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VIll. RESUMEN

La cuenca del rio Magdalena, como una de las mas importantes de Colombia, cuenta con
gran cantidad de especies de peces importantes para la economia y sustento de muchas
comunidades en el pais. Sin embargo, una reduccion marcada en el nimero de individuos por
poblacion de distintas especies asociadas se ha presentado por diferentes factores. Dentro de
estos, se destaca la construccion de la represa de Betania, como respuesta a los
requerimientos energéticos en Colombia. No obstante, especies migratorias como
Prochilodus magdalenae, de importancia econdmica para la pesqueria artesanal y ecolégica
debido a su endemismo, se han visto seriamente afectadas. Por lo que se ha generado la
necesidad de analizar su estructura y diversidad genética, teniendo en cuenta la construccion
de la represa como posible factor de fragmentacion. Para esto, se hace adecuado el uso de
microsatélites como marcador molecular en diferentes localidades de estudio aguas arriba y
abajo de la represa, lo que permitio evaluar el estado de la diversidad genética de la especie,
cdmo se encuentra distribuida esta variabilidad en las localidades de estudio y como influyen
algunos factores como la construccion de la represa sobre su estructura genética. En este
sentido, se obtuvieron 111 alelos distribuidos en siete loci 100 % polimdrficos. Los
promedios generales para la heterocigosidad observada fueron de 0.2169, mientras que para
las esperadas fueron de 0.8316. Los estadisticos de Fst y PhiPT mostraron que existe una
moderada diferenciacion entre la represa de Betania y todas las localidades muestreadas. El
analisis de inferencia bayesiana, detecto la coexistencia de tres poblaciones en la cuenca del
rio, estando la represa de Betania representada solo por una de las tres poblaciones registradas
en la cuenca. Estos resultados se pueden estar presentando, debido a la fragmentacion que
genera la represa en el rio, impidiendo el flujo genético entre las localidades aguas arriba y

aguas abajo de la represa.

Palabras clave: Peces reofilicos, microsatélites, fragmentacién de ecosistemas



IX. ABSTRACT

The Magdalena River basin, as one of the most important in Colombia, has a large number
of species of species important for the economy and livelihood of many communities in the
country. However, a marked reduction in the number of people by the population of different
species associated has been presented by different factors. Among these, the construction of
the Betania dam stands out, in response to the energy requirements in Colombia. However,
migratory species such as Prochilodus magdalenae, of economic importance for the artisanal
and ecological fishery due to their endemism, have been seriously affected. Therefore, it has
generated the need to analyze its genetic structure and diversity, taking into account the
construction of representation as a possible fragmentation factor. For this, the use of
microsatellites as molecular marker in different localities of upstream and downstream of the
dam is adequate, which allowed to evaluate the state of the genetic diversity of the species,
how this variability is distributed in the localities. And how some factors influence the
construction of the dam on its genetic structure. In this sense, 111 alleles distributed in seven
100% polymorphic loci were obtained. The general averages for observed heterozygosity
was 0.2169, while for the expected one it was 0.8316. Fst and PhiPT statisticians show that
there is a moderate differentiation between the representation of Betania and all the sampled
localities. The Bayesian inference analysis detected the coexistence of three populations in
the river basin, with the Betania dam being represented only by one of the three populations
recorded in the basin. These results can be presented, due to the fragmentation generated by
the dam in the river, preventing the genetic flow between the localities upstream and the

waters below the dam.

Keywords: Rheophilic fish, microsatellites, ecosystem fragmentation



1. INTRODUCCION

La fragmentacidn, es considerada como uno de los principales factores responsables de la
alteracion del medio ambiente y de los ecosistemas, que afecta la funcién, estructura y
composicion en determinado espacio natural (IAVH, 2002). Estas afectaciones provocan una
disminucion en la conectividad y/o crea bordes en el habitat, generando cambios en el
comportamiento de las especies asociadas a los ambientes fragmentados y por ende

aumentando la vulnerabilidad de los organismos (Bustamante y Grez, 1995).

Pese a los reconocidos efectos de la fragmentacion del habitat en la dindAmica ecosistémica,
la construccion de barreras artificiales como las represas, estan ligadas al desarrollo
econdémico y social de una comunidad, dando soluciones al requerimiento de recursos como
agua y energia, de las poblaciones humanas (Agostinho et al., 2008; Jiménez-Segura et al.,
2014). Sin embargo, su construccion trae fuertes consecuencias sobre todo en el contexto
ambiental (Agostinho et al., 2001), donde se pueden destacar los relacionados a la
contaminacion del recurso hidrico, llegando a generar desde reducciones en la abundancia y
numero de especies de peces, hasta extinciones locales asociadas a la cuenca intervenida
(Rodriguez, 2015).

Considerando la fragmentacion del ecosistema como uno de los principales efectos derivados
de las represas, se reconoce que esta impide el flujo de las especies migratorias en los cauces
de los rios (Pompeu et al., 2009). Por lo anterior, la construccion descomedida de represas en
sudamérica, ha ido deteriorando seriamente los sistemas I6ticos, especialmente el
componente biotico que lo conforma (Kopas y Puentes, 2009). Es asi como se han presentado
casos en que algunas especies de peces han incrementado su abundancia o en caso contrario
se ha dado el desplazamiento de estos a causa de la construccion de la represa (Agostinho et
al., 2008).
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Este efecto se ha observado en especies migratorias, donde se puede mencionar a Prochilodus
scrofa Linnaeus 1758, presente en el rio Piquiri en Brasil, cuya estructura poblacional se vid
afectada por la represa Itaipu, generando una disminucion y dispersion de los individuos
presentes en la zona alta de la represa, mientras que en la zona baja se evidenci6 proliferacion
de estos (Agostinho et al., 1993). Posterior a esto, se pudo corroborar que las nuevas
dindmicas lénticas o semi-lénticas (cambios en la temperatura, pH, estratificacion del agua,
entre otros) fueron las responsables en el deterioro de la calidad del agua, generando dicha
dispersion (Agostinho et al., 2008; Martinez-Silva, 2015).

De esta manera, se reconoce que las represas generan una fragmentacion parcial de las
poblaciones de peces, donde los individuos solo son capaces de moverse en una sola
direccion a través de la represa aguas abajo (Pelicice et al., 2014). Adicionalmente, se
evidencia la afectacién en el ciclo reproductivo de peces migratorios de larga distancia, que
aun cuando se han implementado tecnologias para permitir el paso, como los sistemas de

transposicion, se han llegado a catalogar como poco efectivos (Agostinho et al., 2008).

Un claro ejemplo fue evidenciado en varias especies migratorias del rio Parana, Brasil
(Brycon orbignyanus Valenciennes, 1850; Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887;
Prochilodus lineatus Valenciennes, 1837; y Rhinelepis aspera Spix y Agasiz, 1829), donde
se demuestra que son escasos los individuos capaces de atravesar el sistema de transposicion
(Wagner et al., 2012). Esto muestra que la problematica alin expone a los organismos a una
reduccion gradual de sus poblaciones, haciendolos vulnerables a cualquier cambio ambiental
(Kopas y Puentes, 2009).

Ahora bien, toda esta problematica ha despertado el interés de la comunidad cientifica
internacional, por entender coémo responden las poblaciones de especies reofilicas frente a la

construccion de estas barreras fisicas a nivel molecular. Es asi como se hace necesaria la
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implementacion y uso de herramientas genéticas, para analizar la pérdida de variabilidad en

las poblaciones afectadas.

