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Las lagunas cratéricas de Nicaragua se consideran verdaderos “laboratorios”
naturales de investigacion debido a que son geoldgicamente jovenes y por su pequeina
dimension, lo que permite el estudio de procesos evolutivos y de especiacion. En
estas lagunas se encuentran especies endémicas (familia Cichlidae) que representan
recursos valiosos para estudios de especiacién, incluyendo la velocidad y fuerzas
con las que el aislamiento geografico, la seleccién natural y sexual provocan la
diversificacion fenotipica y, finalmente, la especiacion misma. Los peces de la familia
Cichlidae han sido objeto de mucha controversia debido a que morfologicamente es
dificil diferenciarlos y se requieren de nuevas herramientas moleculares para descifrar
las diferencias a nivel genético y entender mejor los procesos de especiacion de este
fascinante grupo de peces. En este estudio se utiliz6 el gen Citocromo Oxidasa I, COI,
para determinar las relaciones filogenéticas entre los peces del Complejo presente
en lagos y lagunas de Nicaragua. El COI ha sido propuesto como “cédigo de barras”
genético y como técnica ha sido estandarizada para animales. Este trabajo es parte
de una investigacién mds grande que se enmarca en el Proyecto “DNA Barcoding
de la biodiversidad nicaragiiense” y se realiza en el Centro de Biologia Molecular de
la Universidad Centroamericana. Con este estudio se ha logrado determinar que:
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(1) el gen COI discrimina entre especies de diferentes lagunas, (2) las relaciones
entre las especies Midas Cichlidae son complejas y es necesario mds de un gen para
obtener resultados concluyentes, (3) las especies fundadoras de las lagunas cratéricas
provienen del lago de Nicaragua, (4) en las lagunas habitan mas de una especie
del Complejo Midas Cichlidae y (5) se infiere que la especiacion simpétrica es el
mecanismo evolutivo que ha conducido a la creacion de estas especies, confirmando
la hipotesis de otros autores y aportando nuevos elementos sobre la complejidad
filogenética de los ciclidos de Nicaragua.

Palabras clave: DNA Barcode / Gen COIl/Complejo Midas Cichlidae / Nicaragua/

Relaciones filogenéticas

1. Introduccién

Las lagunas cratéricas de Nicaragua se presentan como laboratorios naturales
de evolucion que poseen la ventaja de ser pequefas -al contrario de los grandes
lagos africanos- y recientes lo que permite colectar muestras en practicamente todas
las localidades, aun con la dificultad de acceso en algunas zonas, haciendo de esta
forma las investigaciones mds accesibles. En cada una de estas lagunas se encuentran
diferentes especies endémicas, lo que permite estudiar los procesos de especiacion
de una forma, Unica ademas de la velocidad y fuerzas con las que el aislamiento
geografico, la seleccion natural y sexual provocan la diversificacion fenotipica y la
especiacion (Elmer et al 2010b).

En Nicaragua existe un grupo de peces que habitan lagos y lagunas cratéricas,
pertenecientes a la familia Cichlidae. Desde los primeros intentos de clasificacion
estas han sido objeto de discusion, debido a que algunos son muy parecidos
morfolégicamente vy es dificil diferenciarlos y clasificarlos. Se pensaba que solamente
existia una especie y que presentaba diferentes formas.

La especiacion es un tema amplio y complejo. La especiaciéon simpdtrica, ha
sido objeto de mucha critica porque hasta hace poco era la menos sustentada por
evidencia, pero en los ultimos afos se ha fortalecido con el uso de marcadores de
ADN.

En este estudio se utiliz6 como marcador genético el gen COI para identificar
y relacionar las diferentes especies de mojarras. El gen COI fue propuesto como
“Codigo de Barras” genético en el 2003 por investigadores de la Universidad Guelph
en Ontario, Canadd. Es una técnica que ya ha sido estandarizada para animales, y
en peces se encuentran varios estudios en los que se ha podido identificar especies e
inferir sobre la relacion filogenética. Este forma parte de una investigacion mds amplia
que se enmarca en el Proyecto “DNA Barcoding de la biodiversidad nicaragiiense
realizado por el Centro de Biologia Molecular de la Universidad Centroamericana.

