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Resumen:

Las rayas de la familia Potamotrygonidae destacan por su alto valor comercial como peces
ornamentales en el mercado internacional, generando una creciente demanda e incrementando
su relevancia econdémica. En Colombia, a pesar de contar con regulaciones legales destinadas
a proteger tanto a estos animales como a sus habitats, la efectividad de estas normativas no
siempre esté garantizada. Esto se debe, en parte, a que las regulaciones de exportacion tienden
a centrarse exclusivamente en criterios fisicos para la identificacién de las especies. Esto
puede resultar poco preciso, por lo que se busca un método méas exacto que se apoye en
aspectos genéticos como el barcoding. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial
de los genes Cytb y COI como marcadores moleculares para la identificacion de una especie
de la familia Potamotrygonidae en Colombia mediante la técnica de barcoding. Para la
metodologia se extrajo ADN de muestras de sangre de diversas especies de rayas provenientes
de la cuenca Puerto Inirida, utilizando la técnica de PCR para amplificar regiones especificas
de los genes COl y Cytb, las cuales fueron secuenciadas mediante la técnica Sanger. Las
secuencias se leyeron en Bioedit y limpiaron manualmente para posteriormente analizarlas en
el programa BLAST Yy alinearlas en MEGA, donde se construy6 un arbol neighbor joining
por medio del modelo Kimura 2 parameter (K2P). Los resultados indicaron que no hubo

identidad genética entre las secuencias obtenidas y la secuencia de la raya no identificada en



comparacion con las depositadas en el GenBank, ni tampoco con las demas especies
analizadas, tanto para COl como para Cytb. Al realizar el analisis filogenético el individuo
incautado mostré cercania genética con la especie Potamotrygon motoro (P. motoro).
Adicionalmente, se identifico una estrecha relacion genética entre P. orbignyi y P. schroederi,
tanto en las muestras del estudio como en las secuencias en GenBank. En conclusion, el
método filogenético mostraria que la raya incautada probablemente pertenezca a la especie
P. motoro. Ademas, se puede concluir que el método barcoding por si solo no constituye una

herramienta idonea para la identificacion de especies de la familia Potamotrygonidae.
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Abstract:

Stingrays from the Potamotrygonidae family are renowned for their high commercial value
as ornamental fish in the international market, leading to a growing demand and increasing
economic significance. In Colombia, despite having legal regulations aimed at protecting both
these animals and their habitats, the effectiveness of these norms is not always guaranteed.
This is partly due to export regulations often focusing exclusively on physical criteria for
species identification, which can be imprecise. Therefore, a more accurate method based on
genetic aspects, such as barcoding, is sought. The aim of this study was to assess the potential
of the Cytb and COI genes as molecular markers for the identification of one species from the
Potamotrygonidae family in Colombia using the barcoding technique. For the methodology,
DNA was extracted from blood samples of various stingray species from Puerto Inirida basin,
using PCR to amplify specific regions of the COI and Cytb genes, which were then sequenced
using the Sanger technique. Sequences were read in Bioedit, manually cleaned, and
subsequently analyzed in the BLAST program and aligned in MEGA, where a neighbor
joining tree was constructed using the Kimura 2 parameter (K2P) model. Results indicated
no genetic identity between the obtained sequences and the unidentified stingray sequence
compared to those deposited in GenBank, nor with other analyzed species, for both COI and
Cytb. In the phylogenetic analysis, the confiscated individual showed genetic proximity to
the Potamotrygon motoro (P. motoro) species. Additionally, a close genetic relationship
between P. orbignyi and P. schroederi was identified, both in the study samples and GenBank
sequences. In conclusion, the phylogenetic method would suggest that the confiscated

stingray probably belongs to the P. motoro species. Furthermore, it can be concluded that the



barcoding method alone is not an ideal tool for the identification of species in the

Potamotrygonidae family.
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INTRODUCCION

La familia Potamotrygonidae es un grupo de rayas que habita en América del Sur
estrictamente, se localizan principalmente en la cuenca del Rio Amazonas y otros rios
adyacentes. El género Potamotrygon es el mas diverso con 36 especies (da Cruz et al., 2021,
Garcia et al., 2016; Nachtigall et al., 2023; Ory et al., 2019; Torres et al., 2022), las mas
destacadas en Colombia son Potamotrygon constellata, Potamotrygon magdalenae,
Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon schroederi, Potamotrygon
scobina y Potamotrygon yepezi (Teixeira et al., 2017). Estas especies desempefian una
funcidn ecoldgica importante al regular las poblaciones de peces, crustaceos e insectos en sus
habitats acuaticos, manteniendo asi el equilibrio de los ecosistemas donde se desarrollan
(Flowers et al., 2021). En Latinoamérica, la exportacion de estas especies se desarrolla como
una actividad frecuente, impulsada por la creciente demanda en sectores como el ornamental,
gastrondmico, manufactura artesanal (tambores y lijas) y medicina alternativa. Por otro lado,
en el &mbito comercial los fondos generados mediante la captura de estas rayas desempefian
un rol significativo en las comunidades locales que viven cerca de los rios, al ofrecer un

ingreso suplementario de valor durante varios meses del afio (Lasso et.al, 2013).