Marcadores moleculares como las regiones de ADN microsatélites, las cuales son
secuencias cortas de 1 a 6 bases repetidas en tamden y densamente distribuidos en el genoma
de los organismos eucariontes (Hedrick, 2009). Son utiles para calcular diversidad y
estructura genética en una determinada poblacion y pueden llegar a ser tan especificos, que
pueden diferenciar por patrones de polimorfismo genético a los individuos dentro de una
poblacion (Eguiarte et al., 2007).

Estas secuencias también son conocidos también como STR (Short Tandem Repeats —
Repeticiones Cortas en Tandem), VNTR (Variable Number of Tandem Repeats — Numero
Variable de Repeticiones en Tandem), STMS (Sequence Tagged Microsatellites — Secuencia
Etiquetada de Microsatélites) y SSLP (Single Sequence Length Polymorphisms — Secuencia
Unica en Longitud de Polimorfismos). Adicionalmente, estos marcadores son ampliamente
utilizados debido al tipo de herencia que se obtiene, permitiendo diferenciar al heterocigoto
del homocigoto (Codominantes) y su alto grado de polimorfismo le permite detectar los

diferentes estados de un alelo (variantes alélicas) (Sunnucks, 2000).

Estos atributos y el avance en los analisis estadisticos desarrollados para los microsatélites,
permite hacer inferencias sobre los niveles de variabilidad genética, endogamia, flujo genico
y diferenciacion genética entre poblaciones (Silva, 2011). Los microsatélites, también se han
utilizado para determinar parentesco, historia demogréfica (para buscar evidencia de cuello
de botella en poblaciones), analizar el tamafio efectivo poblacional, magnitud y

direccionalidad del flujo génico, entre otros (Schlotterer y Pemberton, 1994).
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De igual forma, estos marcadores probaron ser Utiles en estudios de estructuracion
poblacional en una variedad de taxa, incluyendo peces (Tautz y Schlotterer, 1994; Jarne y
Lagoda, 1996; Wasko y Galetti Jr, 2002; Hatanaka y Galetti Jr, 2003; Panarari, 2006; Sanches
y Galetti, 2006), ya que permiten tener mayor resolucion de una poblacion desde el punto de
vista genético. Su precision se basa en que pueden ser amplificados por Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR- Polymerase Chain Reaction) utilizando pequefias cantidades de
ADN. Debido a su alta especificidad y la alta informacidn contenida, estos marcadores
permiten también determinar la identidad basada en estimaciones de formas derivadas de

frecuencias alélicas (Kirsti et al.,2005).

Por lo anterior, el uso de microsatélites ha resultado ser muy util para analizar aspectos
genéticos en términos globales para muchas especies de peces migratorios. Como ejemplo
de esto, Heggenes y Roed (2006), evaluaron la estructura y variabilidad genética en la especie
Salmo trutta Linnaeus, 1758, en el rio Mana, en Noruega, en donde cuatro hidroeléctricas
generaban una barrera parcial para las poblaciones de esta especie. No obstante, aunque los
autores consideran que dichas barreras generan fragmentacion, aislamiento y diferenciacion,
los resultados mostraron que mecanismos evolutivos tales como la seleccion natural y la

deriva génica en poblaciones pequefias, aumentan la diversidad génica de esta especie.

Caso contrario se presentd en Estados Unidos, donde Wofford et al. (2005), para la especie
Oncorhynchus clarki Richardson, 1836, detectaron baja variabilidad y alta diferenciacion
geneética, debido al aislamiento genético y demogréafico producto de la fragmentacion de
habitat. Esta problemética conduce a que especies migratorias, alteren sus ciclos
reproductivos provocando asi un declive de las poblaciones, como el caso de Salvelinus
confluentus Suckley, 1859 cuyas poblaciones se encuentran fragmentadas por la represa

Gabinet Gorge en el rio Clark, Estados Unidos (Neraas y Spruell, 2001).
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En America Latina se registro la construccion de alrededor de 1600 grandes represas, muchas
de las cuales no estan reguladas para mitigar el efecto de fragmentacion (Kopas y Puentes,
2009). Por lo que el género Prochilodus, ha resultado ser un modelo biologico adecuado para
entender como responden los estos organismos genéticamente frente a las diferentes barreras
naturales y artificiales que les pueden afectar (Carvalho-Costa et al., 2008; Jiménez-Segura
etal., 2010; Silva, 2011; Barroca et al., 2012a; Orozco y Narvaez, 2014; Pelecice et al., 2014;
Guevara, 2015).

En este sentido, Carvalho-Costa et al. (2008) a través del uso de microsatélites en la especie
migratoria Prochilodus costatus Valenciennes, 1850, en un estudio en la represa Tres Marias
del rio Sao Francisco en Brasil, muestran que ésta poblacion presenta bajos niveles de
variacion genética observada en comparacion con la esperada. Sin embargo, Barroca et al.
(2012) previo a la construccion de la hidroeléctrica Retiro Baixo en la misma cuenca,
demostro que la variabilidad genética de la especie P. costatus se ve reducida a la mitad, por

causa de la fragmentacion provocada por la construccion de la represa.

Dicho resultado es congruente con la baja variabilidad genética en las poblaciones de P.
costatus, analizadas por Carvalho-Costa et al. (2008).Con esto, se corrobora que la pérdida
de diversidad genética hace mas vulnerables a las especies frente a los cambios medio-
ambientales (Povh et al., 2008). A pesar de los efectos nocivos generados en la ictiofauna por
la construccion de represas, en Colombia esta actividad se convierte en una alternativa para
el desarrollo socio-econdémico, proyectando la construccion de por o menos 205 embalses

para el afio 2027 (Jiménez-Segura et al., 2014).

Ahora bien, el rio Magdalena considerado como la principal cuenca hidrografica del pais, es
uno de los medios de apoyo econémico mas importante para muchas comunidades asociadas
a la pesca como actividad de sustento (Jiménez-Segura et al., 2010). Alberga alrededor de

167 especies de peces, de las cuales se puede resaltar a Prochilodus magdalenae
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Steindachner, 1879 (Figura 1); especie endémica, conocida cominmente como Bocachico
(Maldonado-Ocampo et al., 2005), que es aprovechada por la pesqueria artesanal en la
cuenca. Esta hace parte de la familia de peces Prochilodontidae y se caracteriza por presentar
una espina predorsal muy afilada, boca pequefia, prominente, y pequefios dientes,como se

muestra en la Figura 1 (Mojica et al., 2014).

Figura 1. Descripcion grafica y taxonomica de Prochilodus magdalenae. Tomado y
modificado de Mojica et al., (2014).

El bocachico como especie migratoria, tiene dos picos reproductivos anuales que concuerdan
con los patrones hidrolégicos del rio Magdalena. En este sentido, el primer pico reproductivo
inicia entre diciembre y enero, mientras que el segundo entre julio y septiembre, donde en
este ultimo se cree que sélo se reproducen aquellos individuos que no pudieron hacerlo

durante el primer ciclo hidrolégico del rio (Jiménez-Segura et al., 2010).
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No obstante, se debe tener en cuenta que la disminucion progresiva que se ha venido
reportando sobre la cantidad de individuos por poblaciones del bocachico, ha alarmado
principalmente al sector econémico de las comunidades que dependen de su pesca como
actividad de sustento (Jiménez-Segura et al., 2014). Esto debido a que previo a la
construccion de la represa de Betania en 1987, se reportaban por afio para toda la cuenca
aproximadamente 40.000 toneladas producto de la pesca de esta especie (Mojica et al., 2012),
mientras que en el afio 2016 las cifras para toda la cuenca no sobrepasaron las 2.000 toneladas
(SEPEC, 2016). Aunque no se descarta que otros factores como la sobrepesca o la
degradacién de los habitats de especies con este patrén miratorio (Jiménez-Segura et al.,
2014), han generado impactos negativos, se cree que la construccion de represas hace que
estas cambien su estructura poblacional, segregandose por las alteraciones en su dinamica
reproductiva (Agostinho et al., 1993), lo que ha propiciado ya la extincion local en otras
especies migratorias como la Dorada (Brycon moorei Steindachner, 1878), en la parte alta de

la cuenca del Magdalena (Rodriguez, 2015).

