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RESUMEN

Debido a la gran cantidad de modificaciones ambientales que ha sufrido el rio
Magdalena y a la sobrepesca, las poblaciones de Bocachico (Prochilodus
magdalenae) han mostrado una disminuciéon considerable en su tamafo. Para
evitar la extincion de esta especie, las autoridades ambientales de Colombia con
ayuda de centros piscicolas vienen implementando varios programas para repoblar
la cuenca del Magdalena con semillas de bocachico. Sin embargo, la
implementacion de estos programas, viene dandose de manera arbitraria y sin
ningun soporte cientifico que las respalde. Estos repoblamientos pueden estar
agilizando la extincion de la especie, puesto que las larvas utilizadas pueden
presentar problemas de variabilidad genética, debido al mal manejo de los
reproductores en los centros piscicolas. El objetivo de esta investigacion fue
analizar la diversidad genética de lotes de bocachico utilizados en programas de
repoblamiento, mediante marcadores moleculares microsatélites. Se utilizaron 60
reproductores provenientes de dos estaciones piscicolas ubicadas en los
departamentos de Magdalena (SENA) y Atlantico (Repelén). Los siete
microsatélites utilizados fueron polimérficos, suministrando entre 10 y 35 alelos por
locus. La diferenciacidn genética moderada entre las dos estaciones no fue
significativa (Fst=0.0104; p>0.05). La diversidad genética observada para los lotes
estudiados fue muy baja (SENA Ho< 0.1; Repelon Ho< 0.13); y el grado de
endogamia en general mostré valores altos (Fis>0.8). Es probable que estos
resultados observados sean producto de cuatro factores: (i) manejo inadecuado de
los reproductores por efecto de seleccién artificial; (ii) efecto fundador, debido al
tamarfio de la poblacién inicial de reproductores; (iii) el origen de los reproductores
sea el mismo; (iv) que la poblacion de reproductores en los dos centros reflejen la
condicién actual de la poblacién natural. Se discute la necesidad de introducir el
criterio genético para mejorar las condiciones genéticas de los reproductores de
bocachico utilizados para el repoblamiento en Colombia que permita garantizar la
conservacion de la especie.
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1.

PRESENTACION.

Segun la CCI (2007), la disminucién de las poblaciones de bocachico en las
cuencas de los rios Magdalena, Sinu y Atrato es notable. Las capturas han
disminuido de manera significativa entre los afios 2002 y 2006 (20%). Esta
disminucion es el resultado de factores antropogénicos que han alterado durante
varias décadas su habitat natural y su tasa de renovacion poblacional. Aunque se
han implementado medidas pesqueras para mitigar el impacto, se vienen poniendo
en marcha medidas para restaurar las poblaciones nativas a través del
repoblamiento; sin embargo, esta medida mitigante se ha estado ejecutado sin
previa investigacion cientifica que soporte su efectividad en la conservacion de las
especies. Por el contrario, el repoblamiento como herramienta de conservacion,
puede estar causando una pérdida significativa de la informacién genética del
bocachico, y esto podria acelerar el proceso de extinciéon de la especie. Por esta
razon, se decidié utilizar marcadores moleculares (microsatélites) para evaluar el
estado genético de los reproductores utilizados en la mayoria de los

repoblamientos en la cuenca baja del rio Magdalena.



2,

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La disponibilidad del recurso Bocachico (Prochilodus magdalenae) ha ido
disminuyendo en la cuencas hidricas de Colombia, debido a la pesca sin control, la
contaminacién masiva de las fuentes hidricas y la deforestacion, a tal punto de ser
considerada una especie en peligro critico de extincion (Mojica et al, 2002). Tal y
como lo muestra CCI (2007), reportando una disminucién aproximada del 20% en

las capturas realizadas entre 1992 y 2007.

Actualmente en Colombia, al igual que en muchos paises, las autoridades
ambientales intentan mitigar el impacto producido por este tipo de perturbaciones,
para lo cual se han propuesto el uso de medidas tales como: las vedas, tallas
reglamentarias de captura, mejora y prohibicion de artes de pesca y los
repoblamientos. El repoblamiento es una de las estrategias mas usadas para la
rehabilitacion pesquera, aunque involucra riesgos relativos en la eficiencia del
programa en cuanto a sus resultados en la preservacion del pool genético (Hickley,
1994).