Con el fin de preservar y proteger estas poblaciones animales, se han implementado algunas
normativas y leyes destinadas a conservar su habitat teniendo en cuenta que varias de ellas se
encuentran en estado de conservacion casi amenazada y vulnerable (Mojica et al., 2012).
Medidas como la ley 2111 del 2021 y el decreto 281 de 2021, emitidos por el congreso y la
presidencia de la Republica de Colombia, buscan garantizar su supervivenciay a la vez evitar
la degradacion de los ecosistemas acuaticos donde habitan estas poblaciones. La principal
entidad encargada de ejercer la autoridad pesquera y acuicola en Colombia es la Autoridad
Nacional de Acuicultura y Pesca (AUNAP), adscrita al Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, ademas se resalta el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Social como ente encargado

de disefar planes de accion relacionados con la conservacion de la biodiversidad, y el Instituto



Colombiano Agropecuario (ICA) que supervisa las condiciones sanitarias, movilizacién de
animales y garantizan el cumplimiento de normativas, asi mismo realizan actividades de
incautacion de fauna en casos de trafico ilegal (Minambiente, 2022; Secretaria de ambiente,
2022; ICA, 2009). A pesar del esfuerzo generado por las anteriores entidades, no siempre se
asegura un seguimiento efectivo hacia las poblaciones de rayas debido a la limitada
informacion que se tiene sobre su manipulacién, taxonomia, incidencia humana (sobrepesca y
pesca incidental) y la proyeccion sostenible del recurso pesquero ornamental (Pinedo, 2018;
Mancera-Rodriguez & Alvarez-Le6n, 2008; Marquez-Velasquez et al., 2019; Miguel &
Martinez, 2017). Como ejemplo de ello, ain es permitido que los pescadores operen bajo un
régimen de libre acceso, descuidando la importancia de educar sobre el estado de conservacion
de la especie y los beneficios de la pesca sustentable (Alexia & Santos, 2020). La Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, CITES
(por sus siglas en inglés) ha desempefiado un papel crucial al clasificar las especies del género
Potamotrygon sujetas a una regulacion més estricta en lo que respecta a su comercio
internacional (Lasso et al., 2013). Dichas especies incluyen a P. constellata, P. magdalenae,
P. schroederi, P. motoro, P. orbignyi, P. scobina y P. yepezi, todas ellas incluidas en el
Apéndice Ill. A su vez, el Plan Nacional de Accion (PAN) establecido por el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible para la Amazonia colombiana asigna un nivel de prioridad
muy alto a la obtencidn de informacidn acerca de las especies P. motoro y P. orbignyi (Alexia

& Santos, 2020).

Restringir la exportacion de especies es fundamental para mitigar el impacto negativo en las
poblaciones acuicolas y sus ecosistemas. No obstante, durante la captura de individuos, resulta
crucial la correcta identificacion de las especies. Esto subraya la importancia de emplear
métodos efectivos y comprensibles para los pescadores, quienes suelen distinguir las especies
principalmente a través de aspectos fisicos, como el nimero y disposicién de las aletas, el
tamafio del individuo y el patrén de color (Eheman et al., 2019). Sin embargo, depender
exclusivamente de caracteristicas morfolégicas para la identificacion puede dar lugar a errores

significativos, lo que ha impulsado la consideracion actual de factores moleculares.

Para evitar casos de exportacion ilegal es necesario que las autoridades implementen un

método de identificacion mas preciso que permita determinar la especie de manera genética,



como lo es el andlisis de cddigos de barra de ADN mitocondrial o barcoding, un método que
ha ido creciendo entre la comunidad cientifica para tal fin, debido a que permite la
identificacién de especies y subespecies (Naz et al., 2023). En el ambito de la genética forense,
el barcoding se emplea para analizar polimorfismos en el ADN. Este método se ha aplicado
con éxito en la conservacion de la biodiversidad, permitiendo la identificacion de especies en
riesgo o presentes en areas protegidas. Esta informacién contribuye de manera significativa a
la toma de decisiones para la preservacion de especies. Asimismo, el barcoding tiene
aplicaciones en el comercio de productos bioldgicos, como el reconocimiento de especies en
el mercado de alimentos, el control de especies invasoras o la deteccion de especies en
productos de medicina tradicional (Naz et al., 2023). Ademas, ha sido empleado en la
caracterizacion de especies en estudios de ecologia y evolucion, permitiendo investigar
patrones de diversidad genética, relaciones filogenéticas y migracion de especies.
Adicionalmente, se ha empleado en la identificacién de un sin fin de especies animales, desde
insectos, incluyendo miembros del género Spodoptera, Lepiddptera y del orden Diptera,
Psychodidae, Phlebotominae, Hemiptera, hasta aves y mamiferos en casos de investigacion
forense (de Souza Pinto et al., 2023; Gongalves et al., 2015; Roccaro et al., 2021; Saldamando
& Marquez, 2012; Wang et al., 2016). Uno de los marcadores moleculares mas utilizados en
este tipo de estudio es el ADN mitocondrial (ADNmt) debido a la alta cantidad de
polimorfismos, falta de recombinacion cromosdmica, buena eficiencia en el aislamiento del
material genético, incluso en pequefias cantidades de tejido bioldgico, y alta resistencia a la
degradacion. Dado que estas secuencias gendmicas provienen exclusivamente de la herencia
materna, se utilizan principalmente para rastrear relaciones evolutivas entre organismos y

proporcionar datos Unicos sobre las poblaciones (Filip et al., 2023; Nachtigall et al., 2023).