Comprender las relaciones filogenéticas y las causas posibles del proceso de
especiacion de estas especies es importante para la conservacion de las mismas,
dado que siendo Unicas, se encuentran amenazadas por la introduccion de especies
exoticas como la tilapia y por la intensa actividad antropogénica.

Con este estudio se espera contribuir a responder las interrogantes planteadas



103

Filogenetica Molecular de Peces del Complejo Midas Cichlidae que habitan lagos y lagunas de
Nicaragua, utilizando el gen COI Encuentro No. 93, 101-116, 2012

por los primeros investigadores y la comunidad cientifica acerca de la correcta
clasificacion de la mojarra, relaciones filogenéticas e inferir acerca del proceso
de especiacién de las especies del Complejo. Actualmente no hay investigadores
nacionales trabajando en este tipo de estudios, por lo que con este trabajo se
promueve la investigacion nacional, utilizando técnicas modernas y abordando
temas de actualidad y de importancia para Nicaragua.

2. Materiales y Métodos

La investigacion se realizd en dos etapas principales: (1) La recoleccion de
muestras en lagos y lagunas de Nicaragua, y (2) los procedimientos experimentales de
laboratorio en el Centro de Biologia Molecular de la Universidad Centroamericana.

Recoleccién de Muestras

Las muestras de peces se colectaron en el periodo Enero-Marzo 2008, con la
colaboracion de los expertos Matthias Geiger (Zoologische Staatssammlung Miinchen)
vy Jeffrey McCrary (FUNDECLGAIA). Se muestrearon un total de 14 sitios entre

lagunas, lagos y rios. (Figura 1 A, B).

Figura 1. A. Lagunas muestreadas B. Sitios muestreados en el Lago de Nicaragua,
Managua y Rio San Juan. (Tomado de Google Earth 2011)
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Rio San Juan. (Tomado de Google Earth 2011)

Para la captura de los peces se utilizaron redes de agallay arpon. Los peces se
sacrificaron utilizando anestesia comercial, y se tomé como muestra una aleta pectoral
que se coloco en tubos con etanol 100%, para luego conservarse en refrigeracion
a -20° C. Cada espécimen fue debidamente fotografiado y se anotaron datos de
campo como codigo (siendo 519 la muestra No.1 y 820 la muestra No.239), familia,
localidad, coordenadas geogrificas. Cuando fue posible se les identifico de acuerdo a
las descripciones mas recientes de especies del Complejo; en caso contrario, se rotuld
a los individuos como A. sp o A. citrinellus. Las muestras de aleta se encuentran
preservadas en el Centro de Biologia Molecular de la UCA, debidamente rotuladas
y los individuos colectados estdn almacenados permanentemente en la Bavarian
State Collection en Munich, Alemania.
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Analisis de laboratorio

Extraccion de ADN. El ADN gendmico se extrajo a partir de tejido de la
aleta pectoral. Se utilizaron dos diferentes métodos: Extraccion orgdnica (protocolo
modificado de de Lopera-Barrero et al, 2008) y kit comercial Phire® Animal Tissue
Direct PCR

Para comprobar la condicién del ADN obtenido se realizo electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% utilizando buffer TAE 1X. El ADN se tifié con bromuro
de etidio (10mg/ml). Como referencia se usé un marcador de peso molecular de
1Kb (New England Biolabs). El ADN se visualizé bajo luz ultravioleta (UV) en un
transluminador.

Amplificacién por PCR. El gen COI se amplificé utilizando la enzima
Phire Hot Start II siguiendo las recomendaciones del fabricante con algunas
modificaciones: 2X Phusion Phire Animal Tissue PCR Buffer (incluye ANTP’s y
MgCl,), 0.25 microM cada primer (IDT, FishF1-5" TCA ACC AAC CAC AAA GAC
ATT GGC AC 3, FishR1-5" TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA 3)),y
0.8 U de Phire Hot Start Il en un volumen final de 20 pL. Se utilizé un termociclador
ABI 2720 bajo las siguientes condiciones: primer ciclo de desnaturalizacién de ADN
a 98 C por 30seg, 25 ciclos de desnaturalizacion a 98 © C por 5 seg, hibridacién
a 62° Cpor40s,y elongacién a 72° C por 20 seg, con una extension final de 72°
C por 5 min.