Debido a su importancia pesquera, esta especie ha sido sometida a estudios ecolégicos
(Jiménez-Segura et al., 2010; Ramirez y Pinilla, 2012), reproductivos (Atencio, 2001; Cortés,
2003) y de conservacién (Cortés, 2003; Maldonado-Ocampo et al., 2005), pero pocos han
sido los trabajos a nivel molecular en Colombia. Sin embargo, cabe resaltar que existen
investigaciones usando otro tipo de marcadores moleculares, en otras especies reofilicas. Un
ejemplo de esto se presenta en Brycon henni Eigenmann, 1913, pez nativo del rio Magdalena,
cuyas poblaciones fueron evaluadas con marcadores moleculares RAPD. Estas presentaron
diferenciacion genética, lo que sugiri6 un aislamiento por distancia producto del
comportamiento migratorio en cortas distancias de la especie, donde no se descarta la
separacion de grupos genéticos de los embalses que se encuentran construidos sobre los

afluentes de esta cuenca (Hurtado-Alarcon et al., 2011).
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No obstante, estudios desarrollados con microsatélites, se pueden destacar los realizados para
la especie Prochilodus magdalenae por Santacruz (2003), Orozco y Narvaez (2014) y
Guevara (2015) (ver Tabla 7), donde se exhiben para todos los casos bajos valores de
variabilidad influenciados por diferentes factores que incluyen la sobrepesca, barreras tanto
artificiales como naturales, entre otras, lo que permite evidenciar el estado critico de la

especie (Orozco y Narvéez 2014).

Considerando la distribucion geogréafica de esta especie (Maldonado-Ocampo et al., 2005) y
su categoria de amenaza como vulnerable (Mojica et al., 2012), el uso de microsatélites como
marcadores moleculares, resultan Gtiles para evaluar la estructura y diversidad genética del
bocachico posterior a la construccion de la represa de Betania en 1987, en la parte media y

alta de la cuenca del rio Magdalena, Colombia.

2. HIPOTESIS

e La distribucion de la diversidad genética de Prochilodus magdalenae no es homogénea
en el area de estudio, debido a existencia de una barrera artificial que impiden la
continuidad de la poblacion, mostrando niveles diferenciales de variabilidad en cada

localidad.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la diversidad y estructura genética de Prochilodus magdalenae, después de la

construccion de la represa Betania en la cuenca del rio Magdalena, Colombia.
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3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar la variabilidad genética de P. magdalenae en cinco localidades ubicadas
aguas arriba y abajo de la represa Betania en la parte media y alta de la cuenca del rio
Magdalena a través del uso de microsatélites.

e Determinar la estructura genética de P. magdalenae posterior a la construccion de la
represa de Betania en localidades ubicadas aguas arriba y aguas abajo de la represa de

Betania en la parte media y alta de la cuenca del rio Magdalena.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

La cuenca del rio Magdalena ocupa un area de 257438 km?, representando un 24 % del
territorio nacional, que ademas colinda con 18 departamentos donde cerca del 80 % de la
poblacion depende de esta cuenca como un importante eje de desarrollo econdmico (Lasso
et al., 2011). Presenta tres divisiones que son: Alto Magdalena; el cual tiene una altura
aproximada desde su nacimiento en los 3685 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), hasta
Honda en los 229 m.s.n.m. La segunda division o Medio Magdalena; que va desde los 229
hasta los 33 m.s.n.m. en el municipio de EIl Banco departamento del Magdalena. Finalizando
la tercera division o bajo Magdalena; en la desembocadura del rio Magdalena que va desde
los 33 m.s.n.m. hasta el nivel del mar (IDEAM y Cormagdalena, 2001).

En esta cuenca, se pueden identificar varias represas responsables de la generacion de energia
entre las cuales se pueden destacar las hidroeléctricas Prado en Tolima, Salvajina en Cauca

y/o Betania en el Huila. Siendo esta Gltima, la represa méas grande construida en Colombia
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después del Quimbo. Cubre aproximadamente un &rea de inundacion de 7400 ha, con una
longitud de 23 km y 91 m de altura. Cuenta ademas con dos zonas marcadas que son los sub-
embalses del Magdalena y Yaguara. Ademas, presenta caudales promedio de 438 m.seg™,

afectando aproximadamente a 420 habitantes (Hernandez, 2011).

Para el desarrollo del presente estudio se seleccionaron cinco sitios de muestreo abarcando
la parte Alta y Media del rio Magdalena. Cuatro de las cinco localidades (Boyaca, La Dorada,
Saldafia y Neiva) se ubicaron aguas abajo de la represa de Betania, mientras que una sola
localidad se ubicO aguas arriba de la represa, con las coordenadas geogréficas que se

muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Mapa de las cinco localidades de estudio en la cuenca del rio Magdalena, Colombia.
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4.2 Fase de campo

Un total de 171 especimenes fueron recolectados en el cauce principal del rio en cuatro sitios
ubicados aguas abajo de la represa de Betania en el rio Magdalena y en tributarios como el
rio Saldafia, asi como un sitio aguas arriba de la represa, entre los meses de abril del 2010 y
noviembre del 2012 (Figura 2). 40 individuos pertenecientes a la localidad de Boyac4, 40 a
La Dorada, 19 de Neiva, 29 de Betania y finalmente 43 de Saldafia. Posterior a esto se

tomaron muestras de tejido muscular del peddnculo caudal y se fijaron en etanol al 96%.

Las muestras fueron obtenidas con la ayuda de la flota artesanal y desembarques pesqueros
en las cinco localidades descritas en la Figura 2. Se tuvo en cuenta el cuidado de la toma de
muestras de tejido muscular junto a la flota artesanal, ya que dichas embarcaciones no tienen
mucha autonomia y siempre pescan cerca al sitio de desembarque, garantizando que las
muestras obtenidas pertenecieran a individuos capturados cerca a las localidades

seleccionadas.

La presente tesis se pudo desarrollar en marco de los proyectos “Programa de genética de
conservacion para el Bocachico en la cuenca media y baja del rio Magdalena” (convenio
numero 137-09 Ecopetrol-Universidad del Magdalena) y “Evaluacion de la ecologia
molecular de los bocachicos (Prochilodus spp.) Asociado a los rios que drenan al caribe
colombiano” (con codigo de Colciencias 1117-489-25459) del grupo de investigacion de

ecologia y biodiversidad aplicada de la Universidad del Magdalena.

4.3 Fase de laboratorio

De los ejemplares recolectados, el ADN genémico fue extraido del mdsculo usando el kit

MasterPure™ (Epicentre Biotechnologies®). EI ADN fue verificado a través de un gel de
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agarosa al 0,8 % tefiido con GelRed y una corrida a 80 voltios durante 30 minutos. Se
utilizaron siete loci de microsatélites (Tabla 1), descritos para P. lineatus con una
amplificacion cruzada en P. magdalenae (Rueda et al., 2011). La reaccion de amplificacion
se realizo siguiendo las condiciones propuestas por Rueda et al. (2011) y Orozco y Narvaez
(2014). El volumen final utilizado fue de 10 pul, conteniendo 100 ng de ADN, 1 X de reaccién
buffer, 2 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 0,2 uM de cada cebador y 0,25 U de Taq
polimerasa. Las condiciones para la PCR fueron las siguientes: 5 minutos a 95 °C, 30 ciclos
de 30 s a 94 °C, 30 s para la temperatura de alineamiento (Tabla 1), 30 sa 72 °C y una
temperatura de extension final de 72 °C por 10 minutos. Las reacciones fueron realizadas en

un termociclador con gradiente de temperatura ESCO-SWIFT MaxPro.

