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Resumen:

A pesar de su importancia comercial para nuestro pais, nuestro
conocimiento sobre la estructura poblacional de Micropogoniasfurnieri en la
region y los procesos causantes de esta siguen siendo limitados. Varios estudios,
basados tanto en caracteres genéticos como morfolégicos, sugieren que el Rio de la
Plata alberga una unidad poblacional independiente de su frente oceanico, ademas de
cierto grado de diferenciacion en los individuos que habitan las lagunas costeras
asociadas a éste sistema. Parte de la diferenciacion encontrada en estos estudios no
es explicada completamente por deriva genética ya que existe evidencia del papel de
la seleccion natural actuando sobre este escenario de diferenciacion poblacional.
Aunado a lo mencionado con anterioridad, la ausencia de barreras geograficas
evidentes entre los sistemas estudiados también sugiere la posibilidad de que la
adaptacion a las condiciones locales —como puede ser la diferencia de salinidad—
tenga un efecto preponderante en el escenario de diferenciacién poblacional
encontrada. En este trabajo se analiz6 la estructura poblacional de
Micropogoniasfurnieri en base a la variacion en uno de los genes codificantes para
canales transmembrana de agua —acuaporina AQP-3a—, con el objetivo de testear la
hipétesis de que la diferencia de salinidad entre el Rio de la Plata, las lagunas
costeras y el Océano Atlantico juega un rol en la diferenciaciéon de estas poblaciones.
Los analisis efectuados no develaron ningln patrén de estructura poblacional, ya que
no se encontraron diferencias significativas entre los individuos de las localidades
estudiadas. Sin embargo, los resultados obtenidos contribuiran a formar un punto de
inicio para investigar en profundidad los procesos detras de la estructuracion
poblacional de M. furnierien la regién y para ampliar el set de secuencias de AQP-3 de

teleosteos disponible.



1.- Introduccioén

Las especies de peces que habitan los ambientes estuarinos se ven sometidas a un
alto estrés ambiental debido a la alta variacion en el tiempo de factores ambientales
como la turbidez, disponibilidad de nutrientes, temperatura o salinidad; esta
inestabilidad es responsable de la baja biodiversidad presente en los estuarios,
aunque éstos presentan una alta productividad (Whitfield 1999). Tanto las especies
que se encuentran en su limite de distribucion, como las que migran periédicamente
por motivos alimenticios y/o reproductivos como las que o residen en el estuario de
forma permanente, presentan adaptaciones comportamentales y fisiologicas para
sobrellevar estas fluctuaciones, con las que son capaces de aprovechar un medio rico
en alimento en el que muchos competidores son excluidos por las condiciones fisicas

(Whitfield 1999)

Debido a la alta productividad de los estuarios y a su facil acceso para la
explotacion pesquera, estos ambientes tienen una gran importancia economica, lo que
sumado a la actividad comercial y recreacional asociada a la proximidad de sus
puertos, los posiciona en grave riesgo de conservacion (Houde & Rutherford 1993;
Heck et al. 2001). Ademas, son ambientes estratégicos para la conservacion de los
"stocks" pesqueros dado que son usados como areas guarderia por muchas especies
de importancia econémica (Becket al. 2001; Whitfield 1999). A pesar de la gran
importancia de estos ambientes, nuestro conocimiento general sobre las dinamicas
poblacionales de las especies de peces e invertebrados que los habitan es en general,
insuficiente como para desarrollar medidas de manejo ecosistémico efectivas (Beck et

al. 2001).

El Rio de la Plata es un estuario de influencia fluvial con fuerte influencia mareal;
presenta una forma de embudo con una extension de aproximadamente 300 km y un

ancho que va desde los 35 a 230 km, teniendo su origen en la conjuncion de los Rios



Parana y Uruguay que en conjunto hacen una descarga media de 26.000 m®/s (Piccolo
& Perillo 1997). Con las grandes ciudades de Buenos Aires y Montevideo en sus
orillas, el impacto ambiental que recibe es importante. Esto implica que determinar la
estructura poblacional de las especies que habitan este estuario y regiones aledafas
sea una prioridad si se pretende desarrollar medidas de conservacién y manejo

acertadas.

La corvina rubia Micropogonias furnieri, posee una gran tolerancia a las variaciones
ambientales en la temperatura y salinidad, lo que se ve reflejado en su amplia
distribucién a lo largo de la costa Atlantica, la cual abarca desde Veracruz, México (20°
N) hasta el Golfo de San Matias, Argentina (41° S) (Isaac 1988; Vazzoler 1991).
Durante la época de reproduccién migran hacia la costa, llegando a incursionar dentro
de las desembocaduras de rios y lagunas costeras que actlan como sitios de

reproduccion y refugio para las crias (Acufia et al. 1992; Vizziano et al. 2002)