El gen mitocondrial Citocromo ¢ Oxidasa 1 (COl) se usa de manera generalizada para el analisis
del barcoding debido a su secuencia conservada, lo que facilita el disefio de cebadores
universales aplicables a una variedad de organismos. Ademas, el COl demuestra ser efectivo
para discriminar individuos entre especies (Filip et al, 2023). EI complejo citocromo ¢ oxidasa
cataliza la transferencia final de electrones del citocromo c¢ al oxigeno molecular y participa en
la creacién del gradiente electroquimico utilizado para la sintesis de ATP en el tercer sitio de
fosforilacion oxidativa. Resaltando el papel de una de sus subunidades, el gen COI también

participa en el proceso de transporte de electrones por medio de dos moléculas: hemo A (hemo



a'y hemo a3) y B de cobre (CuB). EI hemo a3 y el CuB forman un centro binuclear donde el

oxigeno molecular se reduce a agua (Hu et al., 2018).

El gen mitocondrial Citocromo b (Cytb) tiene la tarea de codificar la proteina citocromo bcl,
que desempefia un papel esencial en la cadena de transporte de electrones, un proceso necesario
para la generacion de energia en las células. Investigaciones sugieren que cambios en el gen
citocromo b podrian estar relacionados con la forma en que los organismos se adaptan a
diferentes temperaturas ambientales (Li et al., 2013; Shad et al., 2022). Este gen se distingue
por su capacidad para diferenciar especies cercanas, ademéas de proporcionar una valiosa
informacion filogenética (Roccaro et al., 2021).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial de los genes Cytb y COIl como
marcadores moleculares para la identificacion de una especie de la familia Potamotrygonidae

en Colombia mediante la técnica de barcoding.

MATERIALES Y METODOS

Historia de caso

Los pescadores de la region del Guainia, Colombia, dedicados a la captura artesanal de peces
ornamentales, recientemente comercializaron y enviaron un lote de peces, entre los cuales se
incluian diversas especies de rayas dulceacuicolas, a una empresa especializada en acopio y
exportacion de peces ornamentales en Bogota. Los animales, capturados en Puerto Inirida y
pertenecientes a diferentes especies del género Potamotrygon, fueron sometidos a los
protocolos de cuarentena establecidos por el ICA. Después de completar este periodo, un
grupo de rayas fue seleccionado para la exportacion a Vietnam, cumpliendo con los requisitos
que incluyeron la obtencion del permiso CITES aprobado por la AUNAP, el ICA vy la

Secretaria de Ambiente de Bogota.

Durante la inspeccidn visual de rutina a los peces destinados a la exportacién, llevada a cabo
por la Secretaria de Ambiente y la AUNAP en el Aeropuerto Internacional EI Dorado de

Bogota, se identifico una notable disparidad visual en un ejemplar de raya, al no mostrar las



caracteristicas taxondmicas distintivas de la especie P. motoro (color marrén-olivaceo a
marrén o gris oscuro, con numerosos ocelos amarillos a anaranjado-rojizo (Mojica et al.,
2012)) (Fig. 1). Ante esta observacion, la entidad decidio restringir la exportacion de dicho
pez, argumentando la posibilidad de un trafico ilegal. En respuesta a esta situacion, laempresa
involucrada optd por contactar a un laboratorio de genética con el propdsito de realizar un

muestreo y, potencialmente, identificar la especie del animal en cuestion.

Figura 1. Individuo decomisado en el aeropuerto EI Dorado, Bogota, Colombia, en el cual se

evidencian zonas de la piel despigmentadas.

Se extrajeron muestras de sangre de seis ejemplares pertenecientes a las especies P. motoro
(n=2), P. orbignyi (n=2) y P. schroederi (n=1), asi como de un individuo no identificado
taxondmicamente (n=1), el cual fue decomisado en el Aeropuerto Internacional El Dorado,
Bogota, Colombia. Estos individuos fueron adquiridos en el mismo centro de acopio de peces
ornamentales en Bogota, Colombia, donde previamente se incautd la raya. En este centro
informaron que las rayas provienen de la cuenca de Puerto Inirida. Este dato resulta relevante
para lograr una aproximacion mas precisa en el caso de no obtener resultados concluyentes
mediante la realizacién del BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en GenBank. Las
muestras de sangre se obtuvieron sumergiendo a las rayas en una solucion de 1L de agua y
Eugenol a una concentracion de 40 mg/L durante cinco minutos para su sedacion, seguido de
la extraccion de una muestra de 3 a 5 ml de sangre de la vena caudal, ubicada bajo la cola.
Estas muestras se transfirieron rapidamente a un tubo vacutainer de tapa color lilacon EDTA

para su posterior preservacion y almacenamiento.



La extraccion de ADN gendmico se llevo a cabo utilizando el kit comercial Monarch®
Genomic DNA Purification Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se cuantificé el extracto genético recolectado por medio de un
nanodrop DeNovix® DS-11 FX+ (Denovix Inc. Wilmington, USA). Como preparacion para
realizar la PCR (Polymerase Chain Reaction por sus siglas en inglés), se realizo la dilucién
de los extractos de cada muestra de ADN, llevandolos a una concentracion de 40 ng/ul, paso
seguido se realizé una mezcla de los reactivos a implementar en tubos eppendorf, cada uno
con 4.5 ul MgCI2 (2.25mM), 4 ul ANTP’s (0.8 mM), 0.62 pl cada primer (1.25 mM), 5 pl
buffer, 1ul Tag (1U), 33.2 pul agua y 1ul de ADN; dando un volumen total de 50 pl por tubo.