Los productos de la amplificacion fueron analizados por electroforesis capilar QlAxcel
Advanced (QIAGEN) usando un kit de alta resolucién (High Resolution Kit QIAGEN) y una
escalera de peso molecular de concentracion conocida (DNA SizeMarker 50-800 bp v2.0
QIAGEN). El tamafio de cada producto amplificado fue determinado con el programa
ScreenGel Qlaxcel v1.0 QIAGEN, los cuales permitieron cuantificar el peso de cada banda
y consecuentemente distinguir el genotipo de cada individuo.

4.4 Andlisis de datos

A partir de la matriz final de datos que contiene el genotipo de todos los individuos, fue
verificada la diferencia entre los tamafios de los alelos presentes en la poblacion con la ayuda
del programa MSTOOLS (Park, 2001). Este mismo programa se utilizé para la generacion
de los diferentes archivos de entrada utilizados en los diferentes programas descritos a
continuacion. La presencia de errores en la genotipificacion derivados de artefactos técnicos,
o0 pérdida de alelos por la mala calidad del ADN fue evaluada con el programa MICRO-

CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004) remuestreando los alelos de cada locus a través de
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simulaciones bootstrap, creando asi intervalos de confianza entre la frecuencia esperada de

homocigotos y heterocigotos para los alelos registrados.

Tabla 1. Descripcion de cada microsatélite utilizado. Motivo de repeticion, Temperatura °C,
Na.; Namero de alelos, Tamafio en pares de bases. Tomado y modificado de Rueda et al.
(2011).

Motivo de Tamafio en pares de
Locus . T (°C) Na _ ]
repeticion bases Secuencia del primer
F 5-TCTGAGCTGTGAGGAATGGA-3'
PL3 (CA)Nn 50 6 185-203
R:  5-AGAGCGCTCAAGCACAAGAT-3'
F 5-TGCCCAACACTGAAACTGAG-3'
PL14 (CA)Nn 61 11 104-134
R 5'CTCATCAACCTGCCTGGAAT-3'
F 5-TTGGCTACTTCCCCAAACAC-3'
PL23 (CA)N 59 3 244-252
R: 5-GGGGAACTAGTTTGACGATGC-3'
F 5-GAAGCTTGGGCTCTTGACAT-3'
PL28 (CA)n 59 3 239-249
R: 5-CGTTTGCCTCTAGCCTTTTG-3'
F 5-GAGCGGATTCTCCACATGAT-3'
PL34 (CA)n 56 10 178-212
R 5-TAATGTGCTCCCTCCCACAG-3'
F:  5-AGAGCAACACAGGGAGGAGT-3'
PL64 (CA)N 62 13 158-180
R 5-ACGCTCTGCTCAGCCATACT-3'
F:  5-GAAAAAGGCTAGGGGACTGG-3'
PL119 (CA)N 58 12 161-207
R: 5-GAGGAAAATTGCCTTTTGTAGG-3'

La diversidad genética fue determinada para cada poblacién analizando el nimero de alelos
por locus (Na), heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) usando el
programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2006). El coeficiente de endogamia (Fis) para los
siete loci fueron calculados en FSTAT (Goudet, 1995). El equilibrio de Hardy-Weinberg
(p<0.05) fue calculado usando una prueba analoga a la prueba exacta de Fisher (Guo y
Thompson, 1992) que tiene como hipdtesis nula la unidn aleatoria de gametos. Esta prueba

fue estimada con una serie de permutaciones de la Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC)
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(10000 batches / 1000 iteraciones) implementados en GENEPOP (Raymond y Rousset,
1995).

La segregacion independiente de los genotipos o desequilibrio de ligamiento, fue
comprobado usando pruebas exactas con MCMC (10000 batches/ 1000 iteraciones) (Guo y
Thompson, 1992), implementados en GENEPOP. Para verificar la distribucién de la
variancia molecular entre los grupos naturales de poblaciones, la existencia de poblaciones
genéticamente diferenciadas de P. magdalenae entre las localidades del canal principal del
rio Magdalena y la represa; y evaluar el grado de significancia de la variabilidad genética
entre y dentro de las localidades se realizo un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) en
el programa ARLEQUIN 3.1 (Schneider et al, 2000).

Este analisis examind la distribucion de la variabilidad genética dentro de diferentes niveles
jerarquicos a diferentes escalas geograficas en la cuenca del rio Magdalena. En este caso, los
niveles jerarquicos fueron evaluados asi: 1) todas las poblaciones como un grupo, 2) Un
grupo compuesto por las localidades presentes en el cauce principal en el rio Magdalena sin
los tributarios (Rio Saldafa) y 3) finalmente considerando a la represa de Betania como un

grupo independiente de las demas localidades.

Ademas de esto, el programa ARLEQUIN 3.1 fue empleado para calcular los valores de Fst
por parejas (Weir y Cockerham, 1984) estimados para cada par poblacional. Fue utilizado el
Fst, ya que este es el indice mas usado para la estimacion de distancias génicas en
poblaciones de peces (O’connell y Wright, 1997), ademas de ser el més adecuado en estudios
gue contengan muestras de tamafio moderado a pequefio (menos de 50) y se utilicen menos
de diez loci. Adicionalmente, se utilizo el indice PhiPT como prueba analoga, basados en la

hipdtesis que los loci no se encuentran bajo los supuestos de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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La metodologia de agrupamiento bayesiano de STRUCTURE version 2.3.3 (Hubisz et al.,
2009) fue aplicada para identificar grupos de individuos genéticamente similares y
determinar el nivel de estructura genética en los datos independiente de las areas
muestreadas. Este programa realiza una prueba de asignacion donde los individuos son
clasificados basados en probabilidades de pertenecer a uno 0 mas grupos cuando la poblacién

es genéticamente mezclada.

Para estimar el nimero de subpoblaciones (K), 20 corridas independientes de K = 1 — 8 fueron
llevadas a cabo con 10000 repeticiones de MCMC, con 1000 periodos de burn-in, usando
informacion LOC-PRIOR y asumiendo frecuencias alélicas correlacionadas (Allele
Frequencies Correlated). El patron de migracion de P. magdalenae incluye la existencia de
un fuerte flujo génico entre las poblaciones, por lo tanto se usé el modelo de mezcla
(Admixture Model) que supone que cada individuo tiene la misma proporcion de herencia de
su ancestro en cada poblacion. Para determinar el nimero de poblaciones (K) presentes, se
utilizé un método propuesto por Evanno et al. (2005). Este valor fue obtenido usando el
programa STRUCTURE HARVESTER 0.56.3 (Earl y von Holdt, 2012).