Los productos de PCR migraron en geles de agarosa al 1.4 % en una cdmara
de electroforesis utilizando buffer TAE 1X y luego se tifieron con bromuro de
etidio (10mg/ml). Como referencia se usé un marcador de peso molecular de
100pb (New England Biolabs). El ADN se visualizé bajo luz ultravioleta (UV) en un
transluminador.

Secuenciacién. Las muestras se secuenciaron directamente usando el Big
DyeTerminator Kit (ABI). A las muestras producto de la PCR convencional seles
realiza cycle sequencing siguiendo las instrucciones del fabricante con las siguientes
modificaciones: 1 pl Big Dye Terminator (mezcla de polimerasa y dideoxinucleotidos
flourescentes), 2 ul de buffer Big Dye Terminator, 40 mM Primer, 2.5 pl de producto
de PCR y 3.7 ul de agua destilada, luego se realizd cycle sequencing utilizando
el siguiente programa: desnaturalizacion inicial 96°C por 1 min, 25 ciclos de
desnaturalizacion a 96°C por 10 seg, hibridacion a 50°C por 5 seg y elongacion a
60°C por 4 min, a una temperatura de almacenaje de 4°C.

Los productos resultantes de las reacciones del ‘cyclesequencing’ se purificaron
utilizando un protocolo estdndar Etanol/Acetato de Amonio. Luego el ADN se
resuspendié en 10 ul de formamida y se colocd en una placa de secuenciacion.
Se desnaturalizé por 5 min, para posteriormente ser analizados en un Analizador
genético ABI 3130 siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Debido a que la secuenciacion es una técnica en la que se invierten reactivos
de alto costo, se decidio secuenciar tnicamente 70 muestras del total. Ademas,
este estudio es parte de un proyecto cuyos objetivos son utilizar las muestras que se
conservan en el CBM-UCA en analisis posteriores en los que se incluiran el total de
las muestras.
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Analisis de las secuencias

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Para conocer si la secuencia
que se obtuvo correspondia al gen de interés se utilizd la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) disponible en el sitio web de el National Center
for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). El BLAST
encuentra las regiones de similitudes entre las secuencias locales. El programa
compara secuencias de nucledtidos y de esta comparacion se obtuvieron todas
aquellas secuencias que son similares a la que se sometio al analisis.

Edicion y alineamiento de las secuencias. La edicién de las secuencias se
realizo utilizando el programa BioEdit (TA Hall, 1999), que consistio en hacer
una revision visual de los cromatogramas y corregir los nucledtidos que apareen
superpuestos. Posteriormente se concatenaron las secuencias en un archivo FASTA
que facilita el posterior alineamiento y analisis filogenético. Ademas se eliminaron
aquellas secuencias menores a los 500 pares de bases.

Los alineamientos se hicieron en el programa MEGA-5b, utilizando el
algoritmo ClustalW 1.6 (Larkin el tal, 2007) con los valores de procesamiento estdndar
(Gap opening penalty = 15, Gap extensién penalti = 6.6).

Elaboracion de los arboles filogenéticos. Se utilizd el programa Molecular
Evolutionary Genetic AnalysisMEGA-5b (Kumar et al; 2008), con el método de
distancia Neighborjoining y el modelo de substitucion Kimura 2 parameter (K2P).Se
hizo prueba de bootsrapping con mil réplicas.

3. Resultados y Discusion

Recoleccion de muestras. Se colectaron un total de 239 muestras, provenientes
de 7lagunas, 2 lagos (Cocibolca y Xolotlan) y del Rio San Juan (Tabla 1). De cada
espécimen colectado se conserva: aleta pectoral (Centro de Biologia Molecular)
individuo completo (Bavarian State Collection) fotografias y hojas de campo.

Tabla 1. Muestras colectadas en Lagos y Lagunas de Nicaragua.

