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ABSTRACT
A preliminary population genetic study based on molecular markers in Lycengraulis
grossidens and Pimelodus albicans species from “Rio de la Plata” and its “Frente
Maritimo” was carried out within FREPLATA Project. The null hypothesis assume
an extensive and panmictic population and the present study try to detect
subpopulations or stock structure within the taxa analyzed from Rio de la Plata,
Frente Maritimo and its associated basins. Cytochrome b sequences (z 700 bp)
showed and important informative content of the genetic diversity and the
population structure. The genetic variability was not homogeneous among all
collection sites. While both species have migratory habits, they showed structured
population among samples belonging to distant distribution localities. The genetic
estimates of the population polymorphism and the phylogenetic analyses
performed from haplotypes provided valuables tools for fisheries management and
conservation purposes concerning these species.
INTRODUCCION

El presente trabajo aborda de manera preliminar, la deteccion de
poblaciones locales y "stocks" en dos especies distribuidas en el Rio de la Plata y
su Frente Maritimo: Li cengraul i s grossi dens (Clupeiformes: Engraulidae) y
de Pi mel odus al bi cans (Siluriformes: Pimelodidae). Se ha mencionado
(Scverlij et al. 1998) que ambas especies realizan migraciones en areas mas o
menos extensas del Rio de la Plata y su sistema de rios asociados, pero se
desconoce en profundidad aspectos de la dinamica poblacional en ambos
taxones. Los marcadores elegidos (secuencias de ADN mitocondrial) permiten
inferir los niveles de flujo génico y de divergencia genética entre individuos de las
localidades muestreadas permitiendo definir si se trata de una unica poblacién
suficientemente extensa o de subpoblaciones diferenciadas localmente dentro de
estas dos especies que constituyen recursos compartidos.
MATERIAL Y METODOS
Muestras
Este trabajo incluyé 34 ejemplares (juveniles y adultos) de Licengraulis
grossidens y 34 muestras de higado correspondientes a Pi nel odus
al bi cans procedentes de 5 estaciones de muestreo durante la campaia
realizada por el proyecto FREPLATA (ver Lasta et al. 2001).
Técni cas de analisis del materi al
i.- Experi ment os de extracci 6n del ADN tot al
Las muestras (trozos de higado y/o musculo, hasta 20 g) conservadas en alcohol
fueron empleadas en la extraccion del ADN total siguiendo el protocolo de
Medrano et al. (1990) con modificaciones.
ii.- Experinentos de anplificacion del ADN m tocondri al
Los experimentos de amplificacion in vitro (via PCR, Polymerase Chain Reaction)
se realizaron con oligonucledtidos especificos, CB3-H y GLUDG-L (Palumbi et al.



1991) que amplifican un fragmento de aproximadamente 800 pb del citocromo b
mitocondrial. La secuenciacion directa de los productos amplificados y purificados
se realizd en el Servicio ATGen de la Facultad de Ciencias, MVD.

ii.-Anal i sis de | os datos

Las secuencias obtenidas fueron alineadas en el programa CLUSTAL X
(Thompson et al. 1997). Varios estadisticos y parametros poblacionales, medidas
diversidad estandar a nivel molecular y distancia genética, asi como el test de
neutralidad de Tajima (1989) y el Analisis de la Varianza Molecular fueron
implementados en MEGA Version 2.0, (Kumar et al. 2001) y Arlequin (Schneider et
al. 2000). Los analisis filogenéticos (distancia y parsimonia) entre haplotipos
fueron implementados en los programas MEGA 2. Versién 2.0 (Kumar et al. 2001)
y PAUP (Swofford 1996). En ambos tipos de reconstruccion la confiabilidad de la
topologia obtenida fue testada mediante 1000 réplicas del test de “bootstrap”.
RESULTADOS Y DISCUSION

Para ambas especies el fragmento de citocromo b utilizado (aproximadamente 700
pb) mostro valioso contenido informativo. En la tabla 1 se muestra el numero de
sitios variables e informativos (en pares de bases) y los diferentes estimadores de
polimorfismo genético utilizados en las comparaciones entre los 15 haplotipos
detectados en cada una de las dos especies.