El problema de los planes de repoblamiento, es que estos se realizan en su mayoria
de manera arbitraria y sin fundamentos ecologicos y genéticos que los respalden

(Agostinho et al., 2005). Los centros piscicolas encargados de producir semillas

para repoblar las cuencas en las que se ha visto una notable reduccién en el '

tamano de las poblaciones de bocachico (Prochilodus magdalenae), realizan en su
mayoria los cruces reproductivos utilizando organismos seleccionados por sus
caracteristicas fisicas (tamafo, coloracién, etc.) y no por su informacion genética,
los cuales no desarrollaran poblaciones autosostenibles a largo plazo. Esto genera
pocos beneficios para la conservacion de las poblaciones repobladas, ya que este
tipo de seleccién puede generar una pérdida en la variabilidad genética en sistemas
de reproductores utilizados con fines de fomento (Narvaez, 2006) y para
repoblamiento (Moreira et al., 2003; Wasko ef al., 2004; Porta., 2006). Es asi que

para el caso del bocachico, Santacruz (2003) determiné que las estaciones
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piscicolas que proveen de semilla al programa de repoblamiento en el rio Sinu
presentaron variabilidad genética baja. Esto puede ser un patrén comun en la
mayoria de las estaciones o centros piscicolas que comercializan semilla de

bocachico para repoblamiento y es necesario investigarlo para corregirlo.

Los principales motivos de la reduccién de la variabilidad genética de lotes de peces
en cautiverio se atribuyen a: la utilizacion de pocos reproductores (Wasko et al.,
2004), el cruzamiento entre reproductores emparentados genéticamente
(endogamia) (Moreira, 2003; Povh et al., 2006) y la seleccién casual de los peces
para la reproduccién (Povh ef al., 2006; Frost et al., 2006).

Siendo conscientes de los impactos negativos que se ciernen sobre los ambientes
acuaticos, las medidas tomadas por las autoridades ambientales para la
conservacion y recuperacion de los mismos, deben llevar implicito un fuerte
conocimiento acerca del componente genético tanto de los reproductores utilizados
para los repoblamientos, como el de cada poblacion que habita dichos ambientes.
Por eso la correcta seleccion del grupo de reproductores de bocachicos que sean
utilizados para propésitos de conservacion y repoblamientos, es de suma
importancia (Wasko et al., 2004). El riesgo de usar animales con poca informacion
genética para la conformacion de un lote de reproductores para repoblamiento, es
introducir informacién genética que no necesita la poblacion receptora, pues
empeoraria la condicion natural de la poblacion, llevandola a que se aceleren los
procesos de extincion. Para el caso del bocachico de la cuenca del rio Magdalena,
se sabe que las autoridades ambientales y los entes territoriales desarrollan
anualmente programas de repoblamientos en la parte media y baja.
Lamentablemente no se conoce el estado genético de los lotes de reproductores de
las estaciones que participan en la comercializacion de la semilla y por lo tanto, es
necesario que se inviertan esfuerzos para determinarlo.

La pregunta que surge para el desarrollo de la investigacion es la siguiente:
¢Cual es la estructura genética de los lotes de reproductores de bocachico en los
centros piscicolas SENA (Magdalena) y Repelén (Atlantico) empleados en la

produccion de semilla para repoblamiento?.
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3.

ANTECEDENTES.

Alrededor del 20% de los peces de de aguas continentales en todo el mundo estan
extintos o en peligro de extincién (Agencia Estadual de Noticias, 2007), debido a
esto se estan implementando herramientas que sirvan para la conservacion de las
especies amenazadas. Segun Lopera et al (2008), los programas de repoblamiento
son herramientas altamente efectivas para la conservacion y recuperacion de estas
especies. No obstante, estos programas pueden convertirse en un problema de
mayor magnitud para los ecosistemas, si no se cuenta con un apoyo cientifico para
su correcto desarrollo (Agostinho et al., 2005). La pérdida de la variabilidad genética
de una especie puede promover una mayor sensibilidad a las variaciones
ambientales lo que posiblemente pueda terminar en la extincion de una especie
(Guttman y Berg, 1998; Lopera-Barrero et al., 2006; Oliveira et al., 2002). Ademas la
conservacién de la variabilidad genética puede mantener en optimas condiciones el
crecimiento y la reproduccién efectiva de los sistemas de reproductores (Porta et al.,
2006). Existen estudios como los realizados por Neville ef al. (2007), Porta et al.
(20086) y Saura et al. (2006), donde se encontré una similaridad en la diversidad
genética de poblaciones nativas cuando las compararon con poblaciones en
cautiverio de Oncorhynchus tshawytscha, Salmo salar y Solea senegalensis,

respectivamente.