Existen varios estudios que proponen la existencia de cierta estructuracion
poblacional en esta especie en el Atlantico Sur. Isaac (1988) propone, en base a
caracteres morfolégicos, la existencia de cinco unidades reproductivas aisladas
parcialmente, distribuidas al sur del paralelo 23° S; Vazzoler (1971) sugiere la
existencia de dos poblaciones, una en la costa brasilefia, entre los 23° Sy 29° S, cuya
zona de desove comprende el complejo lagunar de Cananeia (Brasil), y otra entre los
29° Sy 33° S, desovando al oeste de la Barra de Rio Grande (Brasil). Por otro lado,
Cotrina (1986), tomando en cuenta la estructura de tallas y el comportamiento
reproductivo, encuentra dos poblaciones separadas méas al sur del continente, una en
la desembocadura del Rio de La Plata hasta el 38°S y otra en lo que corresponderia a
la zona de El Rincén (Argentina), aunque no descarta de que el patron sea fruto de

una diferencia en la intensidad pesquera. Figueroa & Diaz de Astarloa (1991) también



plantean un esquema similar de estructura poblacional en base a caracteres

morfoldgicos y meristicos.

En contraparte, estudios realizados sobre la variacion de loci alozimicos sugieren
un intenso flujo génico entre Rio Grande (33° S) y El Rincén (40° S) (Maggioni et al.
1994). Pereira et al. (1990) también apoyan un extenso flujo genético entre el Rio de la
Plata y su frente oceanico. De igual forma Levy et al. (1998) en la costa del Brasil entre
los 20° S y 35° S. Estos resultados apuntan a una gran poblacién panmitica de M.
furnieri en las costas del Atlantico Sur de Sudamérica. Sin embargo, estos resultados
deben tomarse con cautela ya que los marcadores alozimicos son poco variables por
naturaleza, ya que no solo se estan observando regiones codificantes las que no
suelen cumplir con el supuesto de no estar sometidos a seleccion natural (Karl & Avise
1992), sino que debido a la técnica utilizada solo pueden detectarse variaciones que
afecten el tamafio de la proteinas. Por esto no serian apropiados para analizar

estructuras poblacionales recientes (Sunnucks 2000).

Un estudio mas reciente basado en secuencias del ADN mitocondrial propone que
los individuos del Rio de la Plata representarian una unidad independiente del
Atlantico (Pereira et al. 2009), lo que ha sido apoyado por estudios posteriores
basados en microsatélites y morfologia geométrica (D'Anatro & Lessa 2011; D'Anatro
et al. 2011, respectivamente). Ademas, existen registros de una reduccion de 11 a 12
cm en la talla de primera madurez para los individuos que habitan en la Laguna de
Rocha, en relacion a los individuos que habitan las aguas del Océano Atlantico
(Vizziano et al. 2002). Un fendbmeno similar fue reportado en “Lagoa dos Patos” (Brasil)
(Castello 1986), asi como en otra especie del mismo género, Micropogonias
undulatus, que también habita en ecosistemas estuarinos (Ross 1988). Se ha
propuesto que este fendmeno es una respuesta propia de especies con tasas de

mortalidad elevadas, siendo la pesca intensiva la fuerza mas invocada, la cual actuaria



como una presion selectiva en contra de los organismos de gran tamafio (Ross 1988).
Sin embargo, el esfuerzo pesquero en aguas Uruguayas se concentra en el Rio de la
Plata, en donde no se ha registrado la maduracién sexual temprana en corvina blanca,
por lo que es muy probable de que sean otras las causas de este patrén (D'Anatro &
Lessa 2011). Estudios mas profundos sugieren una diferenciaciébn genética vy
morfoldgica leve pero significativa entre los individuos de Laguna de Rocha con
respecto a los individuos de Océano Atlantico y el estuario del Rio de la Plata
(D'Anatro & Lessa 2011; D'Anatro et al. 2011), lo cual estaria a su vez acompafnado
por diferenciacion en los recursos alimenticios utilizados por los individuos que habitan

las lagunas (D'Anatro et al. 2013)

Dada la diferencia de salinidad entre ambos ambientes cabe la posibilidad de que
sea una diferencia en la capacidad de regular la pérdida o ganancia de agua la
responsable de la segregacion de las poblaciones del Rio de la Plata como ya fue
sugerido por D'Anatro (2011). Sumado a esto, existe evidencia de que parte de la
variacion morfoldégica encontrada entre las corvinas de la Laguna de Rocha, el Rio de
la Plata y su frente ocedanico, puede ser efecto de la seleccién natural divergente
actuando sobre estas poblaciones (D'Anatro & Lessa 2011). En este sentido, seria
esperable que algunos de los genes vinculados con la regulacién osmética mostraran
sefales de estar bajo seleccién divergente entre el Rio de la Plata, las lagunas

costeras y el Océano Atlantico.

Los teledsteos regulan su presion osmatica controlando el flujo de agua en érganos
como los rifilones, branquias o el tracto intestinal (ver Evans (2008) para una revision
mas detallada sobre la osmoregulacion en teleésteos). En particular, los que habitan
en agua dulce, su interior es hiperosmotico con respecto al medio, y deben compensar
la constante entrada de agua y pérdida de iones por difusién pasiva. Esto lo logran

principalmente mediante la excrecién de orina altamente diluida y por la captacion



activa de iones por células especializadas en el epitelio de las branquias, las células
clorhidricas. Por otro lado, los teledésteos marinos deben hacer frente al caso contrario,
pérdida constante de agua y ganancia de iones, la que compensan produciendo
pequefios volimenes de orina casi isoténica con respecto al medio y secretando

activamente iones por las agallas.