5. RESULTADOS

5.1 Diversidad genética

Todos los microsatélites evaluados fueron polimdrficos (100%) en los ejemplares de P.
magdalenae de las diferentes localidades del rio Magdalena donde se tomaron las muestra.
Un total de 111 alelos se encontraron distribuidos en los cinco sitios de muestreo. Betania
con un promedio de 8,7 de alelos por locus fue la de menor cantidad, mientras que Saldafa
con 10,25 fue la de mayor promedio como se observa en la Tabla 2. Los loci PL28 y PL34

presentaron menor cantidad de alelos con 5 cada uno, mientras que P119 tuvo 16 (Tabla 2).
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Por otro lado, la Ho en promedio para todas las localidades fue de 0,21, siendo la poblacion
de Saldafia la que presento el indice mas bajo con 0,11 y Betania la de mayor Ho con 0,27.
No obstante, la He fue considerablemente mas alta que la Ho, con promedios para todas las
localidades de 0,83. Se obtuvieron valores entre 0,80 y 0,84 para los sitios de muestreo de
Betania y Saldafia respectivamente, como se observa en la Tabla 2. Todas las localidades
muestreadas presentaron desequilibrio de Hardy-Weinberg asociado a un déficit de
heterocigotos. Adicionalmente, se encontrd que todos los loci de microsatélites utilizados en
el presente estudio presentaron alelos nulos en los ejemplares analizados y no hubo

desequilibrio de ligamiento

5.2 Estructura genética y diferenciacion poblacional

La prueba de Fst mostro un valor global de 0,065 indicando una moderada diferenciacion,
segun la escala de Wright entre las localidades examinadas. Entre cada par de poblaciones,
este indice presentd fluctuaciones que van desde localidades con baja diferenciacién como
Boyaca — La Dorada (Fst de 0,007), hasta localidades con moderada diferenciacion como La

Dorada y Saldafia (Fst de 0,094), tal como se observa en la Tabla 3.

Al igual que los valores de Fst, el indice de PhiPT mostré valores van desde una baja a una
moderada diferenciacion genética entre la mayoria de las localidades. Es importante resaltar
que pesar de la poca distancia geografica entre la localidad de Neiva y la represa de Betania,
los valores registrados para estos indices evidenciaron una moderada diferenciacion genética

existente entre estas localidades.
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Tabla 2. Tabla general de resultados. N; tamafio de la muestra, Na; nimero de alelos, Ho;

heterocigosidad observada, He; heterocigosidad esperada, F; indice de fijacion y P;

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Stto Estadistico Hod Media
Muestreado PL28 PL14 PL23 PL34 PL64 PL119 PL3
Boyaca Na 8 14 8 8 9 14 10 10.14
(N=40) Ho 0,000 0,200 0,237 0,060 0,579 0,065 0,250 0,199
He 0,761 0,903 0,817 0,755 0,838 0,913 0,810 0,844
F 1,000 0,778 0,710 0,934 0,309 0,929 0,691 0,765
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Dorada Na 10 12 8 5 10 13 8 9,429
(N=40) Ho 0,060 0,310 0,175 0,075 0475 0,406 0,308 0,25
He 0,800 0,878 0,818 0,684 0,830 0,891 0,778 0,825
F 0,938 0,647 0,786 0,890 0,428 0,544 0,605 0,691
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Neiva Na 7 13 9 6 8 16 6 9,286
(N=19) Ho 0,000 0,211 0,316 0,176 0,500 0,211 0,368 0,254
He 0,715 0,891 0,861 0,607 0,792 0,925 0,785 0,838
F 1,000 0,764 0633 0,709 0,368 0,772 0,531 0,683
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Betania Na 5 12 12 8 6 12 6 8,714
(N=29) Ho 0,000 0,243 0,643 0,333 0,208 0,536 0,000 0,271
He 0,571 0,879 0,865 0,785 0,747 0,878 0,717 0,804
F 1,000 0,837 0257 0575 0,721 0,390 1,000 0,683
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Saldafia Na 6 13 10 9 9 16 9 10,29
(N=43) Ho 0,000 0,122 0,116 0,023 0,140 0,18 0,186 0,11
He 0,812 0,888 0,777 0,785 0,794 0,913 0,832 0,847
F 1,000 0863 0850 0970 0,824 0,796 0,776 0,869
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Tabla 3.Estimacion del indice de Fst entre pares de localidades de P. magdalenae de las cinco

localidades muestreadas, usando siete loci de microsatélites.

Poblacion  Boyaca Dorada Neiva Betania Saldafa
Boyaca 0,641+-0,015 0,000+-0,000 0,000+-0,000 0,000+-0,000
Dorada 0,007 0 0,000+-0,000 0,000+-0,000 0,000+-0,000

Neiva 0,074 0,072 0 0,000+-0,000 0,000+-0,000
Betania 0,085 0,091 0,078 0 0,000+-0,000
Saldafa 0,093 0,094 0,078 0,091 0

Debido a que todas las localidades presentaron desviaciones en el equilibrio de Hardy-

Weinberg, se realiz6 la prueba no paramétrica andloga a Fst: PhiPT para estimar la

diferenciacion genética entre las localidades. La prueba mostro que entre las localidades de

Boyacéa-La Dorada y Neiva—La Dorada, se registraron los valores mas bajos para este indice,

indicando una baja diferenciacion entre estas localidades. En los demas analisis pareados

entre localidades, se encontré una moderada diferenciacion genética como se observa en la

Tabla 4. Cabe resaltar, que la represa de Betania registra los valores mas altos para este

indice.

Tabla 4. Estimacion del indice de PhiPT entre pares de individuos de P. magdalenae de los

cinco sitios muestreados, usando siete loci de microsatélites.

Poblacion Boyaca Dorada Neiva Betania Saldafia
Boyaca 0

Dorada 0,010 0

Neiva 0,051 0,047 0

Betania 0,056 0,057 0,059 0

Saldafia 0,054 0,053 0,054 0,061 0
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El Andlisis Molecular de Varianza el cual consistio en la agrupacion de las localidades
muestreadas en diferentes niveles o escalas jerarquicas, mostré que al tomar a todas las
localidades muestreadas como un solo grupo, se registro un valor Fst de 0,065 que indica una
moderada diferenciacion segun la escala de Wright. Aproximadamente el 6,6 % de la
diversidad detectada por los microsatélites esta distribuida entre las poblaciones, mientras
que cerca de 93,41 % esta distribuido dentro de las poblaciones como se muestra en la Tabla
5.

El segundo agrupamiento, tuvo como objetivo evaluar el efecto de los tributarios del rio
Magdalena sobre la distribucion de la variacion genética de la poblacion. En este segundo
grupo, se elimind al rio Saldafia del analisis, encontrando un valor de Fst de 0,031, indicando
la inexistencia de diferenciacion genética entre las localidades consideradas. El tercer
agrupamiento, tuvo por objetivo evaluar si la construccién de la barrera habia causado un
efecto sobre el acervo genético de la poblacion. Lo anterior mostré un valor bajo en el indice
de Fst (0,017) como lo indica la tabla 5.

Tabla 5. Analisis molecular de varianza (AMOVA) en las localidades de P. magdalenae.

%Entre %Dentro de
Muestra p-valor  Fst
grupos los grupos
Todas las localidades como
6,60 93,41 <0,001 0,065
un solo grupo
Un solo grupo sin
) _ 3,20 96,81 <0,001 0,031
tributarios (rio Saldafia)
Cauce principal y represa
P PaLYTER 1,77 98,23 <0,001 0,017

Betania como dos grupos
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Sin embargo, el Analisis Molecular de Variancia (AMOVA) vy los indices Fst y PhiPT,
requieren de una definicion a priori de las subpoblaciones o localidades muestreadas, y ese
agrupamiento puede no corresponder a verdaderos grupos bioldgicos. Por lo tanto, para
verificar la veracidad de la diferenciacion encontrada, se realizé un analisis bayesiano en el
programa Structure, el cual identifico la presencia de tres poblaciones que coexisten en la

cuenca del rio Magdalena como se observan en la Figura 3.