Para iniciar cualquier cultivo de peces con miras a la conservacion de la
biodiversidad utilizando como medida de mitigacion el repoblamiento de rios, se
recomienda conformar bancos de reproductores a partir de un lote fundador con
altos niveles de variabilidad genética, mantener el mayor tamafo efectivo de la
poblaciéon por cada generacion de cultivo, ademas de cruzar siempre individuos no
emparentados (Allendorf y Ryman., 1987. En: Borell, 2006); adicionalmente, los
peces usados en el sistema de parentales deberan estar relacionados

genéticamente con los del medio natural (Santacruz, 2005; Lopera et al., 2008).
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Wasko et al., (2004) encontraron que el empleo de apenas seis a ocho
reproductores por generacion y el cruzamiento entre individuos emparentados,
fueron los responsables de una disminucion de la variabilidad genética de los lotes
de reproductores de Brycon cephalus del Centro Nacional de Pesquisa de Peces
Tropicales (CEPTA) en relacién a una poblacion nativa del rio Amazonas. Asimismo,
cuando Porta et al. (2006) estudiaron a Solea senegalensis constataron una gran
reduccion de la variabilidad genética de los reproductores de la primera generacién
con respecto a dos generaciones posteriores, en relacién con el nimero de alelos
microsatélites (aproximadamente 50%); demostrando que el éxito en lotes de
reproductores con fines de repoblamiento esta intimamente relacionando los
procesos de seleccion de los individuos en el medio natural y los cruces previamente
establecidos. Frost et al. (2006), examinando el efecto de las practicas de cultivo en
la diversidad genética de Lates calcarifer, encontraron que la selecciéon por tamafo
para reducir el canibalismo proporcion6 una reduccién de la variabilidad genética.
Ademas hubo una alteracion en la composicién de las familias, inclusive con algunos
machos dejando de contribuir con la progenie. En Colombia, el primer reporte de
estudios de variabilidad genética de bocachicos mantenidos en cautiverio fue
realizado por Santacruz (2003), quien logré demostrar que los lotes de reproductores
de cuatro centros piscicolas del departamento Cérdoba, presentaban una pérdida
importante de la variabilidad genética.
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4,

MARCO TEORICO.
4.1. ASPECTOS GENERALES DE LA ESPECIE.
4.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE (Prochilodus magdalenae).

Esta especie se encuentra ubicada dentro del superorden Ostariophysi, pertenece

al orden Characiformes y a la familia Prochilodontidae.

Figura 1. Prochilodus magdalenae

Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Superclase: Gnatostomata

Clase: Actinopterygii

Division: Teleostei

Superorden: Ostariophysi

Orden: Characiformes

Familia: Prochilodontidae

Género: Prochilodus Agassiz, 1829

Especie: Prochilodus magdalenae Steindachner, 1878

4.1.2. MORFOLOGIA Y ANATOMIA DE P. magdalenae.

El bocachico (Prochilodus magdalenae) es un pez de talla mediana que alcanza a
crecer hasta los 50 cm. posee cabeza roma, ojos grandes, cuerpo alargado y
comprimido lateralmente. . Presenta una boca prominente, carnosa y pequefia, su
espina predorsal es punzante (Mojica y Alvarez-Leon, 2002). Su coloracion es gris
iridiscente en el dorso y plateada en la seccion lateral con bandas transversales

oscuras.
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4.1.3. BIOLOGIA BASICA DE P. magdalenae.

Este pez endémico de Colombia habita cuerpos de agua lénticos en la parte media
y baja de los rios. En estos cuerpos de agua se alimenta y desarrolla debido a que
el aumento en caudal de los rios (septiembre-diciembre) promueve el
enriquecimiento nutritivo de estos ecosistemas, lo que genera un aumento del
detritus, su principal fuente de alimento (Mojica et al., 2002). Cuando el nivel de los
rios empieza su descenso, el bocachico comienza un proceso de migracion hacia
las partes altas de los rios, en donde culmina su ciclo de reproduccion; luego,
ayudado por el incremento de las aguas en los rios desciende para realizar el
desove, permitiendo asi que los alevines de esta especie puedan ingresar a

cuerpos de agua lénticos donde llevaran a cabo su desarrollo (Mojica et al., 2002).