Se utilizaron los cebadores FPmagCOI531 (5'-GCAATCTCTCAATACCAAACACCAC-3)
y RPmagCOI11432 (5-CGTTTTGATGCAAATGCTTCTCAGAG-3") disefiados por Lépez y
colaboradores (2019) para el gen COI, asi como los cebadores FPmagCYTB182 (5'-
CATCAGCCTTCTCCTCMATCGCAC-3) y RPmag932 (5
CGGAAGGTGAGGCTTCGTTGTTTGG-3") para el gen Cytbh. ElI protocolo de
amplificacion se llevd a cabo utilizando un termociclador TLOO® Thermal Cycler de BioRad
(Bio-Rad Laboratories, California, USA) con las siguientes condiciones: una denaturacion
inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de 25 ciclos que comprenden una denaturacion a
94°C durante 30 segundos, una fase de anillado a 60.1°C (gen COI) 0 58°C (gen Cytb) durante
30 segundos, una extension a 72°C durante 30 segundos, y una extension final a 72°C durante
7 minutos. Las muestras resultantes se almacenaron a 4°C en nevera. Posteriormente, los
amplicones fueron verificados mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8% con el
marcador de peso molecular Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder y, una vez
confirmada la amplificacién, el ADN resultante fue enviado al laboratorio GenCore de la
Universidad de los Andes en Bogota, Colombia. Los productos purificados después de la
amplificacion de la PCR fueron secuenciados automaticamente en ambas direcciones (de 5’a
3’ y de 3’a 5’) utilizando el método de tagDye Deoxy Terminator Cycle-sequencing en un
secuenciador 3730XL (Applied Biosystems).

Los electroferogramas generados fueron analizados mediante el programa Bioedit® v. 7.7.1 y
el programa Peaktrace® v. 6.6 para la obtencion de las secuencias de ADN. Estas secuencias
fueron alineadas con el programa MEGA® v. 11. La determinacion de las distancias genéticas
intra e interespecificas se calculd utilizando el método evolutivo de neighbor-joining (NJ) y el

modelo de sustitucion de Kimura 2-parametros (K2P) (Kimura, 1980). EI dendrograma



resultante se obtuvo en Mega v.6.0 mediante 1000 réplicas de bootstrap (Tamura et al., 2013).
Para identificar las especies con las que mostraban mayor similitud y coincidencia en términos
de porcentaje de identidad y longitud de alineamiento, se utiliz la herramienta BLAST de
GenBank.

Para realizar los analisis filogenéticos con otras especies de rayas colombianas, incluyendo las
obtenidas en este estudio, se tomaron las siguientes secuencias del GenBank: MW482070.1
(P. schroederi - Cytb), MW482065.1 (P. orbignyi - Cytb), MW481862 (P. magdalenae- Cytb),
MW481840.1 (P. hystrix- Cytb), MW482068.1 (P. motoro- Cyth), MW482173.1 (P.
magdalenae- COI) (Fontenelle et al., 2021), NC_023116 (P. motoro- genoma completo) (Song
etal., 2015), EF532673.1 (P. schroederi- COI), EF532666.1 (P. orbignyi- COI) (Toffoli et al.,
2008) y MK520996.1 (P. hystrix- COI) (da Cruz et al., 2021), teniendo en cuenta que estas
mostraron méas similitud con las secuencias obtenidas de los individuos de Puerto Inirida
(porcentaje de identidad), acoplamiento de las secuencias (cobertura) y ausencia de mutaciones

puntuales en cuanto a los pares de bases en la secuencia genética (gaps).

RESULTADOS Y DISCUSION

La amplificacion para los genes COl y Cytb para el género Potamotrygon fue exitosa con los
cebadores disefiados originalmente para la especie P. magdalenae (Figura 2) (Lopes-Ardila et
al., 2022). De este modo se realiz6 un filtrado visual de las secuencias mediante el uso de
herramientas digitales (BioEdit® y MEGA®), dando los siguientes resultados: la longitud de
las secuencias para el gen COI (P. orbignyi 1: 630 pb; P. orbignyi 2: 652 pb; P. motoro 1: 668
pb; P. motoro 2: 614 pb; P. schroederi: 612 pb; raya de especie desconocida: 689 pb), y
secuencias del gen cytb (P. orbignyi 1: 713 pb; P. orbignyi 2: 728 pb; P. motoro 1: 648 pb; P.
motoro 2: 652 pb, P. schroederi: 620 pb; raya de especie desconocida: 658 pb) . A partir de
estas se encontraron 34 variaciones en la secuencia genética del gen COIl y 50 en la del gen
Cytb, en la primera se observo una semejanza entre P. orbignyi y P. schroederi, asi como entre
P. motoro y la raya de especie desconocida, en ambos casos las secuencias presentan una
notable similitud debido a que comparten un mayor nimero de bases nitrogenadas entre las
especies (Tabla 1); sin embargo, para el gen Cytb se hallaron 3 posiciones (2 transiciones y 1
transversion) que presentaron cambios entre las secuencias de las especies P. orbignyi y

P.schroederi, adicionalmente la secuencia de la raya de especie desconocida mostro6 variacion



en 5 transversiones con respecto a las secuencias de P. motoro; finalmente se identifico que las
secuencias pertenecientes a P. orbignyi mostraron 2 transiciones y 1 transversion con respecto
a las demas especies, estas se encontraron de la posicion 594 a la 596, sugiriendo que este
cambio puede ser significante en la diferenciacion de esta especie con respecto a las demas
estudiadas de esta familia (Tabla 2).