La mayor parte de los individuos de las localidades de Boyaca y La Dorada se asignaron al
primer cluster (Verde), mientras que en el caso de Neiva y Betania, la mayoria de los
individuos se asignaron al segundo clister (Rojo). Finalmente, se identifico a la mayoria de
los individuos presentes en el rio Saldafia como una poblacién asignada al tercer cluster
(Azul).

1,00 e
0.80
0.60
0.40
0.20
0,00 52

Bovaca Dorada Saldafia Neiva Betania
Figura 3. Analisis bayesiano de las poblaciones de Prochilodus magdalenae en las cinco

localidades analizadas.

Un analisis molecular de varianza AMOVA adicional se realiz6 teniendo en cuenta la
agrupacion de los individuos por claster, indistintamente de la localidad de origen para
corroborar los resultados del analisis bayesiano obtenido en el programa STRUCTURE. Los
resultados mostrados en la Tabla 6 indican una moderada diferenciacion para el estadistico
Fst de 0,08 con un alto nivel de significancia.
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Tabla 6. Analisis Molecular de Varianza adicional para los individuos agrupados por cluster.

Porcentaje de o-valor  Fst

Variacion
Entre poblaciones 8,86
Entre individuos dentro de 69.76
las poblaciones ' <0,001 0,08
Dentro de los individuos 21,37
6. DISCUSION

6.1 Diversidad genética

La creciente demanda sobre el recurso energético en Colombia, ha generado la necesidad de
fortalecer el campo hidroeléctrico con la construccidn de represas, que afectan la ictiofauna
del rio Magdalena. Factores como el cambio en la oferta de alimento, aumento de especies
invasoras o reduccién de poblaciones con algun interés pesquero, se han documentado en

Colombia por efecto de la construccién de represas (Jiménez-Segura et al., 2014).

Mojica etal. (2012) muestran la evolucion histérica de las capturas totales de P. magdalenae
en el rio Magdalena, donde se observa la disminucién gradual que han venido sufriendo las
poblaciones de la especie; coincidiendo ademas con la construccion de la represa de Betania
en 1987. No obstante, no se descartan otros factores antropogénicos mas visibles sobre el
recurso pesquero como lo es la sobrepesca o contaminacion del agua (Jiménez-Segura et al.,
2014; Martinez-Silva, 2015).
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Estos efectos no s6lo son observables a nivel ecosistemico (Agostinho et al., 1993). Al igual
que en otras especies, a nivel molecular se ha demostrado que el represamiento de los rios
influye en la baja diversidad genética de las especies. Tal es el caso reportado por Carvalho-
Costa et al. (2008) y Rueda et al. (2011) para las especies Prochilodus costatus y Prochilodus
lineatus en el rio Sao Francisco (Brasil), donde reportan valores de diversidad por debajo de
0,5. Los datos registrados por estos autores muestran que entre los indices de He y Ho no
exhiben una diferencia mayor a 0,2 en P. costatus y P. lineatus, mientras que los datos de
Orozco y Narvéez (2014) y Guevara (2015) para P. magdalenae en la cuenca del Magdalena
y Catatumbo respectivamente, muestran una diferencia entre estos indices que supera los 0,5,

coincidiendo de esta manera con los datos obtenidos en el presente estudio (Tabla 7).

En términos comparativos, no existen muchos trabajos que utilicen marcadores
microsatélites para evaluar las caracteristicas genéticas de las poblaciones de peces
migratorios en Suramérica (Olivera et al., 2009). Sin embargo, los valores de variabilidad
geneética registrados para P. magdalenae, no son comparables a los observados para sus
congeéneres, asi como también para otras especies de importancia comercial que realizan
largas migraciones, ya que los niveles de heterocigosidad observada (Ho) para la poblacién

de bocachico esta entre los valores mas bajos registrados para todo el grupo (Tabla 7).
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Tabla 7. Anélisis comparativo de los indices de variabilidad genética obtenido a partir
marcadores moleculares microsatélites en algunas especies de peces migratorios presentes
en rios suramericanos. Donde Ra; Riqueza alelica, Ho; Variabilidad observada y He;

Variabilida esperada.

N°
Especie Rio Locus Ra Ho He Autor
Prochilodus costatus Sao Francisco 6 7,6 0,45 0,66 Carvalho-Costa et al., 2008

Prochilodus costatus Sao Francisco 10 9,05 0,55 0,64 Silva, 2011
Prochilodus argenteus Sao Francisco 4 0,05-0,647 0,05-0,91 Hatanaka et al., 2006
Prochilodus argenteus Sao Francisco 8 0,56 0,6 Galzarani, 2007
Prochilodus costatus Sao Francisco 0,78 Barroca et al., 2012a
Prochilodus argenteus Sao Francisco 0,81 Barroca et al., 2012b
Brycon hilarii Miranda 7 8,1 0,57 0,67 Sanches, 2007
Pseudoplatystoma corruscans  Sao Francisco 6 0,6981 0,73 Dantas, 2010
Prochilodus magdalenae Sind 7 0,273 0,854 Santacruz, 2003
Prochilodus magdalenae Magdalena 7 11,5 0,276 0,878 Orozco y Narvéez, 2014
Prochilodus magdalenae Catatumbo 7 0,23 0,84 Guevara, 2015
Prochilodus magdalenae Magdalena 7 0,21 0,83 Este estudio

Cabe resaltar que en el estudio realizado por Orozco y Narvaez (2014), existen localidades
que se encuentran distantes de la represa de Betania, por ende no se tiene clara certeza que la
baja variabildad sea Unicamente por causa de la fragmentacion del ecosistema. Sin embargo,
no se descarta que los efectos localizados de represas como Hidrosogamoso u otras mas
pequefas que se encuentran en el rio Magdalena, estén influyendo en la baja variabilidad en
esta poblacion. Adicionalmente es importante identificar si estas poblaciones han
experimentado una reduccion drastica en su tamafio, ya que esta reduccion puede acelerar la
perdida de variabilidad genética y fijacion moderada de alelos deletéreos, asi como también
reducir su potencial evolutivo aumentando la probabilidad de extincién de la misma (Luikart
y Cornuet, 1998; Vrijenhoek, 1998).
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Fueron registrados desvios en el HW para todos los loci analizados, presentando un déficit
significativo de heterocigotos conforme a lo demostrado con las pruebas realizadas.
Adicionalmente, este desvio se puede comprobar debido a los valores positivos registrados
para el indice de fijacion (F). En estudios realizados con poblaciones de peces, es comun
encontrar este tipo de comportamiento (Carvalho-Costa et al., 2008; Hatanaka et al., 2006;
Sanches, 2007; Silva, 2011). Estos autores, sugieren que la posible deficiencia de
heterocigotos en una poblacion puede ser generada por: Errores de muestreo (subestimacion
de alelos); Problemas técnicos como la presencia de alelos nulos, sttuttering o drop-out de
alelos o Efecto Whalund (exceso de homocigotos por solapamiento de poblaciones);
Seleccion de alelos (Garcia De Ledn et al., 1997; Pereira et al., 2009, Xu et al., 2001).

El efecto Whalund, implica la existencia de mas de una poblacién en cada una de las
localidades muestreadas. Con la ayuda de procedimientos bayesianos, en el presente estudio
se pudo identificar la presencia de mas de una poblacion en cada localidad de muestreo,
corroborando asi la existencia de efecto Whalund en las poblaciones del bocachico. Este
resultado concuerda con lo reportado por Orozco y Narvéez, (2014). Sin embargo, determinar
especificamente cual es la causa responsable del déficit de heterocigotos en una poblacion
no es una tarea facil, pues se hace mas complejo aun identificar como y cuales son las
interacciones de las poblaciones en medio natural. Debido a lo anterior, el déficit de
heterocigotos no puede ser explicado solo con una hipétesis, pues la interacciéon de los
diferentes factores antes mencionados pueden estar contribuyendo a este resultado (Sanches,
2007).

