C.macropomum

Figuran ©43.- Escalatemporal de los eventos de divergencia puestos en evidenciaen €l
presente estudio bajo la hipotesis reloj molecular
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Acuacultura y Conservacion

La evauacion de la biodiversidad (Composicion, estructura y funcionamiento)
dentro y entre areas es un aspecto central para identificar y priorizar zonas de monitoreo,
manejo y proteccion (Moritz & Faith, 1998). El significado de la variacion genética asi
como € significado de los patrones y mecanismos responsables de esta variacion han sido
reconocidos como parte de fundamental importancia en la evaluacion de la biodiversidad.
De hecho la proteccién de la diversidad genética ha sido incorporada a numerosas politicas
nacionalesy convenios internacionales (Moritz et al. 1998; Calcagnotto et al. 2000).

A pesar de €llo, en la préctica y hasta ahora se ha dado muy poca prioridad a la
evaluacion directa de la diversidad genética. Muchas veces se piensa que la proteccion de la
diversidad por encima del nivel especifico protege necesariamente la diversidad genética.
Esta afirmacion se ha visto confrontada por efecto de la incompatibilidad entre la
taxonomia actual (esencialmente morfologica) y la diversidad genética: un gemplo de ello
es la existencia evidente de especies cripticas. Para la planificacion de la conservacion de
una especie es importante identificar los lingjes con significado evolutivo para mantener un
maximo de diversidad genética asi como el incorporar informacién a cerca de los procesos
poblacionales historicos (Moritz et a. 1998) El presente trabagjo aporta algunas
informaciones importantes aunque todavia muy preliminares a cerca de seis especies de
peces neotropicales en la subcuenca del Alto Madera (Bolivia).

Un primer aspecto es € asociado a la existencia de por |o menos una especies
cripticas. Las secuencias obtenidas para C. monoculus sugieren la existencia de una especie
de C. monoculus exclusiva del Ucayali, en contraposicion con por |0 menos una especies
del Alto Madera.

Este es un aspecto de fundamental importancia en vista del establecimiento de
sistemas de produccion de acuacultura. Para ambas especies existe un riesgo importante de
constituir mezclas interespecificas con consecuencias potencialmente nocivas. baja de la
fertilidad (obtencion hibridos F1 estériles), pérdida de la eficacia biologica, perdida de
diversidad, importacion de parésitos nuevos potencialmente dafiinos, entre otras. Esto es de
particular importancia en el caso de C. macropomum. El significado de este tipo de practica
esilustrado por € trabajo de Calcagnotto y Almeida Toledo-Filho, (2000) en el Brasil.

Este equipo de trabajo anaizé la variabilidad genética en € gen de la transferrina
(asociada a la resistencia a enfermedades parasitarias) en cinco estaciones de acuaculturaen
Brasil. Se puso en evidencia un descenso considerable de la diversidad en dichas plantas de
produccion. Todos los individuos empleados en los programas de cultivo de esta especie en
e Brasil emplean peces provenientes del Centro de Pesqguisas Ictioldgicas Rodolpho von
Ihering (Estado de Ceard). Dichos stocks se fundaron empleando 74 juveniles colectados en
el Amazonas superior (lquitos, Perl). Se sabe que en Bolivia se han introducido sin
estudios previos, individuos de esta especie provenientes de Porto Velho (Bajo Madera) y
de Acuacultura colombiana (de origen geogréfico no especificado).
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En a caso de P. fasciatum y P. tigrinum, el patron de diversificacion puesto en
evidencia es importante tanto para la acuacultura como para la conservacion. Por una parte,
la bgja diversidad encontrada hace que esta especie no sea adecuada para acuacultura ya
gue existe muy poca posibilidad de efectuar un mejoramiento genético de las propiedades
de importancia econémica. Por e contrario, dada su importancia econémica (es
probablemente el pez amazdénico mas pescado en Bolivia) y su homogeneidad en toda la
cuenca, puede constituirse en una especie bandera para la proteccién de su ambiente natural
agran escala.

Algo similar ocurre con P. nattereri puesto que si bien su distribucion es amplia,
las poblaciones del Alto Madera, del Solimdes y del Ucayali no son intercambiables. La
conservacion de esta especie debe pasar por la preservacion de su ambiente a una escala
espacial importante.

Otro punto de considerable importancia se refiere a papel que juegan en la
actualidad el Alto Madera 'y e Ucayali en la conservacion de las especies de peces de
importancia econémica. El caso de C. macropomum y P. brachypomus es un gemplo
determinante. La pesca comercia de estas dos especies en la zona de la Amazonia central
ha generado desde los afios 60's una sobre-pesca de los adultos, o que se traduce
actualmente en un desplazamiento del esfuerzo de recoleccion a individuos juveniles.
Ademas, esto es acentuado por € proceso de talado de los bosques de los que dependen
estas dos especies para su dieta. La subsistencia de la pesca comercia en esta zona es por o
tanto posible hoy en dia solo por e reclutamiento de individuos desde las cabeceras, y en
particular desde € Madera, principal tributario del Amazonas. En resumen, un enorme
esfuerzo de investigacion y conservacion enfocado a las cuencas del Ucayali y del Alto
Madera debe ser prioritario para permitir un uso sostenible del recurso pesca en la
Amazoniaen su conjunto.
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