Tabla -1 Estimadores del polimorfismo poblacional
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Los estimadores analizados en Pi nel odus al bi cans y Lycengraul i s grossi dens a partir
del fragmento de citocromo b mitocondrial secuenciado. S= proporcién de sitios segregantes. 6=
numero promedio de diferencias pareadas. Distancia promedio entre estaciones segun el modelo
de Kimura 2 parametros (Kimura 1980). Valores promedio de FST obtenidos en el AMOVA. D=
valores del test de Neutralidad de Tajima (1989).

En Pimelodus albicans la diversidad haplotipica total es alta. En el analisis
filogenético el arbol de distancia (Figura 1a) entre haplotipos revel6 el
agrupamiento de los mismos. La localidad E765 resulté la mas diversa con
distancia genética promedio de 3,5% resultando el punto de confluencia de los
dos grupos de localidades (Figura 2b). Los valores negativos y significativos del
test de Neutralidad de Tajima (1989) indicarian la existencia de algun tipo de
seleccidén actuando en el caso de la E779 (con baja diversidad genética 1,3%)
representando ésta la Estacion mas distal de las muestras disponibles, entre los
ambientes del Rio de la Plata y del Frente Maritimo.
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Figura 1. A) Arbol de distancia en base al modelo Kimura 2-parametros (Kimura 1980)
utilizando el algoritmo “Unién de Vecinos” (Saitou & Nei 1987) como método de agrupamiento de
15 haplotipos de citocfromo b mitocondrial en Pi nel odus al bi cans. Los grupos externos
utilizados: Pi nel odel | a chagresi y Cynol ebias viarius. Los numeros de los nodos
representan el porcentaje de apoyo (sélo valores superiores al 50%) de las ramas mediante el
método “bootstrap” con 1000 replicas. Las barras verticales muestran las localidades de los
haplotipos agrupados. (E=estacion, numero de acuerdo a cédigo Lasta et al. 2001). B)
Agrupamiento de Estaciones y posibles conecciones entre muestras de Pi nel odus al bi cans
en base a los datos emergentes del presente trabajo. (Tomado y modificado de Lasta et al. 2001).

La arboles filogenéticos construidos en Lycengraulis grossidens muestran la
existencia de una extensa “politomia en estrella” (Figura 2a) con robusto soporte
estadistico.
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Figura 2. A) Arbol de distancia en base al modelo Kimura 2-pardmetros (Kimura 1980)
utilizando el algoritmo “Unién de Vecinos” (Saitou & Nei 1987) como método de agrupamiento de
15 haplotipos de citocfromo b mitocondrial en en Lycengraul i s grossi dens. Los grupos
externos utilizados: Sardinella aurita y Engraulis encrasicol us. Los numeros de los
nodos representan el porcentaje de apoyo (solo valores superiores al 50%) de las ramas mediante
el método “bootstrap” con 1000 replicas. Las barras verticales muestran las localidades de los
haplotipos agrupados. (E=estacion, numero de acuerdo a codigo Lasta et al. 2001). B)
Agrupamiento de Estaciones y posibles conecciones entre muestras de Lycengraulis
grossi dens en base a los datos emergentes del presente trabajo. (Tomado y modificado de
Lasta et al. 2001).

Los haplotipos de E785 y algunos de la E784 resultaron ser los mas divergentes
colapsando basalmente en la topologia del arbol. Las estimaciones indirectas del
nivel del flujo génico entre las localidades evidenciaron que la E785 esta



practicamente aislada de las restantes, excepto de la estacion mas cercana
geograficamente E784 (Figura 2b). La diversidad haplotipica relativamente alta y
valores de diversidad nucleotidica moderados a bajos, el valor negativo del test de
Tajima y el agrupamiento de los haplotipos en una politomia, podrian estar
indicando la existencia de expansion poblacional relativamente reciente,
permitiendo la retencion de nuevas mutaciones sin suficiente tiempo para la
acumulacion de extensa diferenciacion entre los haplotipos. Concluyendo, los
datos obtenidos para Licengraulis grossidens y Pimelodus albicans, especies
explotadas en pesquerias artesanales, contribuyen al manejo racional de estos
recursos acorde con un conocimiento mas profundo de su historia demografica y
de su diversidad genética. La lista de haplotipos configurada constituye un registro
importante en el monitoreo periddico de dichas poblaciones. Futuros analisis
incluyendo otros marcadores y ampliando el numero de Estaciones deberan
profundizar las tendencias detectadas en este trabajo a nivel de estructura
poblacional.
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