No obstante, los resultados obtenidos pueden estar relacionados con el comportamiento
migratorio de P. magdalenae durante el afio (Atencio, 2001; Cortés, 2003; Jiménez-Segura
et al., 2010; Mojica et al.,2012), debido a que factores intrinsecos a las poblaciones también
pueden contribuir a dicha perdida de variabilidad. Un ejemplo de ello es la reduccion en el

tamafio de la poblacion debido a la sobrepesca, siendo mas suceptibles durante la fase de
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migracion reproductiva (Jimenez-Segura et al., 2014). Lo anterior conlleva a la perdida en la
poblacion de individuos portadores de variabilidad genética adaptativa (alelos) vy
disminuyendo su potencial evolutivo. Otro factor importante a considerar, son los
repoblamientos mal direccionados a partir de stocks provenientes de granjas piscicolas que

posiblemente pueden incrementar la homocigosis en medio natural.

Este hecho fue evidenciado a traves de procedimeintos bayesianos en la represa de Betania,
mostrando una homogeneidad genética de la poblacion alli establecida. Asimismo se resalta
la relacion genética entre las localidades de Neiva y Betania, lo que indica un flujo genético
entre las mismas a pesar de la existencia de la barrrera. Esto se relaciona principalmente con
el transporte manual de individuos y los programas de repoblamiento que se realizan en la
represa de Betania (Fundacién Humedales, 2008). Lo anterior, puede ser un factor
determinante en la baja variabilidad reportada en estos sectores dado que se desconoce el
manejo de los alevines y los reproductores de bocachico que se estan liberando dentro de la

represa (Guevara, 2015).

Otro factor no menos importante, es la fragmentacion de héabitat debido al relleno de las
ciénagas en las cuales la especie las utiliza como sitio de alimentacion y crianza, construccion
de embalses y represas como el caso de Betania la cual fragmenta el acervo genético de la
poblacion. En consecuencia, la fragmentacion y/o obstruccién de las rutas de migracion,
altera la estructura y diversidad genética de esta especie, reflejandose tanto en los valores de
variabilidad obtenidos en el presente estudio, asi como tambien en otros modelos biologicos
que presentan el mismo patron migratorio cuyos cauces han sido sujetos a la construccion de
represas (Carvalho-Costa et al. 2008; Rueda et al. 2011; Sanches et al. 2012; Orozco y
Narvéez, 2014; Guevara, 2015) (Tabla 7).

Ahora bien, el modelo reproductivo del bocachico es dependiente de los ciclos hidrolégicos

del rio en que habita; y en el Magdalena, se reconocen dos picos migratorios donde participan
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activamente los individuos de esta especie (Jiménez-Segura et al., 2010). Sin embargo, es
posible que el represamiento de las aguas en esta parte del rio afecte otras especies que tengan
el mismo comportamiento migratorio del bocachico, lo que podria evidenciar una baja
diversidad genética en otras especies asociadas a esta cuenca (Carvalho-Costa et al., 2008).
Cabe resaltar, que el agua represada en el sistema puede tomar comportamientos de tipo
léntico, aumentando asi las concentraciones de la materia organica y de esta manera
acelerando los cambios estructurales en la comunidad ictioldgica asociada (Agostinho et al.,
2008; Martinez-Silva, 2015). Sin embargo, a pesar de los diferentes efectos negativos que
inciden sobre las poblaciones del bocachico en esta cuenca, su comportamiento bimodal de
migracion le ha permitido mantener valores altos en el He (Orozco y Narvéez, 2014).

Los microsatélites permitieron demostrar el estado de vulnerabilidad en que se encuentra la
especie, dada la baja diversidad genética que exhibe su poblacion. No se descarta la
posibilidad de que esta baja diversidad sea resultado de la presencia de alelos nulos y otros
artefactos ténicos y no por una causa biologica, lo anterior es importante ya que muestra la
posibilidad de que estas poblaciones estén expuestas a que cualquier factor ambiental pueda
propiciar su extincion (Kopas y Puentes, 2009). Un claro ejemplo de esto son las especies
conocidas como la Dorada (Brycon moorei), el Bagre Rayado (Pseudoplatystoma
magdaleniatum Buitrago-Suarez y Burr, 2007) y la Picuda (Salminus affinis Steindachner
1880) endémicas del Magdalena, cuyas poblaciones aguas arriba de la represa de Betania ya
han desaparecido en su totalidad (Rodriguez, 2015).

6.2 Estructura genética y diferenciacion poblacional

Segun Laikre et al., 2005, los valores de variacion genética de diferentes poblaciones reflejan
la variabilidad genética total de una especie. Esta variacion es vital, ya que permite la accién
de los diferentes mecanismos adaptativos frente a los retos impuestos por el ambiente. Sin

embargo, hay que resaltar que la distribucidn de la variacion genética dentro de una poblacion
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no es homogeénea, estructurandose en grupos de individuos similares genéticamente (Laikre
etal., 2005). Lo anterior, es de suma importancia durante la aplicacién de métodos genéticos
para el manejo pesquero, ya que si una especie posee poblaciones diferenciadas, el manejo
debera ser ejercido de forma separada (Waples et al., 2008). Pues se estaria frente a diferentes

unidades de manejo.

Los valores observados para el indice Fst global mostr6 que existe una moderada
diferenciacion genética en el area considerada (Fst= 0.065), destacando la diferenciacién
existente entre la represa de Betania y todas las localidades consideradas en los andlisis. El
resultado proporcionado por el Anélisis Molecular de Varianza (AMOVA), indico que existe
una estructuracion en la poblacion de Prochilodus magdalenae en diferentes escalas
geogréficas en las cuales se distribuye esta especie. Esta diferenciacion, puede estar
relacionada con diferentes factores entre los que podemos encontrar principalmente la
fragmentacion que genera la represa en la cuenca (Pelicice et al., 2014) y al efecto de los rios
tributarios de la cuenca del Magdalena, como sitios alternos para llevar a cabo el evento
reproductivo. Autores como Carvalho-Costa et al. (2008), evidencia a través del uso de
microsatélites, que no hay sub-estructuracion en la poblacion de P. costatus aguas abajo de
la represa Tres Marias ubicada en el rio Sao Francisco en Brasil. Sin embargo, Barroca et al.
(2012a) muestran que hay una marcada sub-estructuracion en la poblacién de esta especie
cuando se tienen en cuenta los individuos ubicados aguas arriba y abajo de la represa
Gafanhoto, en el rio Para. Lo anterior demuestra que los peces que se encuentran aguas abajo
de la represa, tienden a diferenciarse de los que se encuentran aguas arriba por falta de un
flujo génico. Esto permite corroborar un efecto negativo de la construccion de represas sobre
las especies de peces migratorios, por lo que se deben generar programas mas efectivos que

mitiguen estas problematicas.

