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RESUMEN

Las represas son consideradas uno de los $andes impactos producidos por el ser

humano sobre el medio ambiente debido a que destruyen los circuitos biológicos propios

del lugar en que se emplazan ame¡azatdo la biodiversidad de los sistemas naturales. En

los ecosistemas dulceacuícolas las represas impiden la libre circulación de 1os peces

bloqueando el flujo génico normal incrementando el aislamiento reproductivo entre las

poblaciones naturales ubicadas río arriba y río abajo de los embalses. Sin embargo, esto

no es una regla general, otros estudios no encuenhan diferencias provocadas por los

embalses, por 1o cual es prioritario el estudio caso a caso en nuestro país.

En el presente trabajo se estudió el posible efecto provocado por los embalses

Recoleta y Corrales sobre la estructura genético poblacional del pejerrey Basilichthys

microlepidotus. En consecuenci4 el obj etivo principal del trabajo fue determinar el

efecto disruptivo sobre la diversidad genética, migración y estructura de las poblaciones

de B. microlepidotas ubicadas rio arriba y río abajo de los embalses Recoleta y Corrales.

Para tal efecto, en el procedimiento experimental se utilizó la técnica de reacción

en cadena de la polimerasa (PCR) usando partidores microsatélites (altamente

recomendado para estudios de genética de poblaciones) descritos primero para especies

de pejerreyes del género Odontesthes, y amplificado con éxito en nuestro laboratorio en

especies del género Basilichthys.

Se amplificaron 8 microsatélites, sin embargo 2 no fueron polimórficos y uno

posiblemente presenta alelos nulos. Los resultados mostraron que utilizando 5
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marcadores microsatélites fue posible dife¡enciar notoriamente las poblaciones de

pejerreyes entre las hoyas hidrográficas del Limarí (Embalse Recoleta) y Choapa

(Embalse Corrales) reafirmando el potencial que presentan estos microsatélites para

delinear poblaciones de B. microlepidotus. A pesar de esto, no fue posible determinar

una discontinuidad poblacional dentro de cada cuenca. La mayor evidencia encontrada

fue la marcada diferencia en los tamaños efectivos poblacionales al comparar los sitios

río arriba y río abajo de cada embalse. Este hecho evidenció que las poblaciones

ubicadas río aniba tienen menor diversidad génica atribuible a un menor tamaño

poblacional o mayores periodos de cuellos de botella, por lo cual la deriva sobre ellas

actua con mayor fuerza. Junto con esto, análisis de asignación poblacional mostraron

una notoria diferenciación poblacional entre los organismos presentes alrededor del

embalse Recoleta comparado con los del embalse Corrales. Esto puede asociarse a la

migración asimétrica detectada entre los rios, donde un mayor número de individuos de

la cuenca del Choapa es asignado junto con los individuos de la cuenca del Limarí.

Por lo tanto, si bien se obtuvo resultados que evidencian algunos efectos

ocasionados por los embalses sobre las poblaciones naturales de B. microlepidofl.r, estos

se reflejarían principalmente en el tamaño efectivo de las poblaciones, factor clave en la

mantención y persistencia de las poblaciones en el tiempo.
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ABSTRACT

Dams are considered one of the major impacts caused by humans on the lotic

environments because they would disrupt natural populations. In freshwater ecosystems!

dams avoid the free movement offishes and obstruct natural gene flow by increasing the

reproductive isolation between natural populations located upstream and downstream of

the dams. However this is not a rule, other studies do not found differences shaped by

dams, and then is priority a detailed study case by case in our country.

In this study, the possible effect caused by both Recoleta and Corrales reservoirs

on population genetic structue ofthe riverine silverside Basilichthys microlepídotus was

studied. Consequently, the main objective was to determine the disruptive effect on

genetic diversity, migration and population structure of B. microlepidotus located

upstream and downstream of both Recoleta and Corrales reservoirs.

In order to determine the dams effect on silverside fish, the polymerase chain

reaction (PCR) was used to amplify microsatellites (highly recommended for population

genetics studies). These microsatellite markers used were described for Odontesthes

silversides and amplified later with successful results in Basilichthys silverside in ou¡

laboratory.

Eight microsatellites were amplified; two were monomorphic and one deviates

from Hardy Weinberg Equilibrium. Therefore, five microsatellites were used for the

statistical analyses. Results showed significant diffe¡ences between fishes located in the

Limarí (Recoleta reservoir) and Choapa basin (Corrales reservoir) confirming the
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potential ofthese microsatellites to delineate silverside populations. Despite this, it was

not possible to detect statistical differences between upstream and downstream of each

basin. Interestingly, differences in effective size of population were observed. Fish

populations upstream showed smallest effective size than those locates downstream of

both reservoirs. This fact could be explained by the smaller population size or larger

bottleneck periods in the populations located upstream, thus the effect of üe genetic

drift will be more evident. Finally, population assignment analysis showed a marked

population differentiation in the Recoleta reservoir compared with Corrales that may be

associated with asymmetric migration detected from Lima¡i to Choapa basin.

Overall, results showed some effects caused by dams on natural populations ofB.

microlepidotus, affecting mainly the effective size, a key on the maintenance and

persistence of populations in time.



1. INTRODUCCION

Los ecosistemas de agua dulce representan el 0,01% del agua del mundo y

aproximadamente el 0,8% de la superficie de la Tierra. A pesar de ello, esta pequeña

fracción de agua a nivel mundial sostiene al menos 100.000 especies de un total de

aproximadamente 1,8 millones, es decir, cerca del 60á de todas las especies descritas

(Dudgeon y col.,2006). Por este motivo, las aguas continentales y la biodive¡sidad de

agua dulce son un valioso recurso natural en términos económicos, culturales, estéticos,

científicos y educativos por tanto su conservación y manejo son fundamentales para los

intereses de los seres humanos y las naciones. Sin embargo, su gran importancia

contrasta con su actual estado de conservación, ya que las especies de agua dulce y sus

hábitats se encuentran entre los más amenazados del mundo (Saunders y col.,2002).