No de Muestras
Lagunas colectadas
Tiscapa 7
Apoyeque 18
Xiloa 52
Apoyo 26
Asososca Leon 16
Moyua 4
Monte Galan 6
Lago Cocibolca
San Miguelito 16
San Carlos 17
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[sletas de Granada 21
Puerto Diaz 25
Lago Xolotlan

Mateare | 12
Rio San Juan

A 10 km de San Carlos | 19
Total = 239

Extraccion de ADN vy amplificacion por PCR. Se extrajo ADN genémico de
239 muestras, utilizando dos métodos: la extraccién organica y kit comercial.
Con la extraccién organica se obtuvo ADN gendmico del total de las muestras
(239) se almacenaron aproximadamente 50ul, que pueden ser utilizados en
analisis posteriores. Con el kit comercial se extrajo un total de 70 muestras, de
las que se conservé 20 pl. EI ADN obtenido por la extraccion organica resultd de
buena calidad, ya que fue de alto peso molecular y las bandas se apreciaron bien
definidas. Se realizd las amplificaciones PCR utilizando la enzima del kit Phire®
Animal TissueDirectPCR. Se obtiene un producto aproximadamente de 700 pb, y
unicamente bandas especificas.

Secuenciaciéon. Los productos de la PCR se secuenciaron, obteniendo
cromatogramas de buena calidad sin gran cantidad de inespecificidad o background.
Luego de la secuenciacion, el Analizador Genético ABI3130 emite los resultados en
archivos de tres diferentes tipos de formatos: archivo AB1, .phd, y archivo SEQ para
ser editados utilizando el programa BioEdit. De esta manera, se pudo ver la calidad
de las secuencias, y editarlas visualmente.

Andlisis de las secuencias del gen COI. De cada una de las secuencias se hizo
BLAST, para comprobar que se estaba secuenciando el segmento adecuado del gen
COIL. La mayoria de las muestras coincidioé con secuencias reportadas para especies
del género Amphilophus o especies de la familia Cichlidae, especificamente la primera
opcién de coincidencia fue una secuencia de Amphilophus citrinellus proveniente de
un estudio sobre ciclidos en las Antillas (Chakrabarty, 2006,).

Alineamientos. Después del BLAST de las secuencias, se procedié con
los alineamientos. Los alineamientos se repitieron varias veces, recortando
aproximadamente los primeros 80 y ultimos 100 pares de bases, ya que con frecuencia
en estas posiciones hay errores de secuenciacion. Cada vez que se editaban las
secuencias, se tenia que repetir el alineamiento. Como resultado final se obtuvo
un alineamiento, en el que no se incluyeron secuencias que diferian del cohorte,
y que por lo tanto provocaban la presencia de gaps muy frecuentes o extensos, que
pudiesen resultar en “falsos grupos” al momento de elaborar el arbol filogenético.

Arboles filogenéticos. Primero se realizd un arbol, en el que se incluyo a las
muestras de todas las localidades (ver Figura 2), ademas, de un grupo externo
(Oreochromis niloticus). Esto para lograr tener una idea general de las relaciones entre
las especies. Este grupo de peces desde los primeros intentos de clasificacién han sido
objeto de discusion, debido a que algunos son muy parecidos morfolégicamente y
no fue posible diferenciarlos y clasificarlos bajo ese criterio, considerandose que
solamente existia una especie y que esta presentaba diferentes formas (Mckaye y

Stauffer, 2002).
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En los ultimos 10 afios se han reportado 8 nuevas especies endémicas y se
piensa que son muchas mas. El proceso de especiacion ha sido muy debatido, ya que
estas especies tienen que haber evolucionado en un corto periodo de tiempo en
espacios reducidos, compartiendo sitios de apareamiento y alimentacién (Stauffer,
McCrary y Black, 2008). Una de las teorias mas aceptadas, basada en evidencias
geologicas, filogeograficas y de genética poblacional, es que las poblaciones mas
antiguas se encontraron en el lago de Nicaragua, y a partir de estas se originaron las
poblaciones de las lagunas. Primero hubo especiacion alopétrica cuando los peces
colonizaron las diferentes lagunas y dejaron el lago, posiblemente por fendomenos
naturales como huracanes o aves piscivoras o por introducciones humanas, seguido
de diversificacion temprana dentro de las lagunas y especiacion simpatrica causada
por adaptaciones sexuales y ecolégicas (Elmer et al, 2010a).