Como las especies que habitan de forma permanente los ecosistemas estuarinos
se ven forzadas a manejar ambas situaciones es esperable encontrar adaptaciones

gue les permitan amortiguar esta clase de estrés ambiental.

Unos de los genes mas directamente implicados con la osmorregulacién son las
acuaporinas (AQPs), una superfamilia de pequefias proteinas integrales de membrana
de entre 25-34 kDa (Cerda & Finn 2010). Se han identificado 13 subfamilias en
tetrapodos, denominadas desde AQPO hasta AQP12, las cuales se subdividen en 2
grupos mayores en base a la homologia de sus secuencias y por sus propiedades de
permeabilidad: las acuaporinas selectivas a agua y las acuagliceroporinas, permeables
ademas a glicerol, urea y amonio (Agre et al. 2002; Litman et al. 2009; Cerda & Finn

2010).

Se han aislado secuencias completas o parciales de acuaporinas en numerosos
grupos de teleosteos como por ejemplo de representantes de las divisiones
Elopomorpha, Ostariophysi, Neognathi, Protacanthopterygii, Paracanthopterygii vy
Acanthopterygii (Cerda & Finn 2010).Sin embargo, solo se han realizado estudios
exhaustivos de la diversidad de acuaporinas en el pez modelo Daniorerio en el que se
reveld un repertorio de al menos 18 secuencias codificantes homologas a las AQPO-1,
AQP3-5 y AQP7-12 de tetrdpodos por duplicado o triplicado, aunque todos los
ortélogos conservan generalmente la misma estructura de exones e intrones (Tingaud-
Sequeira et al. 2010). La divisibn entre acuaporinas selectivas a agua y

acuagliceroporinas de tetrpodos sigue siendo vdlida, ademas de dos grupos



divergentes correspondientes a los ortdlogos de la AQP-8 y los de las AQP11-12

(Cerda & Finn 2010).

Varios estudios muestran una compleja dinamica de los diferentes ortélogos de los
genes AQPs a lo largo de la diversificacion de los teledsteos (Cerda & Finn 2010).
Dicha complejidad es producto, en primera instancia, de un evento de duplicacién
genética completa (WGD) ocurrido en la base del grupo de los Actinopterigios
(Christoffels et al. 2004; Taylor et al. 2003); que ha dejado su huella en otros genes,
como los clusters de genes hox (Amores et al. 1998) y las hemoglobinas (Opazo et al.
2012). Este evento fue seguido por una pérdida masiva de genes, fruto de varios
rearreglos intra- e intercromosomicos independientes en los distintos linajes (Cerda &
Finn 2010; Jaillon et al. 2004).Estos fendmenos explican porque el nUmero de genes
de AQPs presentes en D. rerio, aunque mayor al de tetrapodos, es menor al doble. De
hecho, Fugu rubripes y Oryzias latipes solo poseen en sus genomas 14-15 paralogos
de AQPs respectivamente (Cerda & Finn 2010). Por ejemplo, el paradlogo AQP-3b
pareceria haberse perdido en los Acantomorphos, aunque por ejemplo, Anguilla
anguilla, Pimephales promelas, Oncorhynchus mykiss y Gadus morhua, conservan
este gen (Cerda & Finn 2010). De hecho, solo una fraccion de los paralogos
producidos por éste evento de duplicacion se conservan en la actualidad (Jaillon et al.

2004).

A pesar de lo mencionado lineas arriba, la mayoria de las acuaporinas de
teleGsteos son consistentes con el evento WGD, aunque se discute la hipétesis que
algunos paralogos como los casos de la AQP-1ay la AQP-1b, asi como la AQP-Oay la
AQP-0b pudieran haber surgido por una duplicaciéon en tandem (Cerda & Finn 2010).
Otro caso de una duplicacion en tandem son los paralogos AQP-8aa y AQP-8ab, pero
a diferencia de los casos anteriores, el paralogo producto del WGD (AQP-8b) aun se

conserva en los genomas de los Acantomorphos, con la excepcion de O.latipes, en el



gue parece haberse perdido junto con el AQP-8aa (Cerda & Finn 2010). Por otra parte,
F. rubripes parece haber perdido de manera independiente los genes AQP-8aa y AQP-

8ab (Cerda & Finn 2010).