En las últimas décadas, la sobreexplotación, presencia de especies exóticas,

degradación y fragmentación del hábitat se han transformado en las principales

amerrazas a la biodiversidad (Myers, 1995; Fahrig, 1997; Sala y col., 2000; Mora y co1.,

2007). Sumado a esto, los efectos de la actividad humana han reducido los tamaños de

las poblaciones naturales, produciendo una disminución de diversidad genética y pérdida

de la capacidad de adaptación a nuevos cambios ambientales. La fragmentación del

hábitat afectaría la estructura genética de las poblaciones naturales, generando grupos

aislados y una alta probabilidad de pérdida de variabilidad dado la deriva génica. El

tamaño de las poblaciones y el potencialmente bajo flujo génico entre ellas explica

porqué los peces de agua dulce exhiben la más baja variabilidad genética comparado con



peces marinos y anádromos (ver DeWoody & Avise, 2000). Aún con todos estos

antecedentes a la vista es poca la importancia que se ha dado a los organismos

restringidos a sistemas de agua dulce en comparación con organismos terrestres.

Actualmente se reconoce que existe una gran cantidad de ríos que han sufrido de

fragmentación por instalación de represas que limitan la libre circulación de organismos

en corredores fluviales (Dynesius & Nilsson, 1994; Nilsson y cot., 2005), y desconectan

las redes vitales interactivas en las cuencas de los ríos (McCully, 2001). Una de las

estadísticas ala¡mantes de los impactos de las represas a nivel mundial, mencionado por

la Comisión Mundial de Represas muestra que el 60% de los grandes ríos del mundo se

encuentra mediana o altamente fragmentado por represas (Revenga y col., 2000).

Además, es sabido que en todo el mundo los embalses tienen una capacidad global de

almacenamiento del orden de los 6.000 km3, lo cual corresponde a más del triple del

volumen de agua de todos los ríos del planeta (B.F Chao, 1995).

Otros datos muestran que cerca de cuatro quintos de la descarga total de los

mayores ríos de Estados Unidos, Canadá, Europa y Rusia se encuentran fuerte o al

menos moderadamente afecfados por la regulación de1 flujo, derivaciones y

fragmentación de los canales de los íos por instalación de represas (Dyresius &

Nilsson, 1994). Debido a lo anterior y a gran cantidad de información que se ha

generado a partir de diversos estudios con respecto al impacto de embalses, se ha

concluido que los embalses tienden a fragmentar el ecosistema, aislando grupos de



orgariismos que viven rio arriba y abajo de las represas, intemrmpiendo migraciones y

otros movimientos propios de las especies.

El establecimiento de las represÍ¡s no produce sólo la fragmentación sino además

la degradación del hábitat, lo que genera nuevas presiones selectivas sobre los

organismos del sistema afectando su diversidad genética. Dado que ocurre una

reducción en el tamaño de la población, la degradación limita la capacidad para

adaptarse a este hábitat y a nuevos regímenes selectivos (Stockwell y col., 2003). En

efecto, se sabe que los embalses son los principales culpables de que la quinta parte de

los peces de agua dulce del planeta hoy se encuentren en categoría de amenazados o

extinguidos. Por lo tanto, sin duda alguna la fragmentación de los ecosistemas hídricos

ha conducido a la masiva reducción del número de especies en las cuencas de los ríos de

todo el planeta. (McCully, 2001).

Considerando los aspectos expuestos, podemos ordenar los principales impactos

de las represas bajo dos categorías. La primera de ellas guarda relación con la

construcción del embalse, en este caso los daños más evidentes son cambios en el río

aguas arriba de la represa como por ejemplo alteraciones en la morfología del lecho, la

ribera, el delta, el estuario y la costa aguas abajo debido a la carga alterada del

sedimento; corriente abaj o ocurren cambios en la temperatura del río, la carga de

nutrientes, la turbidez, los gases disueltos, y la concentración de metales pesados y

minerales, y por último, ocurre también reducción de la biodiversidad debido al bloqueo

del movimiento de especies.



La segunda categoría se basa en el modo de operación particular que presenta

cada represa según el diseño de funcionamiento implementado en cada caso. Con

respecto a esto, podemos mencionar la ocurrencia de alteraciones en la hidrología aguas

abajo como cambios en el ritmo estacional del caudal, fluctuaciones a corto plazo de los

caudales, alteración en los extremos de los caudales mínimos y máximos, cambios en la

morfología del río y fluctuaciones en la calidad del agua provocados por los patrones

alterados del caudal, reducción de la diversidad ribereña, costera y de la llanura aluvial

principalmente debido a la eliminación de las crecidas. (McCully,2001).

Sin embargo, los embalses no se construyen con la finalidad de no afectar et

curso natural de los sistemas vivos en que se involucran, sino mas bien, se construyen

como una opción valiosa y de gran viabilidad económica para aprovechar los recursos

hídricos de nuestro país logrando un incremento en la generación energética o un

aumento en la capacidad de irrigar suelos lo cual es fundamental para mantener una tasa

de crecimiento que se condice con nuestras políticas de desa¡rollo económico. Por lo

tanto, debido a los requerimientos propios de una nación en vías de desar¡ollo, se han

construido estos reservorios de agua principalmente para fines de regadío y generación

de electricidad.

Pero debido al impacto que produce la construcción y posterior funcionamiento

de las represas no causa exfrañeza que durante los últimos 20 años haya habido un

considerable aumento en la calidad y cantidad de información generada a partir de

estudios que por motivos económicos, biológicos o sociales ha sido necesario realizar.

4



Por su pafe, la literatura evidencia que cambios en la calidad del agua y del hábitat se

producen en lugares en que existen represas (Vila et al 2000), por lo cual no cabe duda

que deben considerarse como un importante foco de estudio.

Dado que las represas son una barrera fisica que impide el flujo natural de las

poblaciones y afecta la migración natural de peces entre río arriba y rio abajo, resulta

interesante corroborar dicha afirmación mediante el análisis de patrones de migración ya

que si no hubiese un efecto negativo debiese encontrarse que los individuos de la

población se comportan como un grupo individual y no como dos poblaciones aisladas.