La reciente evolucion de estas especies y la posibilidad de que algunas todavia
estén atravesando un proceso de especiacion (Elmer et al, 2010b), ademas, que
ha sido demostrado que mas del 50% de las especies de las diferentes lagunas
comparten haplotipos (Barluenga y Meyer, 2004), explica que el gen COI no permita
diferenciar a nivel de especie los diferentes grupos. Un ejemplo claro de esto es la
proliferacion de peces ciclidos en el lago africano Victoria, alrededor de 200 especies
endémicos se encuentran ahi a pesar que el lago es reciente, menos de 1 millon de
aflos. A estas especies se les hizo un analisis con marcadores mitocondriales (no
COI) vy el resultado determiné secuencias casi idénticas, por lo que se interpreta
que el complejo de especies en este lago evoluciond en unos cuantos miles de afos,
un periodo de tiempo corto comparado con la diversificacion de otras especies de
vertebrados (Avise, 2000).

En los ciclidos la diferenciacion ecologica es evidente y las especies tienen un
mecanismo de aislamiento precigético muy fuerte. Hay algunas que se aparean en
espacios cercanos (McKaye, 1980). Ha sido demostrado que la especiacién ecologica
puede ocurrir mucho mas rapido que la evolucién de los marcadores genéticos
neutros, que no logran detectar estas variaciones. Sin embargo, la ausencia de
diferenciacion genética (con estos marcadores utilizados) no refuta la especiacién
ecologica (Elmer et al, 2010b).

En nuestro estudio, excepto los de Xilod, los especimenes estudiados y
analizados en el arbol filogenético no se agrupan siguiendo patrones de localidad
o especie (Figura 2). Las relaciones entre los miembros de Midas Cichlidae son
complejas (Wilson et al, 2000), y atin cuando se han realizado estudios ecoldgicos
y genéticos, utilizando diferentes marcadores nucleares y mitocondriales, muchas
veces la informacion filogenética de estos no conduce a resultados congruentes.
Hay factores relacionados con el muestreo que pueden afectar negativamente
los resultados de la investigacion como el periodo de colecta de las muestras, las
técnicas que se utilizan para colectarlas y los sitios de muestreo. Es necesario tener
conocimiento de lo antes mencionado, ya que es posible que se colecte muestras en
un sitio donde solamente habita una especie, o utilizando artes de pesca inadecuados
y no colectar todas las posibles especies de una laguna. Esto ultimo podria explicar
porque’ los especimenes no se agrupen siguiendo patrones de localidad o especie
(Figura 2).
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En el caso de los individuos de Xiloa se observé que los especimenes forman
un clado distinto, aunque no se logran agrupar por especie. Ha sido demostrado que
la laguna de Xilo4 contiene la mayor variacion y riqueza alélica (Vivas y Mckaye, 2001).
Ademas, estd comprobado que las especies son mas parecidas entre si genéticamente
dentro de las lagunas que entre lagunas, por lo tanto se explica que las especies de
Xiloa formen un clado separado.

Se debe tomar en cuenta que algunos estudios proponen la especiacion
basandose en colores en la laguna de Xilo4, ya que hay evidencia que la especies
Amphilophus xiloaensis y A. sagittae (genéticamente distintos utilizando marcadores
neutros) que presentan forma “normal” y “dorada”, se aparean de acuerdo al color,
lo que podria llevar en un futuro a que se convirtieran en especies distintas (Elmer
et al, 2009).

De las especies de Apoyo, A. zaliosus aparece como la méds cercana al grupo
de especies de Xilo4, lo que se explica debido a que ecoldgica y genéticamente estas
lagunas son las mas parecidas (Waid et al, 1999). Ademas, A. zaliosus es la especie
mas diferenciada (morfoldgica y genéticamente) en el grupo de Apoyo, por lo que es
probable que se separe de los otros grupos de su localidad.