Tabla 1. Posiciones variables (pb) en las secuencias genéticas obtenidas a partir de los

individuos del género Potamotrygon y la raya de especie desconocida en el gen COI.
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Figura 2. Gel de electroforesis. Resultados de la amplificacion por PCR para los genes COl y
Cytb revelados en gel de agarosa con el marcador de peso molecular Quick-Load® Purple 1
kb Plus DNA Ladder. SM1y SM2 corresponden a los individuos pertenecientes a P. motoro,
SF2 corresponde al individuo perteneciente a P. schroederi, SO1 'Y SO2 corresponden los
individuos pertenecientes a P. orbignyi, RE1 y RE2 corresponde al individuo de sin

identificar y PM corresponde al marcador de peso molecular.



Analisis BLAST para el gen COI

Segun los resultados obtenidos mediante la herramienta BLAST al analizar las secuencias del
gen COl en la base de datos de GenBank, se evidencia una marcada similitud genética de la
raya no identificada con las especies P. falkneri (98.55%) y P. motoro (98.40%), evaluando el
porcentaje de identidad. Aunque P. falkneri presenta un mayor porcentaje de identidad, se
carece de registros de su presencia en la cuenca de Puerto Inirida, el lugar de obtencion de las
rayas (Lasso et al., 2013). Por lo tanto, se infiere que la raya sin identificar probablemente
pertenezca a la especie P. motoro.

Para los otros individuos analizados con la herramienta BLAST en este estudio, donde se
identificaron las especies, se encontré que la muestra perteneciente a la raya P. schroederi
muestra una mayor similitud genética, con un 99.76% de porcentaje de identidad con P.

schroderei y un 94.9% con P. magdalenae, con coberturas del 68% y 100%, respectivamente.

En relacion con una de las muestras de la especie P. orbignyi, se identificaron porcentajes de
identidad del 94.29% con P. magdalenae, 91.90% con P. motoro y 91.75% con P. orbignyi,
cada uno con una cobertura del 100%. Para la segunda muestra de P. orbignyi analizada, se
observo una similitud con las mismas especies identificadas en la muestra anterior, con
porcentajes de identidad de 94.45%, 92.21% y 92.06%, respectivamente, y una cobertura del
99%, 99% y 98%.

En cuanto a las dos muestras analizadas para la especie P. motoro, ambas concuerdan con la
identificacion propia de la especie segun los resultados obtenidos mediante la herramienta
BLAST del GenBank. No obstante, es relevante destacar que el BLAST revela una notable
similitud genética con la especie P. falkneri. En una de estas muestras, se registra un porcentaje
de identidad del 98.20% y una cobertura del 100% tanto para P. motoro como para P. falkneri.
En la segunda muestra, se observa un porcentaje de identidad del 98.52% con una cobertura
del 99% respecto a P. falkneri, mientras que con P. motoro presenta un porcentaje de identidad
del 98.05% con una cobertura del 100%. La alta similitud genética entre las especies P. falkneri
y P. motoro, reportada por Cruz y colaboradores (2015), incluyo la documentacion de casos de
hibridacion, atribuyendo este fendmeno a la proximidad ecoldgica, la relacion genética y el
mismo numero de cromosomas. Ademas, Sanches y colaboradores (2021) sefialan eventos de
hibridacién entre otras especies de Potamotrygon (P. motoro, P. Orbignyi, P. scobina y P.

leopoldi) en la cuenca del rio Xingu, Brasil. Por lo cual, se sugiere llevar a cabo una



investigacion mas exhaustiva para determinar si P. falkneri constituye una especie

independiente o si, por el contrario, es una subespecie de P. motoro.

Analisis BLAST para el gen Cytb

En el analisis genético del BLAST realizado para determinar la especie de la raya en cuestion,
se observaron resultados contradictorios. En el caso del gen Cytb, el primer resultado indico P.
orbignyi con un porcentaje de identidad del 98.78%, mientras que el segundo resultado fue P.
motoro con un 97.56%. En contraste, en el gen COI, el principal resultado fue P. falkneri,
seguido de P. motoro. Aunque ambos analisis convergen en la identificacion de P. motoro, la
discordancia entre las especies sefialadas en los primeros lugares para cada gen complica la

tarea de determinar con precision la especie de la raya.