Para demostrar con evidencias moleculares el grado en que se está afectando el

hábitat de las especies de agua dulce debido a la instalación de embalses en la zona norte

de Chile, se utilizó como organismo modelo el pejerrey Basilichthys microlepidotus

(Jenyns) perteneciente a la Familia Atherinopsidae. Las poblaciones naturales de

pejerreyes se distribuyen geográficamente desde la III a la X Región (Véliz y col., en

revisión). Habitan sistemas dulceacuícolas con aguas bastante oxigenadas, ffansparentes

y de baja velocidad con zonas de refugio producto de la vegetación acuática. Su periodo

reproductivo abarca el periodo entre 1os meses de agosto y enero, considerando además

que en algunos casos presentan desoves fraccionados lo cual sugiere una mayor

fecundidad (Comte & Vila, 1987). Su dieta alimenticia consiste en su etapa juvenil de

microorganismos planctónicos y en la adultez de moluscos, insectos acuáticos y algunos

vegetales.



El trabajo considera el estudio de poblaciones naturales de Basilichtltys

microlepidotus río arriba y río abajo de dos embalses. Uno de el1os, el Conales se

encuentra ubicado en la cuenca hidrográfica del río Choapa, Cuarta región. Este embalse

inició su funcionamiento el año 2002. De hecho, estudios realizados en otras zonas de la

cuenca del Choapa evidencian la presencia de una enorme población de pejerreyes con

una gran extensión geográfica dentro de la hoya hidrográfica (Quezada-Romegialli y

co1.,2010), por 1o cual el embalse Corrales podría causar una discontinuidad de dicha

población. Recoleta, el segundo embalse en estudio se ubica en la cuenca hidrográfica

del río Limarí, Cuarta Región, y fue construido hace más de 70 años. Observaciones

directas de nuestro grupo de investigación muestran que varios periodos de sequía y alta

irrigación de suelos agrícolas han reducido al mínimo el caudal del agua río abajo,

provocándose evidentes discontinuidades fi sicas producto del embalse.

Para llevar a cabo los estudios genéticos en las poblaciones de pejeneyes se

utilizarán microsatélites, uno de los ma¡cadores más usados en el desarrollo de

investigación asociada a genética de poblaciones (Selkoe & Toonen, 2006). Los

microsatélites son repeticiones en tándem de secuencias simples que existen en

abundancia y de forma azarosa en el genoma de los organismos eucariotas (Zane y col.,

2002). Para funcionar como marcador molecular el polimorfismo debe encontrarse

dentro del motivo repetitivo, y por el contrario, las regiones flanqueantes deben estar

altamente conservadas dent¡o de cada especie. Debido a su nivel de polimorfismo

resultan ser un excelente marcador molecular (Heame y col., 1992) para llevar a cabo

estudios de conservación biológica. Estos marcadores son descritos como neutros y con



segregación mendeliana (Jarne & Lagoda, 1996), por lo que poseen grandes ventajas al

estudiar las poblaciones (Selkoe & Toonen, 2006).

Finalmente, con el desarrollo del presente proyecto se espera obtener evidencia

del efecto disruptivo que tanto el embalse Recoleta como el Corrales provocan en los

ecosistemas de agua dulce de la Cuarta región, con lo que se podrá diseñar estrategias de

conservación. Además, estos microsatélites ser¿ín útiles en futuros planes de

conservación genética, pudiéndose monitorear cambios en las frecuencias de los alelos

en el tiempo, así como complementar estudios de dispersión dentro y entre cuencas, y

estructura espacial de las poblaciones (Muñoz y col., enviado).



2. HIPÓTESIS

Los embalses constituyen una barrera fisica que impide el flujo génico entre las

poblaciones naturales de Basilichthys microlepidotus. Casos de estudio: Embalses

Recoleta y Corrales.



3. OBJETIVOS

Objetivos Generales

Determinar Ia diversidad genética, migración y estructrra de poblaciones de B'

microlepidotus tbicadas río arriba y río abajo de los embalses Recoleta y Corrales

Objetivos EsPecíficos

/ Opflrnizar 8 microsatélites descritos para Odontesthes perugiae y O'

argentinensis'mejorando su uso para B microlepidotus

/ CarucfeÍizü la diversidad genética analizando estimadores genético

poblacionales como polimorfismos' heterocigocidades y la presencia de

desviacionesenelequilibriodeHardy.Weinbergenlossitiosdeestudio

/ Estimar estructuración poblacional entre los sitios de estudio' utilizando

estadisticagenéticopoblacionaltradicionalydeasignaciónpoblacional

/ En base a la estructuación poblacional encontrada' estimar tasas de migración

recientes entre los distintos sitios, observando asimetrías de migración y posible

impacto de las represas sobre el flujo génico

/ Estimar valores de tamaño efectivo poblacional para cada sitio de estudio

9
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4. MATERIALES Y MÉTODOS

Sitios de estudio

Para determinar el efecto que producen los embalses en la discontinuidad de las

poblaciones naturales de pejerreyes se estudiaron dos de estos reservorios de agua que se

encuentran en la zona norte de Chile, el embalse Recoleta ubicado al noreste de la

ciudad de Ovalle, en la cuenca hidrogrrffica del río Limarí (30'29'5 71"06'o^), región de

Coquimbo, el cual tiene 75 años de antigüedad (Figura 1), y el embalse Corrales ubicado

en la comuna de Salamanca, cuenca hidrogrrífica del río Choapa (31"30'-32"S 70"40'-

71"30'O), región de Coquimbo, que fue construido recientemente y puesto en marcha el

año 2002 (Figura 2).

Región de
Coquimbo

Figura 1. Mapa del lugar de muestreo. Embalse Recolet4 Cuarta Región. Chile.
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Regiór de
Coquimbo

Figura 2. Mapa del lugar de muestreo. Embalse Corrales, Cuarta Región. Chile.

Obtención de muestras

El muestreo se realizó en dos etapas: Noviembre de 2006 en el embalse Corrales

y Abril de 2007 en el embalse Recoleta. En cada embalse se deflnieron dos zonas:

sección del río antes de la represa (río arriba) y sección del río después de la represa (rio

abajo). De esta foma se conformaron cuatro lugares de muestreo, desde ahora llamados

Embalse Recoleta río arriba (RECarriba; N = 30 individuos muestreados), Embalse

Recoleta río abajo (RECabajo; N:30 individuos), Embalse Corrales río aniba
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(COaniba; N = 30 individuos) y Embalse Corrales río abaj o (COabajo; N:27

individuos). En cada uno de los sitios se obtuvo 30 muestras de aleta de pejerrey, luego

la mayoría de los peces fueron liberados en el mismo lugar de muestreo. A partir de las

muestras de aleta obtenidas se realizó el protocolo de extracción salina de DNA descrito

por Aljarrabi & Martinez (1997), posteriormente las muestras fueron conservadas a una

temperatura de -20 "C.