Como se observara en los arboles posteriores, el conjunto de especies del
lago de Nicaragua, no forma un grupo monofilético, no se agrupa de acuerdo a
su identidad geogrifica o taxondmica, ademas, no se sabe con exactitud cudntas
especies del complejo conviven en el lago.

Por otra parte, los especimenes del lago de Managua (769, 765) se agrupan
con algunos del Lago de Nicaragua (777, 609) algo que se espera debido a la antigua
conexion entre estos lagos (Villa, 1976). Ademas, estudiando las especies que lo
habitan, A.citrinellus y A.labiatus, se ha demostrado que la diferenciacion genética
entre estas especies es leve ya que comparten multiples haplotipos (Elmer et al

2010b).
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Otra observacion importante es en relacion al grupo que forman los
especimenes del lago de Nicaragua, Rio San Juan y laguna de Apoyeque, La relacién
entre el lago de Nicaragua y Rio San Juan se explica a razon del fluctuacion genética
que pueda ocurrir entre las especies de estos sitios debido a su conexién. La relacién
con la laguna de Apoyeque es posiblemente debido a que en los individuos que ahi
habitan, se ha encontrado solamente el haplotipo mas comun, procedente de las
especies fundadoras del Lago de Nicaragua, y a que la colonizacion es reciente por lo
tanto no ha habido diferenciacion de sus ancestros, lo que se soporta debido a que
la laguna se formo por una erupcion que ocurrié hace tan solo 1900 afios (Geiger,
McCrary & Schiliewen, 2010).

En este estudio empleamos el gen COI para implementar la iniciativa
internacional Codigo de Barras Genético (DNA barcode) encontrando que este gen
no ha permitido discriminar entre los miembros del complejo a nivel de especie.
En Africa, se realizaron estudios pilotos con el fin de conocer la utilidad de los
“Barcodes” en la identificacion de especies de ciclidos, pero los resultados no fueron
concluyentes. En un estudio de Codigo de barras en peces Mexicanos de agua dulce
(Valdez et al, 2009), en el que se contd con algunas muestras de peces del complejo,
se concluyd que para este caso particular (Midas Cichlidae), el uso de un solo gen
(COI) no es suficiente para la identificacion de estas especies. Sin embargo, en este
estudio se demuestra (Figura 3), que el gen COI permite discriminar entre especies
de diferentes localidades, como es el caso de la laguna de Apoyo y Xiloa. Tomando
en cuenta el principio de que las especies estin mds relacionadas entre si, que
entre especies de diferentes lagunas, se elabord un 4rbol con las especies de estas
localidades.

Se ha demostrado que la ecologia y especies que habitan en Xiloa y Apoyo
son muy similares. Ademas, en otros estudios donde se han utilizado marcadores
mitocondriales y nucleares las especies de ambas lagunas aparecen formando un
mismo grupo (Geiger, McCrary y, Schiliewen, 2010).

Los ciclidos habitan también lagos africanos, en donde se presenta especiacién
simpdtrica en condiciones similares a las de nuestros lagos. Un ejemplo importante
de esta similitud es la evolucién convergente que ha ocurrido en el Lago Malawi y
Tanganica. Se piensa que las especies limnéticas A .zaliosus de Apoyo y A. sagittae,
que son elongadas y ambas con mandibulas faringeas papiliformes, han tenido
procesos de evolucion paralela guiados por fuerzas ecoldgicas similares. Aunque en
el arbol filogenético no se logra apreciar estd relacion es importante sefialar que, asi
como estas especies estan siendo guiadas por fuerzas evolutivas semejantes, puede
ser que genes co-especificos estén involucrados en estos procesos y sean compartidos
por ambos grupos de especies en Apoyo y Xiloa.
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Figura 3. Arbol NeighborJoining de las lagunas Xiloa y Apoyo basado en el gen
Citocromo C oxidasa sub unidad I (region mitocondrial). En las ramas se muestra el
porcentaje de réplicas en las que los taxa se agruparon en el test de bootstrap (1000
réplicas). Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método P-distancia y
son unidades expresadas en el nimero de sustituciéon de bases por sitio.