Particularmente, la AQP-3a es una acuagliceroporina que expresa en branquias,
esotfago, intestino y en los rifiones de especies como A. anguilla, Dicentrarchus labrax,
D. rerio y Oreochromis mossambicus (e.g: Cutler et al. 2007; Cerda & Finn 2010).En
las branquias se ha visto una mayor expresion en especies adaptadas al agua dulce,
aunque en especies de Tilapia no se han observado diferencias significativas entre
especies aclimatadas al agua dulce o salada (Cerda & Finn 2010). A esto se suma que
existe una marcada diferencia en los patrones de expresion en el epitelio branquial
entre diferentes especies, por lo que su funcion fisiolégica sigue siendo motivo de
discusion (Cutleret al. 2007). En el es6fago se la ha encontrado en ejemplares de A.
anguilla aclimatados al agua salada; estudios iniciales sugieren que en estos
ejemplares se localiza en células secretoras de moco, mientras que en los aclimatados
a agua dulce se encuentra en las células no secretoras solo de la region anterior
(Lignotet al. 2002). En el intestino se lo ha detectado en A. anguilla y O. mossambicus,
aungue no asi en Tribolodon hakonensis; en A. anguilla no se observan cambios en
los niveles de expresién de la AQP3 en individuos aclimatados a una u otra situacion,
aunque, mientras en el intestino se expresa en grandes células tipo macrofago en el
recto se expresa en las células secretoras de moco (Cutler et al. 2007; Cerda & Finn
2010). Por ultimo, en A. anguilla no hay evidencia de que se exprese en los rifiones,
sin embargo en especies de Tilapia habria una minima expresion, siendo mayor en

peces aclimatados al agua salada que en agua dulce (Cutler et al. 2007).

Teniendo en cuenta especificamente el rol de la AQP-3a en la osmoregulacién en
teleGsteos, se analiz6 la variacion intra-einterpoblacional espacial de M. furnieri

mediante el empleo del gen que codifica para esta proteina como estimador de la



variacion genética. La hipétesis de trabajo es que, dada las variaciones en la salinidad
promedio entre el Rio de la Plata, su frente maritimo y las lagunas costeras asociadas,
existen variantes alélicas del gen de la AQP-3a directamente asociadas a cada uno de
estos ambientes en M. furnieri, siendo esto un factor importante detras de la
estructuracion poblacional detectada por varios autores en la especie (i.e Pereira et al.
2009; D'Anatro 2011; D'Anatro & Lessa 2011; D'Anatro et al. 2011; D'Anatro et al.
2013). Si bien las secuencias codificantes de los genes nucleares no suelen presentar
suficiente variacion como para estudiar procesos poblacionales recientes (Sunnucks
2000), la posible diferencia de presiones selectivas entre ambos ambientes podria

estar afectando las frecuencias de los diferentes alelos de este gen.

2.- Materiales y Métodos

Obtencién de las muestras y area de estudio

Se analizaron un total de 137 individuos muestreados en 5 localidades: en el interior
del estuario (Montevideo, n=26), en las cercanias de su frente oceénico (San Luis, n=
24), asociadas a lagunas costeras sobre la costa Atlantica (Laguna de Castillos, n=15
y Laguna de Rocha, n=27), sobre la costa Atlantica en Uruguay (La Paloma, n=27) y
en aguas territoriales Argentinas del océano Atlantico(Villa Gesell, n=18)(Fig. 1).Todos
los individuos estudiados fueron obtenidos por medio de pescadores artesanales

locales 0 mediante campafias del B/l Aldebaran (DINARA, MGAP).

Disefio de oligonucleétidos especificos y analisis de laboratorio

Para la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se dispuso de
los siguientes oligonucledtidos especificos: AQP3a-EX2-MfF (5-
TGCGWTGTTCCTTACYGTCAACTTTGC-3), ubicado en los primeros pares de bases
(pb) del exon 2, y AQP3a-EX6-MfR (5-AAGCCCATRGACAATCCAATGA-3’), ubicado

en los primeros pb del exén 6. Dichos oligonucleétidos fueron construidos en base a



las regiones conservadas segun el alineamiento de los ortélogos de la AQP3a en trece

especies de referencia (Tabla 1).
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Figura 1. Puntos de muestreo para los que se cuenta con tejidos de M. furnieri.
Coordenadas geograficas aproximadas: Laguna de Castillos 34° 18' S, 53° 55' O;
Laguna de Rocha 34° 37' S, 54° 15' O; La Paloma 34° 39,5' S 54° 08,5' O; San Luis
34°47'7.33" S; 55°33'46.16" O; Montevideo 34° 38' S, 56° 16' O y Villa Gesell 37° 14’
S, 56° 44’ O. En rojo se marcan las localidades donde se obtuvieron resultados
positivos. La linea punteada indica el limite del Rio de la Plata. Modificado de D'Anatro

& Lessa (2011).