4.1.4. GENETICA DE P. magdalenae.

Sivasundar et al (2001), utilizando ADN mitocondrial (mtADN) de diferentes
especies del género Prochilodus, logré entender la importancia filogenética de esta
especie, ya que se le identificé una posicién basal en el género (el mas primitivo de
todos).

Por otro lado, Silva (2001) determiné por medio de estudios citogenéticos la formula
cromosomica de esta especie, la cual consta de un numero diploide de 54
cromosomas (2n = 54), 20 pares metacentricos y 7 submetacéntricos (20M:7SM).

Con respecto a la estructura genética de sus poblaciones naturales, Santacruz
(2003) utilizo loci de microsatélites para evaluar las poblaciones silvestres de
bocachico del rio Sinu y aquellas cultivadas que se usan en los repoblamientos. Los
marcadores que utilizd fueron utiles para evaluar el impacto genético de los
repoblamientos en esta poblacion, y suministrdé recomendaciones técnicas para
redirigirlos y minimizar el riesgo de disminucién de la variabilidad genética. Sin
embargo, este estudio se adelanté con loci de microsatélites no especificos

(Piaractus mesopotamicus), En los rios Cauca y San Jorge, Lopez et al. (2004) y
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Cuartas y Burbano (2009) respectivamente, realizaron estudios genéticos de las
poblaciones presentes en estos ecosistemas.

A pesar de no contar con loci microsatélites especificos para bocachico, recientes
estudios han suministrado 55 loci caracterizados para otras especies del género: P.
argenteus, P. costatus y P. lineatus (Barbosa et al,. 2006; 2008; Carvalho-Costa et
al., 2006; Yazbeck y Kalapothakis, 2007; Rueda ef al., 2011), de los cuales ocho

propuestos por Rueda et al (2011) para P. lineatus fueron utilizados en este estudio.

4.2. MARCADORES MICROSATELITES
Los organismos eucariotas poseen gran cantidad de ADN repetitivo, clasificado
segun su complejidad y nimero de nucledtidos. Una de estas clasificaciones es la
de los microsatélites (Povh., 2008). Estos consisten en simples secuencias
repetitivas de ADN (SSRs) cuyo ambito de tamafio esta entre 1 y 6 pares de bases
(pb) (Tautz, 1989). Su alto contenido polimérfico los convierte en herramientas
importantes en el estudio de individuos dentro y entre poblaciones, el mapeo
genético y fisico de genomas y para la identificacién y discriminaciéon de genotipos
(Povh, 2008). Los microsatélites son considerados hoy en dia como los marcadores
mas eficientes para revelar altos niveles de variacion alélica lo que permite detectar
diferencias entre poblaciones estrechamente relacionadas (Povh, 2008). Esta es la
razon por la cual son los marcadores mas usados para el manejo de lotes de

reproductores en la acuicultura (Alam e Islam, 2005; Povh, 2008).

4.3. ANALISIS DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE LOTES DE PECES
MANTENIDOS EN CAUTIVERIO.

A la variabilidad genética y a la endogamia de los lotes de reproductores de las
estaciones piscicolas, se les debe hacer un monitoreo permanente para conservar
la capacidad adaptativa de la especie (Saura et al., 2006). Sobre todo cuando las
progenies de estos organismos van a ser introducidas al medio natural con fines de
mejorar la condicion natural de las poblaciones. Shikano y Taneguchi (2002)

encontraron una correlacion negativa entre el crecimiento y la endogamia, en lotes
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de Sander vitreus, lo que indicaria que los organismos con alta endogamia producto
de cruces inapropiados introducidos al medio natural, tendrian pocas oportunidades

de sobrevivir.