Son muchos los estudios que se han realizado con las especies del Complejo
Midas, incluyendo ecologia, comportamiento y genéticos. Los estudios filogenéticos
son concluyentes en cuanto a utilizar diferentes marcadores para el anilisis de las
relaciones entre los individuos que habitan las lagunas y a la vez entre los que habitan
diferentes lagunas. En la Figura 4, se presenta un arbol delas especies de Asosoca Leon,
Apoyeque, Tiscapa, Monte Galdn y Lago de Managua. Se explica que se agrupen
de esta forma porque estos reservorios fueron colonizados por especies provenientes
del Lago de Nicaragua, y que dichas especies, por su cercania geografica compartan
informacion genética.

Las especies de Apoyeque forman un grupo aparte, y por las distancias (longitud
de las ramas del arbol) se puede asumir que son especies diferenciadas, es decir que
pueden ser diferentes especies del complejo habitando en la laguna. Se observa que hay
tipo ‘normal’ y tipo ‘labiatus’, y estos forman claramente grupos distintos, este hallazgo
es muy importante, pero se necesita demostrar mediante otros estudios la presencia
de nuevas especies, principalmente porque esta laguna ha sido poco estudiada. Estos
resultados indicarian que ocurre especiacion en una laguna de origen reciente (1900
afios) y que pueden estar conviviendo al menos dos especies del complejo.
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584 Monte Galan A sp
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Figura 4. Arbol NeighborJoining de las lagunas Monte Galan, Tiscapa, Apoyeque,
Asososca Leon y Lago de Managua basado en el gen Citocromo C oxidasa sub
unidad I (region mitocondrial). En las ramas se muestra el porcentaje de replicas en
las que los taxa se agruparon en el test de bootstrap (1000 replicas). Las distancias
evolutivas fueron calculadas usando el método P-distancia y son unidades expresadas
en el namero de sustitucion de bases por sitio.

En estudios recientes de filogenética (Elmer et al, 2010b y Geiger, McCrary
y, Schiliewen, 2010), se ha demostrado la relacion cercana entre especies de Asosca
Léon y y Monte Galan, ademas que morfologicamente son las mds similares entre
si y similares a la media del compelejo. Estas relaciones se ven reflejadas en el
arbol, (Figura 5), y se piensa que debido a sus afinidades geogrificas, las especies se
encuentran formando un grupo con el Lago de Managua. En el pasado el lago de
Managua estuvo conectado con el lago de Nicaragua, luego se separaron y cada uno
tiene su propia ictiofauna. Esta claro que el lago de Nicaragua contiene a las especies
fundadoras del complejo. Sin embargo, se piensa que, aunque se diferenciaron
después de la separacion, aun comparten informacion genética y morfologia. Se
presume que las especies fundadoras de las lagunas Tiscapa, Monte Galdn y Asosca
Ledn, provenieron del lago de Managua. Las especies de la laguna de Tiscapa
aparecen como grupo hermano de las anteriormente mencionadas.

Sin embargo, conviene hacer algunas observaciones adicionales. En el Rio
San Juan hay posiblemente dos especies, lo que se refleja en el arbol ya que los
especimenes 687 y 683 denominados A. sp ‘RSJ’, forman un grupo aparte. Este
grupo aparece como hermano de un grupo combinado de especies del Rio San Juan
y lago de Nicaragua. En el arbol (Figura 5) se ven muy bien diferenciados dos grandes
grupos, que aunque combinados, puede indicar que ya hay una separacion clara
entre las especies de ambos sitios.
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610 LNic A sp elongate
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Figura 5. Arbol NeighborJoining del Lago de Nicaragua y Rio San Juan basado
en el gen Citocromo C oxidasa sub unidad I (region mitocondrial). En las ramas
se muestra el porcentaje de replicas en las que los taxa se agruparon en el test
de bootstrap (1000 replicas). Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el
método P-distancia y son unidades expresadas en el numero de sustitucion de bases
por sitio.

Nuestro proyecto forma parte de un proyecto mas amplio que comprende la
creacion de un biorrepositorio de la biodiversidad nicaragilense que comprende un
archivo de material genético (ADN), tejido, secuencias del gen COI, fotografias,
informacion, taxondmica y de colecta para todos los individuos colectados. Esto se
almacena en BOLD Systems?, de forma accesible, ordenada y facil de localizar. Esta
es la primera experiencia de este tipo para Nicaragua.