Es asi como en el presente estudio, se muestra que la represa Betania ubicada en el rio

Magdalena, genera una estructuracion de la poblacion de P. magdalenae debido a la
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incapacidad de los individuos para superar esta barrera y a la falta de estrategias que permitan
la movilizacion de los individuos a traves de la estructura (Carvalho-Costa et al., 2008). Sin
embargo, a pesar de lo anterior, los resultados aportados por el analisis bayesiano permitio
observar la similitud existente entre la represa de Betania y Neiva, haciendo parte de lamisma
poblacion (cluster Rojo; Figura 3). Lo anterior puede ser explicado bajo dos diferentes
hipédtesis: 1) Es probable que esta relacion este determinada por eventos reproductivos que
ocurren aguas arriba de la represa de Betania (Jiménez-Segura et al., 2014) y eventualmente
logren atravesar la represa evidenciado un flujo unidireccional de individuos (Pelicice et al.,
2014).

Sin embargo, es importante puntualizar que las nuevas condiciones hidrodindmicas de la
represa, en donde los cambios fisicoquimicos y de la estructura de la comunidad favorecen
el incremento de los depredadores en el sistema. Lo anteriormente mencionado estara
determinando la veracidad esta hipétesis (Agostinho et al., 2001). Sin embargo, autores como
Pelicice et al. (2014), han logrado demostrar este hecho en otras cuencas en Suramérica. No
obstante, es importante resaltar la baja frecuencia de la informacion genética de esta
poblacion (Cluster Rojo) en la cuenca del rio Magdalena. Posteriores estudios podran
esclarecer este hecho. 2) Uno de los mecanismos utilizados para disminuir los impactos
generados por las represas han sido los programas de repoblamiento de peces, donde
cuidadosamente son transportados especimenes de importancia pesquera aguas arriba de la
represa (Fundacion Humedales, 2008). Dentro de estos especimenes esté el bocachico, los
cuales son provenientes de estaciones piscicolas cuyos reproductores son capturados en
inmediaciones de la represa de Betania (antes de la represa) y liberados aguas arriba en la
misma Carrillo-Avila et al., (2014) Com. Per. El manejo inadecuado a los individuos que se
incluyen en los programas de repoblamiento contribuyen de esta manera a la homogenizacion
del acervo génico de una poblacion (Guevara, 2015). Debido a lo anterior, en estas
localidades comparten mucha informacién genética, que no esta determinada por

mecanismos migratorios naturales.
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Ahora bien, Sanches et al. (2012) en un estudio realizado en la represa Tres Marias en Brasil,
encuentran que en la especie Brycon orthotenia, existe diferenciacion genética obteniendo
un estimado de dos poblaciones. Estos mismos autores, reportan que para la especie P.
argenteus se obtuvo un estimado de una poblacion no diferenciada genéticamente. En
contraste, Barroca et al. (2012) en un estudio realizado en esta misma represa, si encuentran
diferenciacion genética en P. argenteus, mostrando congruencia con los resultados obtenidos

en el presente estudio.

Adicionalmente, Orozco y Narvaez (2014) y Guevara (2015), encuentran que existe una
moderada diferenciacion genética para las especies de P. magdalenae y P. reticulatus
(sinbnimo de P. magdalenae) respectivamente. Esto sugiere la coexistencia de las
poblaciones de Bocachico en la cuenca del rio Magdalena (Orozco y Narvéez, 2014). Dicha
coexistencia, es mantenida por los dos picos reproductivos del bocachico, la cual sugiere que
una gran parte de la poblacion migra durante el primer pico reproductivo y en el segundo
migran aquellos que no lo hicieron en el primero (Jiménez-Segura et al., 2010; Orozco y
Narvaez, 2014). Por tanto Orozco y Narvéez (2014) consideran que esta estructuracion, es
mantenida por eventos de “ondas reproductivas”, donde estos grupos geneticamente
diferenciados desovan en los mismos lugares en tiempos diferentes (Jorgensen et al., 2005).
Se cree gue este patron reproductivo es comdn en muchas otras especies dentro de las cuencas
(Lépez-Casas et al., 2016).

Es importante resaltar la homogeneidad genética existente en el rio Saldafia, que resulta muy
diferente de las otras localidades. Lo anterior puede ser evidencia de la afinidad que pueden
tener los individuos a regresar a sitios particulares de la cuenca y realizar asi su proceso
reproductivo. Esta tendencia, ha sido reportada en otras especies tropicales que realizan
largas migraciones como el bocachico (Pereira et al., 2009; Guevara, 2015). Este tipo de

comportamiento se ha observado también en P. argenteus usando herramientas como la
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radio-telemetria (Godinho y Kynard, 2006), aunque éste no es exclusivo de peces

dulceacuicolas, ya que también se ha documentado es especies marinas (Keeney et al., 2005).

7. CONCLUSION

La construccion de las represas en los sistemas hidrograficos del pais, generan barreras

ecologicas que no estan debidamente reguladas. Es necesaria la implementacién de

tecnologias que mitiguen dichas problematicas. Sin embargo, las que existen actualmente en

el mundo, no estan consideradas como efectivas y el transporte manual de los individuos no

resulta ser el mas adecuado.

A pesar que los microsatélites utilizados no son especificos para Prochilodus
magdalenae, estos fueron eficaces para identificar los niveles de variabilidad
genética, evidenciando que esta variabilidad no es comparable con los niveles
estimados para otras especies, resaltando el estado critico de la poblacion presente en

el area muestreada.

Fue posible la identificacion de por lo menos tres poblaciones genéticas de
Prochilodus magdalenae, donde se considera que la represa de Betania genera
condiciones de fragmentacion en las poblacion de P. magdalenae contribuyendo de
esta manera, en conjunto con otros factores, a la baja diversidad genética que

comprende la especie.

Los individuos recolectados en la represa de Betania y en la cuenca del rio Saldafia
presentaron una alta homogeneidad genética, convirtiéndolos en representantes de

una sola unidad reproductiva.
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e Finalmente, se considera que los estimulos para realizar el proceso migratorio podrian
estar viendose alterados como uno de los principales efectos de la construccion de la

represa en las poblaciones aguas arriba.
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9. ANEXOS

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE LA ALETA CAUDAL

1. En un tubo ependorf de 1.5ul previamente esterilizado adicionar aproximadamente 0.1-

0.5cm2 de aleta caudal.

2. Adicionar 300ul de solucién lisis y 1ul de proteinasa K.

3. Incubar a 65°C por lo menos durante 1 hora.

4. Agitar el tubo con bortex durante 5 minutos.

5. Adicionar 300ul de NaCl [5M] y agitar vigorosamente con el bortex durante 10 segundos.

6. Centrifugar a 15.000 rpm. durante 15 minutos con el proposito de separar el ADN de las

proteinas y otros residuos.

7. Transferir 450l del sobrenadante obtenido a un tubo nuevo previamente esterilizado. Esta
solucion contendrd el ADN extraido, el otro tubo con los residuos de proteinas sera

descartado.

8. Adicionar 600ul de alcohol etilico absoluto y agitar por inversion 30-40 veces.
9. Incubar por lo menos durante 1 hora a -20°C.

10. Centrifugar a 14.000 rpm. durante 10 minutos para la precipitacion del ADN.

11. Retirar el alcohol etilico absoluto cuidadosamente sin agitar el tubo. Este paso puede

hacerse por decantacion o con la ayuda de una micropipeta.

12. Adicionar 500ul de alcohol etilico al 70% para limpiar el ADN precipitado y centrifugar

a 10.000 rpm. durante 2 minutos para ayudar a limpiar bien el tubo.

13. Retirar el alcohol etilico al 70% cuidadosamente. Este paso puede hacerse por

decantacion o con la ayuda de una micropipeta.
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14. Dejar secar el tubo completamente.
15. Agregar 45ul de solucion TE buffer para resuspender el ADN.
16. Adicionar 1pl de RNAsa e incubar a 37°C durante 30 minutos.

17. Almacenar el ADN extraido a una temperatura de -20°C.
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