En la etapa posterior a la extracción se determinó la pureza del DNA resultante

utilizando el espectrofotómetro Themo Scientific NanoDroprM 1000. A partir de estas

mediciones se realizaron diluciones de las muestras para obtener una concentración de

DNA de trabajo de 50 ng/pl aproximadamente.

Marcadores moleculares utilizados: microsatélites

Para llevar a cabo el estudio genético poblacional, se utilizó los partidores

microsatélites descritos por Beheregaray & Sunnucks (2000) para Odontesthes perugiae

y O. argentinens¡s. Los autores obtuvieron buenos alelos en otras especies de

Odontesthes y en la especie Basilichthys semotilus por lo cual era factible una buena

amplificación en B. microlepidotus. Los partidores microsatélites sin fluorescencia

fueron sintetizados en la empresa Invitrogen Inc. (www.invitrogen.com). En una etapa

inicial hubo disponibles 12 microsatélites de los cuales 8 fueron optimizados dado que

presentaban un mayor polimorfismo y reproducibilidad. Posteriormente fueron enviados

a marc¿f con fluoróforo las secuencias de los 8 partidores reverse en su extremo 5'

(Tabla 1) a la empresa Applied Biosystems Inc. (www.appliedbiosystems.com).
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Tabla l. Partidores microsatélites utilizados en el presente estudio. Se indica además el

fluoróforo utilizado, temperatura touchdown de la PCR y el rango de tamaño de los alelos

encontrados.

Ra[go de t¡m¡ño (pb)

Locüs Secuencia del primer (5')3') (fuoróforo) Ta (6C) observado er este estudio

OD02 F:CGGTCACCTGATGGTTGGTC 6l )53 120-124

R:AACCCTCAACCCGCCGCATC (VIC)

OD07 F:GTCTGAAAGCATCGAGTGAC 55>47 167-177

R:TCTTTTTCTACATCCCAACC (FAM)

OD 08 F:TTTCTTTATCCCGCTATGTC 55)47 123

R:TGCTCTTGCCCTTGTGTATG (NED)

OD 09 F:CCCCACAGAGATAGGCACAC 59)51 t40-162

R:GGAGGGAAAAGGTCCAACAG(NED)

OD23 F:TAAGATGGAGGTGCTG 59)5 t 103-123

R:TTCTCCCCTTCGTCCATAAC (PET)

OD27 F:CCTAATCAACGTGAAATCC 59)51 174

R:GTAAAGGGAGAGGATGGAC (FAM)

OD 38 F:ACTAAACGCCCTGATTGTCC 6l)53 96-110

R:TCAGTCCATCCATCCAAGAG (VIC)

OD 39 F:CTCCCACTAATCCCATTTG 59)51 153-161

R:TACGTGAGCATGTGTGTTG (PET)

Amplifi cación de fragmentos

La amplificación de los fragmentos paru cada microsatélite se realizó de forma

independiente mediante el método Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando

los termocicladores Px2 Thermal Cycler, PxE Thermal Cycler, iCycler Thermal Cycler,

Multigene Thermal Cycler. El protocolo de PCR touchdown utilizado fue el descrito por

Beheregaray & Sunnucks (2000). Comienza con un ciclo de denaturación inicial a 94 'C
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du¡ante 3 min, seguido de un ciclo con 3 etapas: 94 "C por 20 s, luego la temperatura

mayor del touchdown por 45 s y a continuación 72 "C dwante I min. Le sigue 4 ciclos

de touchdown: 94 oC por 20 s, temperatura media del touchdown disminuyendo 2 'C

por ciclo y finalmente 72 "C por 1 min. A continuación siguen 27 ciclos con: 94 oC por

20 s, temperatura menor del touchdown por 45 s,72 oC por 1 min. Por último, 1 ciclo de

72 "C durante 4 min. La reacción de PCR se llevó a un volumen final de 10 pl que

corresponde a 1.3 pl buffer PCR 10X (50 mM KCL, 10mM tris-HCL, pH 8), 0.5 pl

MgCl2 50mM, 0.5 pl del partidor forward 50 ng/pl, 0.5 pl del partidor reverse 50 nglpl,

2.4 pl dNTP's 2.5 mM, 4.68 ttlHzOz,0.12 pl Taq polimerasa. Finalmente, se agrega 1.5

pl de DNA a51ngl¡tl.

Visualización de fragmentos

Los fragmentos amplificados mediante PCR touchdown correspondientes a los 8

microsatélites optimizados fueron analizados inicialmente en geles de agarosa al l.5oZ

utilizando bromuro de etidio como agente intercalante para la visualización positiva de

los productos de PCR. En una etapa final, se armaron dos placas de PCR, cada una con 4

microsatélites marcados con distinta fluorescencia (fluoróforos FAM, VIC, NED, PET).

Para el an¿ílisis de ambas placas se utilizó un secuenciador automático de DNA (ABI

3730) mediante el servicio GeneSca¡ ofrecido por la empresa Co¡eana Macrogen Inc

(www.macrogen.com). Para el análisis de los resultados entregados por Macrogen Inc

se utilizó el programa de análisis de fragmentos de DNA GeneMarker (SoftGenetics
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Inc.). Una vez realizado estos análisis se construyó la mafúz de datos alélicos, elemento

fundamental para continuar con los análisis estadísticos pertinentes.

Análisis Estadísticos

Estimadores genético poblacionales como polimorfismos y heterocigocidades se

calcularon a partir de matrices de datos alélicos utilizando el programa GENETIX

(Belkhir y co1.,2000). Para determinar si existen desviaciones en el equilibrio Hardy-

Weinberg (HWE), se estimó el índice Frs y su significancia estadística con 5000

permutaciones. Para determinar la presencia de marcadores ligados fisicamente, se

estimó el desequilibrio de ligamiento de los marcadores microsatélites usando el mismo

programa GENETIX.