En el sistema BOLD, para cada espécimen se crearon 3 pdginas principales
para manejar la informacion: pagina de informacion taxondmica y colecta, pagina
de informacion genética y una pdgina que ubica al espécimen filogenéticamente
y presenta estadisticas por taxa. El proyecto, ademds de ser de gran utilidad para
almacenar informacién completa de las especies, permite relacionar a nuestros
especimenes con otros a nivel mundial, y situar a la Biodiversidad de nuestro pais
en el mapa de la investigacion cientifica.

El presente trabajo de investigacion constituye el primer estudio de filogenética
molecular utilizando el gen COl y realizado en su totalidad en el pais. Se ha logrado
confirmar hipdtesis planteadas por otros autores y aportar nuevas sobre la compleja
situacion de los peces ciclidos en Nicaragua, contribuyendo al debate actual de la
comunidad cientifica acerca de la correcta clasificacion de la mojarra, sus relaciones
filogenéticas y los procesos de especiacion de las especies del Complejo.

EL gen COI permiti¢ diferenciar en algunos casos especies de diferentes
lagunas como en Xilod-Apoyo-Apoyeque. Se encontraron dificultades en diferenciar

2 Barcoding of life Data System http://www.boldsystems.org/views/projectmenu.php?&s
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especies del Lago Managua, Monte Galan y Asososca Leon, debido a sus afinidades
geograficas y la posibilidad de que la especie fundadora de estas lagunas proviene del
Lago Managua. Las especies de la laguna de Tiscapa aparecen como grupo hermano
de las lagunas anteriormente mencionadas. Las relaciones entre los peces del
complejo Midas Cichlidae son complejas y atin utilizando marcadores moleculares y
estudios morfométricos y ecoldgicos no siempre se obtiene resultados congruentes.
El gen COI no permitié identificar los especimenes a nivel de especies, aunque en
algunos grupos fue util para grupos geograficos.

De acuerdo a los anilisis realizados, la laguna de Apoyeque puede contener
dos especies del complejo: una forma ‘normal’ y una ‘labiatus’ (labios pronunciados).
Lo mismo sucede en el Rio San Juan, donde se identifican especies parecidas
a ‘citrinellus’ y otra posible especie de cuerpo alto y redondeado. En el lago de
Nicaragua conviven varias especies, estrechamente relacionadas con las especies del
Rio San Juan, ya que todavia hay un flujo genético entre ambas localidades.

Por la dificultad del gen de diferenciar a nivel de especie, la falta de
agrupamiento en los arboles filogenéticos obedeciendo a localidades o grupos
de especies, y tomando en cuenta la reciente creacion de las lagunas y su tamafio
reducido sin presentar barreras geograficas, se presume que ocurrié y actualmente
ocurre un proceso de especiacion simpatrica acompaniado en algunos casos por
evolucién paralela convergente.

Urge profundizar estos temas con mas estudios que incluyan el muestro
extenso de estas lagunas, ya que debido al dificil acceso a algunas de las lagunas
(Apoyeque, Asososca Ledn, Monte Galdn y Tiscapa) y a la extension de los grandes
lagos Nicaragua y Managua no se han colectado un niimero de muestras considerables
que pueda conllevar resultados mds congruentes, y se ha demostrado que de una
localidad a otra varia la informacion genética de estas especies.

Para obtener informacion mas completa y poder elaborar hipotesis precisas y
congruentes, los estudios genéticos, deben ir siempre acompafiados por mis estudios
de ecologia y morfologia. De igual forma en la actualidad, se debe aprovechar los
recursos emergentes como la secuenciacion y dirigir las investigaciones a encontrar
genes que intervienen directamente en el proceso de especiacién-por ejemplo
aquellos que intervienen en la visién de los peces y hacen que prefieran aparearse
con individuos de un color especifico- y a la inferencia de las bases genomicas
en la variacion fenotipica y ecoldgica como la morfologia y seleccion de sitios de
alimentacion y reproduccion.
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