Al analizar a los demaés individuos, se observéd una coincidencia significativa en la secuencia
genética del individuo de P. schroederi con una secuencia de GenBank correspondiente a P.
schroederi y otra correspondientes a P. orbignyi, compartiendo una cobertura del 79% y un
porcentaje de identidad del 100% con ambas, no obstante se obtuvo un porcentaje de identidad
del 93.23%, 93.06% y 92.58% con las especies P. magdalenae, P. histrix y P. yepezi
respectivamente y con una cobertura del 100% para estas tres, al encontrar un elevado
porcentaje de identidad pero una baja cobertura los datos no son concluyentes para esta muestra,
de la misma manera se destaca el alto porcentaje de identidad revelado con varias especies del
género, lo que dificulta la clasificacion correcta del animal dentro de una de estas. Respecto a
los dos individuos analizados de P. orbignyi, se evidencia una coincidencia con las secuencias
de GenBank correspondientes a P. orbignyi, revelando un porcentaje de identidad del 99.66%
con una cobertura de 81% para el primer ejemplar y un porcentaje de identidad de 100% y
cobertura del 80% para el segundo, lo que se traduce en resultados concluyentes que revelan
alta coincidencia de la muestra con las secuencias de GenBank para esta especie, similar al caso
de los individuos de P. motoro, para los cuales se encontrd coincidencias con secuencias de

esta misma especie con un porcentaje de identidad de 100% y una cobertura del 79%.

Sobre el uso del barcoding en rayas dulceacuicolas colombianas



Los hallazgos del presente estudio revelan una concordancia con las observaciones de Toffoli
y colaboradores (2008), donde la aplicacion del barcoding no arrojé resultados concluyentes.
Durante el analisis BLAST, el porcentaje de identidad de las muestras coincidia con diversas
especies de Potamotrygon, sugiriendo la posibilidad de que este género conserve un alto grado
de homogeneidad genética, complicando la identificacion precisa de sus especies mediante el
barcoding. Ademas, sefialan que las secuencias de ADNmt no son Utiles para establecer con

precision los limites entre especies, especialmente en aquellas recientemente evolucionadas.

Contrario a estas conclusiones, Cerutti y colaboradores (2012) manifiestan que este método si
tiene una gran utilidad en rayas y tiburones. Asi mismo Pereira y colaboradores (2013) apoyan
esta postura al demostrar la eficacia del barcoding para identificar fauna megadiversa de

reciente evolucion, discriminando el 99,2% de las especies analizadas en su estudio.

En concordancia con la problematica identificada anteriormente por Toffoli y colaboradores
(2008) y Li y su equipo (2018) proponen el Barcoding como una estrategia para detectar

posibles datos incorrectos en GenBank, utilizando el gen Cytb.

Por otra parte, se ha establecido internacionalmente un cédigo de barras especifico de especie
para los peces, compuesto por fragmentos de ADN de 600-650 pares de bases, sin embargo,
aseguran que tan solo hacen falta 100 pares de bases en una secuencia de ADN para poder
identificar y distinguir adecuadamente las especies (Holmes et al., 2009; Loh et al., 2014). En
el presente estudio, las secuencias obtenidas van desde los 500 pb a los 900 pb, siendo, en
teoria, un tamafio adecuado para la identificacidn de especies, sin embargo no se obtuvieron los
resultados deseados, puesto que al realizar el BLAST no todas las muestras coincidieron con
su respectiva especie, 0 en algunos casos coincidieron con mas de una segun el porcentaje de
identidad, lo que sugiere que se necesita de secuencias con un numero mayor de pares de bases
0 el estudio de méas genes que permitan identificar de manera eficaz las especies del género

Potamotrygon.

Analisis filogenéticos para el gen COI

Los andlisis filogenéticos del gen COI muestran una marcada similitud genética entre los
individuos de las rayas estudiadas pertenecientes a las especies P. orbignyi y P. schroederi,

agrupéndolas conjuntamente en un mismo clado. La robustez de esta agrupacion se subraya por



el valor de bootstrap, que alcanza el maximo de 100, indicando una alta certeza en la formacion
de dicho clado. Este resultado refleja una significativa similitud genética entre los tres
individuos, respaldando la estrecha relacion evolutiva entre las especies examinadas. Por otro
lado, se destaca una marcada relacion genética entre los individuos de las rayas de la especie

P. motoro y la raya desconocida, evidenciandose al agruparse en un mismo clado (Fig. 3).

P_ orbignyi 2 (Puerto Inirida)
54

100 | P- schroederi (Puerto Inirida)

P. orbignyi 1 (Puerto Inirida)

Sp. desconocida (Puerto Inirida)

P_motoro 2 (Puerto Inirida)

52

P_ motoro 1 (Puerto Inirida)

Figura 3. Arbol neighbor-joining resultante para el analisis del gen CO1 con los individuos

provenientes de Puerto Inirida, usando el modelo K2P.

El analisis del gen Cytb exhibe una mayor asociacién e idoneidad para la identificacion
filogenética en comparacion con el gen COIl. Esto se debe a que, aunque las variaciones
genéticas en estos genes no sean muy numerosas, el Cytb presenta una mayor cantidad, por lo
tanto, resulta més eficiente para la identificacion de estas especies. Sin embargo, la
concatenacion resultante entre ambos genes mostré mas confiabilidad al analizar las
variaciones genéticas presentes en el gen COl y el gen Cytb, agrupando los clados de manera

mas acertada para las especies estudiadas.