Para estimar diferencias significativas entre los grupos de peces estudiados se

realizó el cálculo de F'sr, estimando su significancia con 5000 permutaciones. Se utilizó

además un análisis de asignación poblacional implementado en el programa FLOCK

(Duchesne & Turgeon, 2009). Este análisis de asignación poblacional no requiere

conocer la procedencia de las muestras, realizando una asignación secuencial de

individuos según sus similitudes genéticas, determinando el tamaño y número de

poblaciones posibles dentro del universo muestreado.

FLOCK es un método no bayesiano que difiere bastante de los algoritmos

clásicos, se basa en repetidas reasignaciones de los individuos según un número

supuesto de grupos de referencia (&) construidos por FLOCK en donde cada
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reasignación es mejor que la anterior, aumentando su efectividad linealmente con el

tamaño muestral. Además del parrimetro (k) se considera un valor de mínima

probabilidad de diferencia para asignar individuos a dos grupos de referencia (LLOD),

por tanto, un alto valor de LLOD permite reducir la probabilidad de una asignación

errónea. Al comparar FLOCK con otros algoritmos de estructuración poblacional se

observa que éste presenta significativamente mejor funcionamiento en ausencia de

genotipos puros.

Una vez estimado el número de poblaciones significativamente diferenciables, se

estimó las tasas de migración recientes entre los 4 sitios de estudio utilizando el

programa BAYESASS (Wilson & Rannala, 2003). Este programa estima tasas de

migración recientes entre poblaciones utilizando la teoría de asignación individual,

decim¡índose estadísticamente con estadística bayesiana y algoritmos de cadena de

Markov Monte Carlo (MCMC). El programa asume relativamente bajos niveles de

migración, y que la proporción de migrantes hacia una población no puede exceder un

tercio de la población total en cada generación (Wilson & Rannala, 2003). El método

permite desviaciones en el equilibrio de Hardy-Weinberg, junto con ello, las

estimaciones son más precisas al úilizar un gran número de loci va¡iables, un tamaño

muestral grande, y una alta diferenciación en las poblaciones.

Por último, se utilizó el programa LDNe (Waples, 2006) para estimar el tamaño

efectivo poblacional en cada sitio de estudio a partir de datos genotípicos basados en el



desequilibrio de ligamiento. Este análisis consideró como alelos válidos aquellos que

presentaron una frecuencia mayor al 1olo en los sitios estudiados.
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5. RE§ULTADOS

En el presente estudio se utilizó un análisis multilocus a partir de 117 individuos

para un total de 8 microsatélites.

Al analizar el número de alelos se observa que los marcadores microsatélifes OD 08 y

OD 27 son monomórficos para los 4 sitios de estudio, por lo tanto, para posteriores

analisis estadísticos no fueron considerados. En cuanto a la condición de equilibrio de

Hardy-Weinberg se observó que el mioosatélite OD 23 presentó déficit significativo de

heterocigotos en COamiba, COabajo y RBCabajo. Los microsatélites restantes no

mostraron un déficit significativo de heterocigotos. Dado que el microsatélite OD 23 no

cumplió el equilibrio de Hardy-Weinberg tampoco fue considerado para los análisis

posteriores. Por lo tanto, se continuó el trabajo con 5 microsatélites (OD 02, OD 07, OD

09, OD 38 y OD 39), 1os cuales evidenciaron un cumplimiento global del equilibrio de

Hardy-Weinberg . Al analiz¡Lr de forma general la diversidad genética se observa que es

considerablemente baja tanto río arriba como río abajo en ambos embalses, alcanzando

un número promedio de 2.6 alelos por locus (Tabla 2). Adicionalmente, en el Anexo 1 se

muest¡a la frecuencia de los alelos para cada uno de los microsatélites polimórficos.
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Tabh 2. Resumen del Número de individuos analizados (N), número de alelos (A),

Heterocigosidad esperada (HE) y observada (Ho), f;. y su respectivo estadígrafo. -: presencia de

sólo un alelo. *: desviación significativa del equilibrio Hardy-Weinberg. Calculo global de

EHW se realizó con los microsatélites OD 02, OD 07, OD 09, OD 38 y OD 39

Embalse Recoleta Embalse Corrales
Locus RECarriba RECabaio RECarriba RECabaio
oD 02 2',730

3

N

I'l¡
llo
{,
P

30 21
ll
00
00

29 30
32

0.53 0.486
0.552 0.567
-0.023 -0.149

0.625
0.533
0.t63

0.528
0.593
-0.102

0.372 0.1 12 0.082 0.22

oD 38 N

HE

IIo
4,
P

30
I
0
0

30
I
0
0

29
3

21
3

0.106
0.llt

0.099
0.103
-0.024

0
-0.026

0

oD 08 N

HE
Ho
4.
P

30
I
0
0

29
I
0
0

OD 09 N
A
HE

Ho

HE

Ho
t.

0.172 0.259
-0.077 0.219

0.149 0.308
0.'193 0.386

3

0.434

30 30 30 2'7

4344
0.497 0.383 0.447 0.527
0.4 0.333 0.567 0.482

4, 0.21I 0.146 -0.251 0. t05
P 0.069 0.t48 0 0.152

oD23 N 29 27 7 26
2234

0.158 0.324 0.602 0.487

P 0.086 0.04r* 0i 0.004*

oD39 N 28 21 22 18

A233
HE 0.499 0.534 0.385
Ho 0.464
q. 0.088

0.409 0.556
0.22t -0.038 -0.255

P 0.196 0.084 0.269 0

0.429

oD 07 29
6

0.623
0.586
0.07'7

0.178

28
4

0.515
0.60'1
-0. r 62
0.05

27
4

0.706
0.63
0.t26
0.107

N

HE

Ho

{,
P

26
5

0.678
0.654
0.056
0.238



Continuación Tabla 2

oD 27 N

HE

Ho
n.
P

24
I
0

:

I
0

:

I
0

:

29
I
0

:
TOTAL
(5 loci polim)

-0.033
0.337

0.028
0.337

0.01

0.447
i.
P

0.071
0. 166

El análisis de desequilibrio de ligamiento de los microsatélites muestra que los valores

no son significativos en las respectivas poblaciones, por lo cual, no existiria ligamiento

fisico entre dichos marcadores moleculares, pudiendo afimar que estos microsatélites

segregan independientemente (Tabla 3). Aunque se observó valores significativos de

ligamiento para ciertos pares de miüosatélites, en ningún caso dicha significancia

ocurre para el mismo par de marcadores en los cuatro sitios de estudio.