Las extracciones de ADN se realizaron sobre muestras de tejido siguiendo el
protocolo modificado de Miller et al. (1988). El PCR se realizé en un volumen final de

25 pl conteniendo: 12,5 pl de ADN (0,4 ug/ml); 1,0 pyl de dNTPs (0,4 uM); 2,0 pl de



cada uno de los dos oligonucleotidos (0,8 uM); 3,5 ul de MgCI2 (3,5mM); 0,3ul de Taq
(0.06 u/ul); 1,5 pl de buffer (1X) y 1,20 ul de agua destilada. Se sigui6 la estrategia de
tipo “Touch Down” (Don et al. 1991) con 35 ciclos divididos en 5 etapas, las primeras 4
de 5 ciclos y la ultima de 15 con las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C
por 45 segundos, asociacion a 58, 48, 46, 44 y 42 grados segun la etapa durante 45
segundos, y extension a 72°C por 1 minuto; antecedidos por una desnaturalizacién
inicial de 4 minutos a 94°C y seguidos de una extension final de siete minutos a 72°C.
Los productos de PCR obtenidos fueron enviados para su secuenciacion automatica,
empleando el oligonucledtido AQP3a-EX2-MfF como cebador de la reaccion, a

Macrogen (Korea).

Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Proseq 3.2 (Filatov
2009). La reconstruccion de los haplotipos de cada individuo se realizé en dos etapas,
primero en forma manual, usando como referencia un alineamiento de los individuos
homocigotas, y luego con el programa PHASE v 2.1 (Stephens et al. 2001; Li &
Stephens 2003; Crawford et al. 2004; Stephens & Scheet 2005).La diversidad
haplotipica (Hd) y nucleotidica (1r) fueron estimadas usando el programa DnaSP v
5.10 (Librado & Rozas 2009). Se construyé una red de haplotipos mediante el
algoritmo de “Median-Joining” con el programa Network 4.6 (Bandelt et al. 1991). Los
valores del peso de cada caracter se dejaron en su valor por defecto (i.e. 10) salvo
para los gaps en los que se dividié este valor por el tamafio del mismo para
considerarlo un Unico evento, aproximandose al valor entero mas cercano, con el fin

de evaluarlos como un Unico evento.

Para confirmar la identidad de la fraccion del gen amplificado, se buscaron
correspondencias en la base de datos Genbank (Benson et al. 2002) utilizando el

algoritmo MegaBLAST (Morgulis et al. 2008). Las correspondencias con mayor



identidad se usaron como referencia para determinar los exones e intrones presentes

en el fragmento amplificado mediante una busqueda por similaridad, utilizando el

algoritmo BLASTX (Gish & States 1993).

Tabla 1. Secuencias de referencias usadas para la construccion de los oligonicleétidos

usados en PCR.

Especie ID
Carassiusauratus AM928312.1
Cyprinuscarpio EX885773.1
Daniorerio EU341833.1
Dicentrarchuslabrax DQ647191.1
Gadusmorhua FF416557.1
Gasterosteusaculeatus DW597988.1
Haplochromisburtoni DY630346.1
Ictaluruspunctatus CVv987951.1
Oreochromismossambicus | ES375494.1
AB126941.1
Ptyochromissp. BJ690402.1
Rhabdosargussarba DQ333306.1
Salmo salar EG871914.1
GE619840.2
Tribolodonhakonensis AB055465.1

Andlisis de estructura poblacional y apartamiento del régimen de evolucion neutral

Para evaluar la estructura poblacional se calcularon los coeficientes de endocria Fsr
empleando el programa Arlequin v 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010). También se
utilizd éste programa para evaluar entre diferentes hipétesis de estructura poblacional
mediante un andlisis de varianza molecular AMOVA (Excoffier et al. 1992), basado
también en los coeficientes Fsr. Complementariamente a este andlisis, se realizaron
pruebas de neutralidad a todo el set de datos mediante los tests de Tajima, Ds

(Tajimal989) y Fu, Fs (Fu 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gish%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8485583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=States%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8485583

3.- Resultados

Analisis de las secuencias obtenidas

Se secuenciaron exitosamente 22 individuos: 11 de Laguna de Castillos, 6 de San
Luis y 5 de La Paloma, obteniéndose un fragmento de 689 pb una vez completada su
ediciéon. La buUsqueda de secuencias nucleotidicas en la base de datos GenBank
identific6 homologia entre la secuencia obtenida en M. furnieri y el gen AQP-3a de
Sparus aurata, con una identidad del 96%, seguido por la AQP-3 de D. labrax, con una
identidad del 90%, (codigos de acceso de GenBank: KC788197.1 y DQ647191.1,
respectivamente). Por su parte, las blusquedas de exones mediante el algoritmo de
BLASTX detectd la existencia de 2 exones en el fragmento amplificado. Usando las
secuencias antes mencionadas como referencia, se determiné que el primero
comprendia las posiciones 199 a 336, de la secuencia obtenida, con una identidad del
98% para ambas referencias y el segundo las posiciones 468 a 597, con una identidad
del 80% para S. aurata (AGT57408.1) y del 85% para D.labrax (ABG36519.1). Las
otras correspondencias identificadas BLASTX incluyen otras especies, que en su
mayoria también reconocieron estas regiones, pero algunas presentaron cierta
variacion, siendo el segundo exoén el méas variable. Al no disponerse de la secuencia
completa del gen de la AQP-3a en M.furnieri y sumado al reducido numero de
ortélogos de AQP-3a secuenciados para teledsteos, es riesgoso hacer asunciones
sobre exactamente cuales de los exones fueron realmente amplificados, pero por las
posiciones de los oligonucleotidos podriamos suponer que se trata de los exones 4 y

5.