Analisis filogenéticos para el gen Cytb

Los analisis filogenéticos del gen Cytb muestran la cercania genética entre las especies P.
orbignyi y P. schroederi, asociandolos en un mismo clado. Esta observacion se respalda con
los resultados del arbol filogenético del gen COI, donde se aprecia una asociacion entre los dos
individuos. Ademas, se identifican similitudes en los hallazgos entre la raya del caso y P.

motoro, corroborando lo observado en el estudio filogenético del gen COI (Fig 4).

P. orbignyi 1 (Puerto Inirida)

100 P_ orbignyi 2 (Puerto Inirida)

P_ schroederi (Puerto Inirida)

—— Sp. desconocida (Puerto Inirida)

P motoro 2 (Puerto Inirida)

P. motoro 1 (Puerto Inirida)

Figura 4. Arbol neighbor-joining resultante para el analisis del gen Cytb con los individuos
provenientes de Puerto Inirida, usando el modelo K2P.

Andlisis filogenético para los genes COI y Cytb concatenados

La concatenacion de los genes COl y Cytb confirma lo observado en los arboles para cada gen,
se respalda la relacion entre la raya de especie desconocida y la especie P. motoro, sugiriendo
la posibilidad de que esta pertenezca a esta especie. Por otro lado, el arbol muestra que P.

orbignyi y P. schroederi se unen en un mismo clado indicando una estrecha relacion evolutiva



entre ambas especies (Fig. 5). Con respecto a la filogenia de Potamotrygon, Lovejoy (1998)
sugiere que las rayas neotropicales de agua dulce comparten un ancestro comdn que invadié
estos ecosistemas durante una invasion en el Mioceno. La diversificacion de la familia
Potamotrygonidae se atribuye a una radiacién evolutiva endémica en Sudamérica, vinculada a
eventos geoldgicos que formaron las cuencas del Amazonas y del Orinoco. Dicha investigacion
justifica la baja diversificacion de la familia debido a la radiacion evolutiva endémica.
estableciendo barreras fisicas y una variacion intraespecifica (diferencia fenotipica dentro de

una misma especie).

Es importante considerar que las relaciones filogenéticas no solo se ven modeladas por el factor
tiempo, sino también por la biogeografia y los patrones de distribucién de los grupos de rayas
de agua dulce (Fontenelle et al., 2021). Como resultado, el arbol filogenético no solo arroja luz
sobre la historia evolutiva de especies con un ancestro comun, sino que también revela la
progresion temporal de sus trayectorias evolutivas (Kirchhoff et al., 2017). Este fendmeno se
manifiesta claramente en las asociaciones observadas en los arboles neighbor joining, donde es

posible identificar la agrupacion de mas de una especie en un mismo clado.

P. arbignyi 2 (Puerto Inirida)

100 P. orbignyi 1 (Puerto Inirida)

P. schroederi (Puerto Inirida)

—— Sp. desconocida (Puerto Inirida)

P. motoro 2 (Puerto Inirida)

P. motoro 1 (Puerto Inirida)

Figura 5. Arbol neighbor-joining resultante de la concatenacion de los genes COl y Cytb

para los individuos provenientes de Puerto Inirida, usando el modelo K2P.



Analisis filogenéticos con secuencias descargadas del GenBank para el gen COI

En relacion con el andlisis entre los resultados obtenidos mediante BLAST y los arboles
filogenéticos para el gen COl, la secuencia tomada de GenBank de la especie P. motoro,
muestra una alta cercania con las secuencias resultantes en este estudio, lo que se refleja en la
asociacion taxonémica por medio del arbol neighbor joining, en este mismo se destaca la
relacion con la secuencia de referencia tomada para la especie P. schroederi, que se vincula
tanto con la secuencia correspondiente a la especie en este estudio como con las muestras de P.
orbignyi; por otro lado se encuentra que la secuencia tomada de referencia para P. orbignyi
presentd una mayor compatibilidad con las secuencias de P. motoro; motivo por el cual se
destaca la importancia de analizar factores como la cobertura de la secuencia, origen y
geoposicion de las muestras analizadas y mutaciones dentro de las misma, entre otros que

permitan conocer la afinidad de las secuencias estudiadas.

Por otro lado P. magdalenae y P. hystrix quedaron ubicadas en clados aparte mostrando una

distancia genética mayor entre estas y las demas especies estudiadas (Fig. 6).

a0 Potamotrygon motoro 1 (Puerto Inirida)

91|l Sp. desconocida (Puerto Inirida)

Potamotrygon motoro 2 (Puerto Inirida)
59

Potamotrygon motoro NC 0231161

100 Potamotrygon orbignyi EF532666.1

Patamotrygon orbignyi 1 (Puerto Inirida)

& Potamotrygon schroederi (Puerto Inirida)

30|, Potamotrygon orbignyi 2(Puerto Inirida)

i Potamotrygon schroederi EF532673.1

Potamotrygon magdalenae MW482173.1

Potamotrygon hystrix MK520996.1

Figura 6. Relacion filogenética entre las secuencias de GenBank y los individuos del presente
estudio provenientes de Puerto Inirida para el gen COl, a partir de un &rbol neighbor-joining
usando el modelo K2P.