Tabla 3. Desequilibrio de ligamiento de marcadores microsatélites. + Microsatélites que

presentan ligamiento estadísticamente significativo.

EMBALSE RECOLETA EMBALSE CORRALES

Locus - Locus RECarriba RECabajo COarriba COabajo

oD02 - oD07

oD02 - oD38

oD02 - oD09

oD02 - oD39

oD07 - oD38

oD07 - oD09

oD07 - oD39

oD38 - OD09

oD38 - OD39

oD09 - oD39

0.463

0.442

0.229

0.682

0.269

0.928

0.'7 t'7

0.339

0.041*

0.265

0.875

0,039*

0.975

0.161

0.103

0.201

0.068

0.0'79

0.004*

0.59

0.902

0.899

0.68

0.737

0.155

0.002*

0.161

0.398

0.52

0.192

0.5940.31
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Estructura Poblacional

El análisis de estructua poblacional nos muestra claramente una diferenciación

significativa de los grupos de peces ubicados en diferente hoya hidrográfica

(RECarriba-RECabajo vs COarriba-COabajo) (Tabla 4). De la misma forma, no es

posible establecer como poblaciones distintas los sitios de estudio RECarriba de

RECabajo ni COarriba de Coabajo dado que el valor de F51no es significativo.

Tabla 4. Diferenciación poblacional en los cuatro sitios de estudio utilizando GENETIX.

Valores de Fsr (sobre la diagonal) y su valor de significancia (bajo la diagonal) se muestran para

cada interacción de poblaciones. * Representa los valores significativos de F51.

EMBALSE RECaniba RECabaj o COarriba COabajo

Recoleta

Corrales

0.363

0.009

0.004

0.002

0.005

0.00s

0.037,, 0.039 *

0.046 * 0.050 *

0.003

0.339

El análisis de asignación poblacional realizado con el programa FLOCK

corroboró los resultados del índice F51. Esta asignación poblacional indica que el

número más probable de poblaciones es k:2 (p:0.003), asignando individuos de los

sitios COaniba y COabajo separados del grupo compuesto por RECarriba-RECabajo.

Al igual Que el F51, este análisis no logra detectar diferencias entre sitios río abajo y río

arriba en los embalses (Figura 3).
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Figura 3. Análisis de asignación poblacional considerando un numero de grupos de referencia a

construir mediante FLOCK (k) = 2, y un valor de LLOD : 0.6. Para ambos grupos diferenciados

se considera los individuos correctamente asignados (C.A) y tos incorrectamente asignados

0.4).

Al considerar un k = 2 y w LLOD:0.6 se observa que la población RECarriba-

RECabajo se diferencia con bastante claridad respecto a la población COarriba-COabajo

lo cual se refleja en los valores de individuos corectamente asignados, individuos

inconectamente asignados, e individuos asignados a ninguna población debido a que su

nivel de semejanza con cualquiera de ambos grupos fue menor al umbral impuesto como

condición (LLOD - 0.6). En el Embalse Recoleta los individuos correctamente

asignados alcanza¡on un 70Y0, lo cual indica una alta diferenciación del grupo mientras

que en el Embalse Corrales los individuos correctamente asignados apenas alcanzó

valores cercanos al 50%o. Si bien en ambos casos el porcentaje de individuos no

asignados fue similar, al mirar valores de individuos incorrectamente asignados se

observó que el grupo correspondiente al Embalse Corrales presentó un alto error en la

asignación de individuos (Figura 4).
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Emb¡rlse Recolet¡r tsmbalse Clotr¡rles

(a) (b)

Figura 4. Valores porcentuales representativos de las reasignaciones de todos los individuos

realizadas en el programa FLOCK para (a) Embalse Recoleta y (b) Embalse Corrales. C.A:

Individuos correctamente asignados, I.A: lndividuos incorrectamente asignados, N.A:

individuos no asignados.

Flujo Génico

La tasa de migración contemporánea de individuos en los cuatro sitios de

muestreo se estimó con el programa BAYESASS, indicando que el mayor flujo génico

se presenta entre las zonas río arriba y río abajo de cada embalse (Figura 5). A su vez,

puede observarse un flujo asimétrico desde el Recoleta, cuenca del Limarí hacia la

cuenca de Choapa, además las tasas de autoreclutamiento en cada sitio de estudio son los

valores más altos de migración observados. Aunque si bien, los datos anojan bastante

información, es importante recalcar que cualquier interpretación a partir de ellos debe

observarse con cuidado dado que gran parte de 1os datos presentan una desviación

estándar suficientemente grande como para realizar consideraciones erróneas.
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Figura 5. Estimación de las tasas de migración recientes entre cada sitio de estudio utilizando el

programa BAYESASS. Se realizaron análisis independientes para cada embalse. Se muestran los

valores con la respectiva desviación estándar.

Estimación de tamaños efectivos poblacionales

Los valores estimados por el programa LDNe muestran que los dos sitios de

estudio que se encuenhar río arriba de los embalses (RECaniba y COarriba) tienen un

tamaño efectivo poblacional menor que los ubicados río abajo (Tabla 5). Analizando los

Ne estimados por el programa se puede deducir que en ambos sitios de estudio río abajo

la diversidad génica de las poblaciones es similar y tiende a ser alta en comparación a

los observados en las zonas río arriba.

0.276 L 0.046
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Tabla 5. Valores de tamaño efectivo poblacional §e) para cada sitio de estudio estimados en el

programa LDNe. * Valores indican tamaños efectivos negativos. Se incluye además el intervalo

de confianza en cada caso.

EMBALSE Ne. (lnlervalo de confianza 95o/")

-102, (13.6 - infinito) *

38.6 , (2.4 - infinito)

7.6,(2.2-29.1)

38.6,(6.9-infinito)
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6. DISCUSION

Las represas son consideradas uno de los grandes impactos producidos por e1 ser

humano sobre el medio ambiente debido a que destruyen los circuitos biológicos propios

del lugar en que se emplazan amenazando la biodiversidad de los sistemas naturales

@ynesius & Nilsson, 1994), de hecho Ia presencia de represas es el factor m¿ás

importante en la determinación del estado de conservación de los peces (Clavero y col.,

2004). En los ecosistemas dulceacuícolas las represas impiden la libre circulación de los

peces (Leclerc y col., 2008) bloqueando el flujo génico normal incrementando el

aislamiento reproductivo entre las poblaciones naturales ubicadas rio arriba y rio abajo

de los embalses. Sin embargo esto no es una regla general, otros estudios no encuentrar

diferencias provocadas por los embalses (Reid y col., 2008) por lo que es prioritmio el

estudio caso a caso en nuestro país.