En total se identificaron 8 haplotipos diferentes (Tabla 2) con Hd = 0,638, 7= 0,008.
La red de haplotipos revela 2 grupos claramente diferenciados por varios SNP asi
como 2 deleciones diferentes: 6 nucleétidos en las posiciones 350-355 en el grupo 1, y

otra de 3 nucledtidos en el grupo 2, en las posiciones 418-420 (Figura 3). La mayor



cantidad de polimorfismos se detectd en el intron central y no se detectaron InDels en
los intrones entre 1-198 y 598-698 (Figura 2) pero es necesario sefialar que estos
estan incompletos por lo que sacar conclusiones sobre su cantidad de polimorfismos
es precipitado. También cabe sefialar que los haplotipos H7 y H8 se diferenciaron por
una unica delecién de un pb en la region 458-468, sin que sea posible determinar su
posicién exacta debido a la presencia Unicamente de Timinas en dicha regién de la
secuencia, por lo cual no se descarta que sea producto de un artefacto de

secuenciacion.

Solo se detect6 una Unica mutacion no sinénima en un Unico individuo de Laguna
de Castillos, ubicada en el segundo exdn, una treonina por una prolina, en la posicion
510 y 2 mutaciones sinGnimas en las posiciones 524 y 527, éstas Ultimas asociadas a
los distintos grupos de haplotipos (Figura2). Debido a esto, se tomd en cuenta la
variacion en los exones como en los intrones en su totalidad para los analisis

poblacionales.

Estructura poblacional y apartamiento del régimen de evolucién neutral

El mayor valor de Fsr fue entre los individuos de La Paloma y Laguna de Castillos,
con un valor de= 0,105, mientras que los restantes fueron cercanos a 0 (Tabla 3) Sin
embargo, ninguno de estos valores tiene significancia estadistica (p> 0,05 en todos los
casos). Tanto el test de Tajima como el de Fu no detectaron apartamientos

significativos de la neutralidad: (D= 1,741, con p= 0,965 y F= 8,665 con p= 0.985).

El AMOVA considerando a todas las localidades pertenecientes a un mismo grupo
arrojé un Fst= 0,044 con un valor asociado de p= 0.193 (Tabla 4). Se intentaron otras

agrupaciones pero no se obtuvieron mejores resultados (datos no mostrados).



Tabla 2. Frecuencias de los Haplotipos en las poblaciones de La Paloma, San Luis y

Laguna de Castillos. EI nUmero de individuos secuenciados por localidad se muestra al

Haplotipo Localidad
La Paloma San Luis Laguna de Castillos

(n=5) (n=6) (n=11)
H1 0,500 0,667 0,318
H2 0,300 0,333 0,5
H3 0,100 0 0
H4 0,100 0 0
H5 0 0 0,045
H6 0 0 0,045
H7 0 0 0,045
H8 0 0 0,045

Grupo 1 Grupo 2

Figura 2. Red de Haplotipos construida con el algoritmo Median-Joining en el
programa Network 4.6 (Bandelt et al. 1991). Se identificaron 8 haplotipos (circulos
amatrillos) diferentes agrupados en 2 grupos diferenciarlos por 8 SNP y 2 InDels de 6 y
3 nucleétidos, dominados por los haplotiposH2 y H1 respectivamente, ambos con una
frecuencia de 0,43.El tamafio de los circulos amarillos es proporcional a su frecuencia
en los individuos muestreados. Las posiciones de los polimorfismos que diferencian

los haplotipos se muestran en rojo.



Tabla 3. Por debajo de la diagonal se muestran los valores de Fst pareados entre

individuos de las localidades de La Paloma, San Luis y Laguna de Castillos, por

encima de la diagonal se presentan los valores de p asociados a estas estimaciones.

La Paloma San Luis Laguna de Castillos
La Paloma 0,741+0,004 0,240+0.005
San Luis <0,001 0,129+0,004
Laguna de Castillos 0.0272 0.105

Haplotipo/Posicién| 8 | 95|349| 350-355 |404| 409|418-420|428| 429|435 |; 458/4687| 510 |524|527| 608|621 658|677
H1 T|AlC| - C|G| ATA |C|G]|C T AJAIT|A[A]lA|A
H2 T|A|T|GATCCA| T |A| - |T|A|A T AfC|C|A|G|A|G
H3 T|G|C|GATCCA| T | A| - |T|A|A T A[C|C|A|G|A|G
H4 T|A[T] - T|A|ATA |C|G|C T AJA|IT|A[A|lA[A
H5 T|A|T|GATCCA| T|A| - |T|[A|A T AfC|C|A|G|A|C
H6 T|A|C|GATCCA| T |A| - |T|[A|A T clejcic|6|T|G
H7 T|A[T] - C|G| ATA |C|G]|C A[A|T|A|A|A|A
H8 T|A|TIGATCCA| T | A| - |T|A|A AlC|ICIA[G|A|G
Figura 3. Posiciones variables de los haplotipos identificados. En azul los

polimorfismos que diferencian ambos grupos de haplotipos (posiciones: 349, 350, 351,

352, 353, 354, 355, 418, 419, 420, 428, 429, 435, 524, 527, 608, 621, 658 y 677).