Andlisis filogenéticos con secuencias obtenidas de GenBank para el gen Cytb

Con base en el analisis de los resultados obtenidos a través de los arboles filogenéticos para el
gen Cytb, se observd que la asociacion de P. schroederi y P. orbignyi en un mismo clado.
Asimismo, se destaco la asociacién entre los individuos de P. motoro (Fig. 7). Sin embargo, a
diferencia del arbol del gen COlI, se evidencid un acercamiento de P. hystrix a las secuencias
de P. motoro y la raya desconocida de Puerto Inirida, mientras que P. magdalenae se ubicé en
un clado aparte. Este hallazgo cobra especial importancia al revelar asociacion entre la especie
desconocida y P. motoro en el arbol filogenético del gen Cytb, subrayando que estas también

han coincidido en los anélisis anteriores.

En este estudid se observd que posiblemente exista una mayor conservacion de las secuencias
en el gen COlI, lo que puede dificultar la tarea de clasificacion entre especies, asimismo, el gen
Cytb mostr6 més afinidad con esta labor al tener mutaciones diferenciadas entre las especies,
motivo por el cual se destaca que presenté mayor facilidad para la clasificacion por especies y
resultados mas exactos en los métodos de analisis (BLAST Yy filogenia). Adicionalmente se
encontrd una marcada cercania entre las secuencias genéticas del género Potamotrygon para
los dos genes estudiados; por lo cual se sugiere el uso de una mayor cantidad de genes
facilitando asi la clasificacion por especies y se apoya los resultados expuestos por Toffoli y
colaboradores (2008).
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Figura 7. Relacion filogenética entre las secuencias de Genbank y los individuos analizados
en el presente estudio para el gen Cytb, a partir de un arbol neighbor-joining usando el
modelo K2P.

Sobre la coloracion de la especie incautada

Referente a la raya sin identificarse plantea la posibilidad de incidencia de algunos procesos
patologicos que fundamenten los cambios en el fenotipo del individuo estudiado, el cual
presenta zonas de la piel despigmentadas (Fig. 2). Entre las posibles patologias se encuentra la
infeccion por Flexibacter columnaris, causada por un grupo de bacterias pertenecientes a las
Mixobacterias que se manifiesta como una enfermedad oportunista, particularmente en
situaciones de estrés o condiciones de baja calidad del agua. Estas bacterias son comunes en el
entorno acuatico, colonizando las branquias y la piel de los peces. Las lesiones a menudo se
manifiestan como pequefios puntos blancos en la aleta caudal que avanzan hacia la cabeza. Las
aletas caudales y anales pueden verse gravemente afectadas, mostrando erosiones. En etapas
maés avanzadas de la enfermedad, la piel de los peces puede presentar numerosas Ulceras blancas
0 grisaceas, con un posible compromiso de las branquias (de Los Monteros & Rodriguez, 2005).

Adicionalmente, este hallazgo es compatible con una posible infeccion por Mycobacterium,

pues se manifiesta en la superficie del pez con signos clinicos que incluyen emaciacion,



inflamacion de la piel con pérdida de color, deformacion vertebral, lesiones abiertas y Glceras
(de Los Monteros & Rodriguez, 2005.). Del mismo modo, la infeccion por Aeromonas genera
la presencia de formaciones ulcerativas hemorragicas en piel, generalmente en la zona
periocular, edema en diferentes partes del cuerpo, descamacién y algunos casos de
despigmentacion (Grajales-Hahn et al., 2018). La deficiencia de nutrientes podria relacionarse
posiblemente con la aparicion de manchas en la piel, por ejemplo: el acido linoleico y el acido
linolénico, no pueden ser sintetizados por el pez y su deficiencia puede dar lugar a la
despigmentacion, erosion de las aletas e infiltracion grasa del higado (Maisterrena,2005).

De la misma manera, es relevante destacar que la coloracion tegumentaria en los peces es el
resultado de la interaccion de varios tipos de cromatoforos. Una posible patologia genética que
pudiera padecer el individuo podria ser leucismo, que se atribuye a la mutacion de genes
recesivos en el desarrollo embrionario, lo que inhibe la migracién de melanoblastos, las células
productoras de pigmento, lo cual desencadena la ausencia total o parcial de pigmentacion en la
piel, mientras que las retinas mantienen una pigmentacion normal. Sin embargo, la etiologia de
estas aberraciones cromaticas puede ser multifactorial e incluir mutaciones genéticas no
patoldgicas, aislamiento poblacional, estres ambiental y la exposicion a metales pesados
(Anaguano Yancha, 2018).

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren limitaciones en la eficacia de los genes Cytb
y COIl como marcadores moleculares para la identificacion de especies de la familia
Potamotrygonidae. De acuerdo con el analisis realizado mediante la herramienta BLAST del
GenBank y las relaciones filogenéticas establecidas por la metodologia Neighbor Joining, se
sugiere que la raya en cuestion probablemente pertenezca a la especie Potamotrygon motoro,
por lo cual su comercio era legal y no incurre en trafico ilegal de especies silvestres. En
adicion, el analisis del gen Cytb, al presentar una mayor variabilidad genética, muestra una
mayor asociacion e idoneidad para la identificacion filogenética en comparacion con el gen
COl; se resalta ademas que al concatenar ambos genes se obtienen resultados mas confiables.
Es importante destacar que el barcoding no es la técnica ideal por si sola para identificar

especies en el género Potamotrygon, es necesario contar con la integracion de otras



disciplinas como la ecologia y la biogeografia, asi como el conocimiento de caracteristicas

morfoldgicas y comportamentales.
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