Efecto en la discontinuidad de las poblaciones

A1 utilizar 5 microsatélites polimórficos no fue posible detectar una

discontinuidad entre poblaciones ubicadas río arriba y río abajo en los embalses

Recoleta y Corrales. Sin embargo, los marcadores microsatélites permitieron distingür

claramente los pejeneyes de la hoya hidrográfica del Limarí y del Choapa, por 1o que

poseen el potencial de delinea¡ poblaciones. Los resultados de Fsr muestran una

diferenciación evidente entre cada embalse (Fsr = 0.043; p:0.006), pero al considerar

la posible diferenciación dentro de cada embalse se obtienen valores no significativos

(p = 0.35). De hecho, trabajos realizados con ADN mitocondrial en poblaciones de



B. microlepidotus también revelan una baja diferenciación dentro de cada cuenca y una

evidente diferenciación entre cuencas (Quezada-Romegialli y col., 201 0).

Estos resultados fueron confirmados por los análisis de asignación poblacional,

donde se observa que los individuos de cada embalse se comportan como una sola

población: RECaniba-RECabajo y Coarriba-COabajo, detectándose además que la

población RECarriba-RECabajo presenta una mejor asignación poblacional que la

población COarriba-Coabajo (ver Fig. 3 y 4). Esto puede asociarse a la migración

asimétrica detectada entre las cuencas, donde un mayor número de individuos de la

cuenca del Limarí se observa en la cuenca del Choapa.

La nula diferenciación de las poblaciones observada río aniba y río abajo de los

embalses podría deberse a diversas causas: la primera es que no exista un efecto de los

embalses sobre las poblaciones naturales de B. miuolepidotas, la segunda es que, de

existir un efecto éste no sería detectado mediante el uso de estos marcadores

microsafélites, y una tercera causa es que no ha transcurrido el tiempo suficiente desde

que los embalses fueron construidos lo cual no ha permitido que detectemos el

aislamiento de las poblaciones. Sin embargo, los cálculos de tamaño efectivo muestran

ciertas diferencias entre rio arriba y río abajo de los embalses. En ambos casos la zona

río arriba presentó valores de tamaño efectivo algo menores a los observados río abajo.

Esto se debería a que las zonas río arriba tienen menor diversidad génica dado un menor

tamaño poblacional o mayores periodos de cuellos de botellas por lo cual la deriva sobre

ellas actúa con mayor fuerza, sin embargo, los datos de diversidad genética obtenidos no
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colroboran del todo esta afirmación. La explicación a estos resultados se basa en la

ubicación geográfrca de las represas (ver Fig. I y 2) ya que si bien el embalse separa las

zonas rio arriba y río abajo, las primeras son de menor tamaño fisico, quedando

totalmente aisladas del sistema natufal con el que se encontraban comunicadas

anteriormente a la construcción de la represa. Por otro lado, las zonas río abajo

mantienen contacto con el sistema original y otros tributarios del cauce centrai, por lo

tanto, el flujo génico es mayor. Otros estudios realizados en peces con ma¡cadores

microsatélites demuestran que la fragmentación de los rios producto de embalses reduce

considerablemente los tamaños efectivos de las poblaciones actuales comparados con las

estimaciones de tamaños efectivos históricos, los que pueden llegar a ser varios órdenes

de magnitud mayores que los recientes (ejemplo: Alo & Tumer, 2005).

Los resultados de migraciones recíprocas entre los diferentes sitios nos muestran

dos claras evidencias. Primero, al agrupar los genotipos por cuenca se observa una fuerte

migración asimétrica desde la cuenca del Limari (Embalse Recoleta) hacia la cuenca del

Choapa (embalse Corrales). Esta migración entre cuencas no resulta ser imposible si

consideramos que e1 Grupo de pejerreyes (Familia Atherinidae) tiene una historia

filogenética que lo vincula tanto a sistemas marinos como dulceacuícolas (Dyer, 1998).

Junto con ello, se sabe que ha experimentado múltiples transiciones del océano a

los ríos y viceversa durante la historia evolutiva del grupo (Bamber & Henderson, 1988).

Además, hay evidencias qu,e B. microlepidotus tendna la capacidad de migrar entre los

ríos de Chile central utilizando rutas costeras (Quezada-Romegialli y col., 2010) ya que
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toleran aguas salinas (Dyer, B. comunicación personal). Sumado a esto, estudios

recientes evidencian la presencia de pejerreyes en agwts marinas Sudamericanas

(Strussmann y col.,2010), por lo tanto, se plantea la posibilidad que durante los años

que se presenta el fenómeno de El Niño la mayor cantidad de precipitaciones aumenta

las descargas de agua al mar disminuyendo la salinización (Sievers & Vega, 2000),

permitiendo el flujo génico de los peces entre las diferentes hoyas hidrográficas.

Segundo, era esperable que si existiese flujo dentro de cada embalse fuese

preferentemente desde los sitios río arriba hacia río abajo. Sin embargo, esta situación no

parece clara con los resultados obtenidos, detectándose en uno de los casos un poco más

de migración desde río abajo hacia río arriba. En este caso, es necesario tomat con

cuidado los resultados de migraciones recíprocas ya que los autores de BAYESASS

indican que este programa no realiza buenos cálculos en ciefas condiciones de baja

dispersión y bajo número de loci (Wilson & Rannala,2003). Además, el cálculo del

flujo génico en poblaciones naturales suele ser desconocido debido a que los

estimadores de tasas de migración pueden ser parciales y altamente imprecisos ya que la

estructura genética poblacional es más que un simple balance entre deriva y flujo génico

(Bohonak, 1999).