Resaltadas en amarillo se muestran los polimorfismos en las regiones codificantes

(posiciones: 510, 524 y 527). En rojo la Unica sustitucidbn no-sinonima encontrada

(posicion 510, H6) presente en un unico individuo de Laguna de Castillos. Los

haplotipos 7 y 8 se diferencian por una delecion de una pb en la region 458-468, sin

embargo debido a que en dicha regién de la secuencia solo hay timinas es imposible

precisar su posicion exacta en el alineamiento.



Tabla 4.Resultados del AMOVA obtenidos mediante el software Arlequin v 3.5.1.3

(Excoffier & Lischer 2010)

Fuente de Grados Sumade Componentes Porcentaje
variacion de cuadrados de lavarianza de
libertad variacién
Entre 2 15,906 0,223 Va 4,37
poblaciones
Dentro de las 41 200,321 4,885 Va 95,63
poblaciones
Total 43 216,227 5,109
FST= 0,044

4 .- Discusion

En este estudio se consigui6 amplificar secuencias del gen AQP-3a de una
pequefia fraccion de los individuos estudiados, pero por debajo de los necesarios para
tener una muestra representativa de las poblaciones de M. furnieri en la regién
comprendida por este trabajo. Aln asi, se obtuvieron algunos resultados interesantes
gue se discutirAn a continuacion, comenzando con los problemas de disefio
experimental, para luego tratar los resultados de las pruebas de estructuracion
poblacional y de neutralidad, y la posible implicancia biol6gica de los polimorfismos

encontrados.

Problemas del disefio experimental

Debido a la falta de disponibilidad de secuencias de AQP-3a en especies cercanas

filogenéticamente a M.furnieri para usar como referencia en la construccion de



oligonucledtidos especificos, la afinidad de dichos cebadores de la reacciéon de PCR a
los sitios objetivo dista mucho de ser ideal, siendo quizds uno de los principales
causantes de las escasas secuencias recuperadas. Esto significaria que estos
resultados estan sesgados por la incapacidad de obtener amplificaciones positivas con
al menos parte de los haplotipos existentes. Aun asi, es poco probable que se deba a
variaciones en las secuencias blanco de los primers ya que estan ubicados en
regiones codificantes del gen y a que por ejemplo, en los exones identificados solo se
encontraron 3 SNP, una de ellas presente en un unico individuo, lo que denota escaza
variacion en este tipo de regiones génicas. De todas formas esto debe investigarse
mas a fondo ya que podria ser indicador de la existencia de variabilidad en los exones

blanco de los primers.

Otro problema a considerar es la forma de muestreo que puede no ser la ideal para
comprobar si las diferencias de salinidad ejercen alguna presion selectiva diferencial
entre las localidades dentro o muy cercanas al Rio de la Plata ya que no se tiene
informacién sobre la salinidad en la que se encontraban. Teniendo en cuenta la
variabilidad de las condiciones ambientales del estuario (Guerrero 1997) esta presion
diferencial, de existir, no seria constante en el tiempo. Otro dato importante seria
disponer de la profundidad, teniendo en cuenta la fuerte estratificacion de la salinidad
existente generalmente en el estuario (Guerrero 1997) los individuos mas sensibles a
la baja salinidad podrian minimizar el estrés osmotico nadando a aguas mas
confortables cambiando su posicion en la columna de agua, sumado a
desplazamientos no demasiados importantes teniendo en cuenta la biologia de la
especie. Estos movimientos en funcion del gradiente salino no serian detectados por el

muestreo utilizado, reduciendo su efectividad.

La biologia de la especie tampoco facilita el abordaje experimental directo. Aunque

demuestra ser muy tolerante a los cambios ambientales, su tamafio hace que su cria



en cautiverio para la experimentacion tenga varias complicaciones logisticas. Teniendo
en cuenta estas dificultades y que en su planteo original este estudio no se limita al
estuario sino que ademas incluye lagunas costeras como la Laguna de Rocha y la
Laguna de Castillos, asi como el Océano Atlantico, el muestreo es por o menos

apropiado.

Estructura poblacional

No se encontré estructuracion poblacional entre las localidades analizadas ni
apartamientos de la neutralidad que evidencien seleccion en el gen AQP3a o0 una
expansion poblacional de la poblacién de M.furnieri. Sin embargo esto debe tomarse
con cautela por los problemas mencionados antes y por la evidencia existente sobre la
estructura poblacional planteada para esta especie (e.g. Pereira et al. 2009; D'Anatro
et al. 2011; D'Anatro&Lessa2011;D'Anatro et al. 2013;). De hecho, cabe sefialar que el
mayor valor de Fsr obtenido, fue entre las localidades de San Luis y Laguna de

Castillos, aunque no presentd apoyo estadistico.

Por lo expuesto anteriormente, no es sorprendente de que los test de Tajima y Fu no
arrojaran resultados significativos. Por desgracia con estos datos no tiene sentido
realizar otras pruebas con este set de datos debido a la homogeneidad entre las
localidades en las frecuencias de polimorfismos presentes por lo que no tiene sentido

realizar pruebas que involucren la comparacién entre las localidades

Ademas, solo se detectd una Unica sustitucion no sindnima en un Unico individuo
heterocigota para este locus adelantando cual sera el resultado de los test basados en
las comparaciones de las mutaciones sinénimas y no sinénimas; como por ejemplo el
test de McDonald-Kreitman (McDonald &Kreitman 1991). Para esclarecer si existen
apartamientos de la neutralidad o no en este loci es necesario expandir en primer lugar

el set de datos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McDonald%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1904993

Polimorfismos encontrados

El escaso numero de individuos que pudieron ser amplificados con éxito es un claro
indicador de que estos resultados no son una muestra representativa de los individuos
de M. furnieri que habitan el area de estudio. Sin embargo la alta predominancia de los
haplotipos H1 y 2 sugiere que estos son los mas frecuentes, por lo que solo se

estarian sub representando los haplotipos mas raros.

La variacion producto de InDels detectada en los intrones merece cierta atencion,
particularmente los que contribuyen a diferenciar los grupos 1y 2 ya que son los mas
grandes en extensién y uno u otro polimorfismo esta presente en todos los individuos
amplificados. Teniendo en cuenta que se encontraron 8 polimorfismos de SNP aparte
de los InDels, se puede inferir qgue ambos “grupos” se diferenciaron hace tiempo, pero
sin realizarse estudios mas detallados no es posible hacer las estimaciones
apropiadas. También debe estudiarse mas profundamente el hecho de que estos
grupos no presenten una estructuracion geografica, al menos no segun el escenario
poblacional planteado por diferentes autores para la especie (e.g. D'Anatro et al. 2011;

D'Anatro & Lessa 2011).

A pesar de ser regiones no codificantes los intrones cumplen diversas funciones
cruciales en los organismos eucariotas, como participar en el splicing alternativo y en
la regulacién de la expresién genética en muchos niveles (Chorev & Carmel 2012).Se
ha reportado una correlacién negativa entre el largo de los intrones y la frecuencia de
recombinacion en algunos grupos, asociada a un aumento de la fuerza de la seleccién
natural cuando aumenta la frecuencia de recombinacion (Comeron & Kreitman 2002;
Schaeffer 2002), aunque hay excepciones (Hong et al. 2009). También se ha reportado
un menor tamafo en los intrones en los genes de alta expresion y se ha propuesto
guela seleccién natural actuaria en contra de los intrones largos en estos genes

debido al aumento de los costos de la transcripcion (Chorev & Carmel 2012). Por otra



parte, se ha propuesto que el largo de algunos intrones seria un mecanismo de
regulacién, ya que incrementarian los tiempos de transcripcion de forma considerable
debido a su tamafio (Swinburne & Silver 2008). Sin embargo, no debe olvidarse que la
diferencia total entre los intrones de los grupos de haplotipos es de 3 pb mientras que
los intrones en los que se ha demostrado su efecto tienen miles de pb (Chorev &
Carmel 2012; Swinburne et al. 2008; Swinburne & Silver 2008) por lo que es poco
probable que de tener un efecto diferencial en la expresion del gen AQP3a sea
mediante este mecanismo. Por el mismo motivo es altamente improbable que el costo
de transcribir 3 pb extra sea suficiente como para causar una presion selectiva medible
entre ambos grupos de haplotipos. Sin duda se requieren estudios mas profundos para

comprender en profundidad la significancia biolégica de estas variantes.

Conclusién y Perspectivas

Aungque no se pudo cumplir totalmente con los objetivos de este estudio, las
secuencias obtenidas seran de ayuda para continuar esta linea de investigacion ya
gue brindan un buen punto de partida para el disefio de primers especificos del gen
AQP-3a. Ademas de esto, otro aporte significativo al disponer de estos primers
especificos, es que abren la puerta a obtener la secuencia completa de este gen en M.
furnieri y otros Sciaenidae, ampliando el reducido conjunto de secuencias de
acuaporinas disponibles para teledsteos, algo necesario para realizar estudios
profundos de diversa indole que involucren a las acuaporinas de teledsteos, desde
analisis evolutivos de la historia de este ortdlogo dentro del grupo, hasta estudios de

los mecanismos de regulacion génica de la AQP-3a.

Para finalizar, dados los problemas que afrontan las pesquerias a nivel mundial, es
imprescindible ampliar nuestro conocimiento sobre la estructura poblacional de las
especies sometidas a una fuerte explotacién como es la corvina rubia, asi como los

factores que la determinan. Solo con un mayor entendimiento de la biologia de estas



especies se podran disefar planes de manejo que permitan una explotacion sostenible

en el tiempo.
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