Limitaciones del análisis

Se comenzó a trabajar con I microsatélites de los cuales 5 resultaron ser

polimórficos, mientras 2 fueron monomórficos y uno no cumplió el equilibrio Hardy-

Weinberg, razón por la cual 3 de ellos no se utilizaron en los an¿íLlisis. Si bien se puede
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pensar que 5 microsatélites polimórficos es un número acotado para realizar el estudio,

hay trabajos realizados en peces de agua dulce que demuestran que es suficiente para

llevar a cabo estudios poblacionales (ej: Rogers & Cuny, 2004). Por oho lado, es

importante considerar que utilizar pocos marcadores moleculares subestima la

diversid¿d génica real esperada en las poblaciones naturales (Selkoe & Toonen, 2006) y

por tanto es dificil entender a cabalidad que sucede con ellas. De hecho, los marcadores

polimórficos aquí utilizados presentaron en promedio un número de alelos por locus

bajo (A = 2.6) en comparación al rango descrito para peces de agua dulce (A = 7.5)

(Dewoody & Avise, 2000). Lo anterior nos indica que independiente del posible efecto

provocado por los embalses, la diversidad genética de los peces de agua dulce es

bastante baja en el area de estudio. De hecho, trabajos realizados en ot¡os ríos de la zona

norte de Chile que no est¿lln intervenidos por embalses también muestran una baja

diversidad genética (Quezada-Romegialli y col., 2010). Por lo tarto, la diversidad

genética reducida estimada para B. microlepidotus puede tener un canícter histórico, lo

cual puede influenciar nuestra percepción acerca del posible efecto producido por los

embalses en esta zona"

Por lo tanto, para mejorar este trabajo es importante considerar un mayor número

de loci polimórficos, dado que en la mayoría de los casos es una condición determinante

para que los programas estadísticos presenten un óptimo funcionamiento. Junto con ello

sería recomendable aumenta¡ el tamaño muestral para mejorar la representatividad

poblacional.
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Persoectivas e investieaciones futuras

El 64% de los peces dulceacuícolas de Chile est-ián con problemas de

conservación (Habit y co1.,2006; Vila y col., 2006). Es por esta razón que es necesario

realizar nuevos planes para conservar las especies y sus poblaciones. Paralelo a esto, es

importante contar con estudios que demuestren los cambios ecológicos y evolutivos que

sufren las poblaciones naturales jrmto con el aislamiento reproductivo que ocrüre

principalmente en los sitios río arriba generando una alta probabilidad de pérdida de

variabilidad debido a la fragmentación y degradación del hábitat a nivel local por la

instalación de embalses en los sistemas naturales de la zona norte de Chile. En el caso de

las poblaciones, 1a utilización de marcadores moleculares microsatélites suele ser de

gran aluda (Desalle & Amato, 2004), ya que permitirán monitorear cambios en las

frecuencias de los alelos en el tiempo, así como complementar estudios de dispersión

dentro y entre cuencas, y estructura espacial de las poblaciones.

Trabajos futuros debiesen estar orientados hacia el estudio de otras especies de

peces, ya que si se observa un comportamiento similar al presentado para el caso de

B. microlepidotus se podría contar con valiosa información que evidencie el efecto

disruptivo de los embalses. Además, se debería analizar la variable tiempo, realizando

estudios y simulaciones en distintos años para observar el efecto temporal en la

diferenciación de las poblaciones.

Finalmente, uno de los objetivos del presente trabajo es considerar la

información generada a partir de él junto con los estudios complementarios propuestos



para fealizar planes de conservación, como por ejemplo diseñar áreas protegidas de

sistemas dulceacuícolas (Saunders y col.,2002). Esto permitirá mitigar, proteger y

conservar posibles sistemas límnicos que serán interrumpidos por embalses.
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7. CONCLUSIÓN

Alah;z del presente trabajo, no se observan evidencias claras y suficientes que

permita afirmar que los embalses Recoleta y Corrales constituyen una barrera fisica que

impide el flujo génico entre las poblaciones naturales de Basilichthys microlepídotus

ubicadas río arriba y río abajo de las represas.

El cálculo de tamaños efectivos poblacionales en los 4 sitios de estudio nos 1leva

a pensax que 1as poblaciones de Basilichtltys microlepidotus posiblemente se estián

diferenciando, por lo tanto, resulta interesante estudiar este fenómeno considerando la

variable tiempo. Los tamaños efectivos de las zonas rio arriba podrían ser la primera

evidencia del efecto sobre la diversidad génica de las poblaciones.

La estimación de flujos génicos recientes muestra migraciones asimétricas desde

la cuenca del Limarí a la cuenca del Choapa, pero no permite eüdenciar efectos notorios

de los embalses sobre las migraciones. Debido a esto, se considerará en trabajos

posteriores el cálculo de tasas de migración históricas, de esta forma podrá compararse

ambas determinando así cual es el efecto disruptivo real que provocan los embalses

como barrera fisica.

Por ultimo, es necesario considerar trabajos complementarios con mayor número

de marcadores moleculares, mrfu sitios y en la eventualidad otras especies locales para

dar mayor robustez a los resultados obtenidos. De esta forma será posible disponer de



34

información que nos permita generar planes de conservación en las especies

dulceacuícolas que en la eventualidad senfur amenazadas por el efecto disruptivo de la

construcción de nuevos embalses.
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9. ANEXOS

Anexo I. Resumen de las frecuencias alélicas encontradas en los cuatro sitios de estudio.

EI análisis se realizó en el programa GENL,TIX considerando cinco loci polimórficos

Embalse Recoleta Embalse Corrales

Locus RECarriba RECabajo COardla COabajo

oD 02 LZO

LZ2

124

o.417

0.4L7
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o.426

o.s37

0.037

0.448 0.583
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0.035

0.417

0

oD 38 100

toz
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110

0.948

0.017

0

0.035

o.944
0

0.019
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11
00
00
00

oD 09 t40
L54

156

158
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!62

o.oL7

0.617

0

0.35

0

o.ot7

0

0.75

0

0,233

0

o.oL1

0

0.777

0.067

0.183

0.033

0

0

0.648

0

o.204
0.093

0.056

oD 39 153

159
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0

o.482

0.s18

0.048

0.405

0.548

0.023

o.227
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0.083

0.1-94

0.722

oD 07 767

169

771

t73
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t77

o.2?4

0.138

o.oL7

0.052

0.552

0.017

0.196

0.071

0

0,07L

0.661

0

o.222

0.315

0.093

0.370

0

0.039

0.346

0.058
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