La diversidad genética puede evaluarse teniendo en cuenta diversos indices entre
los cuales encontramos: a) el numero de alelos, b) la frecuencia de alelos c) y
genotipos; y d) la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He). Quizas la
manera mas apropiada para calcular la diversidad genética, es por medio del conteo
de la cantidad de organismos heterocigotos, ya que un organismo de esta condicion
cuenta con alelos diferentes, lo que significa variacién genética. No obstante, se
sugiere no conformarse con la heterocigosidad observada, sino realizar el calculo
de la heterocigosidad esperada la cual es una medida mas confiable (Santacruz,
2003).
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5. JUSTIFICACION

Los repoblamientos de bocachico (Prochilodus magdalenae), son una herramienta
creada para mejorar las poblaciones nativas de los impactos provocados por
actividades tales como: la sobrepesca, la contaminacién de los rios, la construccion
de hidroeléctricas y la introduccion de especies invasoras. Sin embargo, esta
herramienta puede acelerar el proceso de extincion de esta especie, dado que por
introducir animales con poca variabilidad genética se puede causar una pérdida
rapida de informaciéon genética de la misma. Por eso, se hace imperativo conocer
las caracteristicas genéticas del bocachico en su condicién natural y las de los
parentales usados en la produccion de semillas de los programas de
repoblamientos, porque se consideran como un componente importante para
garantizar el éxito de su conservacion y manejo (Machordom et al., 1999).

En el caso de los reproductores de los centros piscicolas encargados de los
repoblamientos, es importante que cuenten con buena informaciéon genética y que
no difiera a la de las poblaciones silvestres. De no ser asi, la informacién recibida
por estas ultimas puede generar una pérdida de genes, lo que conllevaria a la
poblaciéon natural a una disminuciéon de la capacidad de adaptacion a las
condiciones ambientales. Segun Wang ef al. (2002) y Shikano y Taniguchi
(2002ab), el monitoreo de la variabilidad genética en los lotes de reproductores
ayuda a tener control sobre el nivel de endogamia, lo cual es importante para

mantener la capacidad de supervivencia de la poblacion.
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6. OBJETIVOS.
6.1. Objetivo general

Evaluar la estructura genéetica de lotes de reproductores de bocachico
(Prochilodus magdalenae) en dos centros piscicolas, utilizados en los programas

de repoblamiento del rio Magdalena.

6.2. Objetivos especificos.

Evaluar la variabilidad genética del sistema de reproductores de P. magdalenae

en cada uno de los centros piscicolas.

Determinar la diferencia genética entre los dos sistemas de reproductores de P.

magdalenae

Proponer medidas técnicas que permitan el mejoramiento genético de los

sistemas con menor variabilidad.
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7. DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION.

Para el estudio se seleccionaron dos centros piscicolas del norte de Colombia:
Estacién Piscicola de Repeldn, Centro Acuicola y Agroindustrial de Gaira. La
primera esta bajo la coordinacion de la Regional del INCODER y se encuentra
ubicada en el municipio de Repeldn, departamento del Atlantico. Este centro posee
101 estanques que varian desde 18 m? hasta 5000 m?. La segunda es coordinada
por el SENA Regional Magdalena y esta ubicada en la ciudad de Santa Marta. El
centro cuenta con mas de 25 estanques, donde mantiene reproductores de

bocachico.

7.1. FASE DE CAMPO

Se seleccionaron al azar 60 peces del actual sistema de reproductores de los dos
centros piscicolas, a los cuales se les tomaron muestras de aleta caudal que fueron

fijadas en alcohol absoluto.

7.2. FASE DE LABORATORIO.
7.2.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

La extraccion de ADN se realizé a partir de muestras de la aleta caudal, siguiendo el

siguiente protocolo.

1. Se corté un trozo (0.1-0.3 cm?) de la muestra de aleta fijada y se colocé en un

tubo de 2 ml con 600 ul solucién de lisis y 1 pl de proteinasa K.

2. Luego, se homogeniz6 la mezcla, para incubar a 65 °C durante 1 hora con

agitacion esporadica.

3. Seguido, se agitaron las muestras en vortex durante 5 minutos.

20



4. Posteriormente se agregaron 550 pl de NaCl [5M] a cada tubo y se agitaron

sutilmente en el vortex durante 10 segundos.
5. Después, se centrifugaron durante 15 min a 15000 rpm.

6. Seguido del paso anterior, a cada muestra se le agregaron 500 ul de alcohol
isopropanol (a -20°C) y luego, se incubaron a la misma temperatura durante una

hora.

7. Se volvieron a centrifugar durante 15 minutos a 14000 rpm. Seguido, se retir6 el
isopropanol con cuidado de no resuspender el precipitado que es ADN. Luego, se

lavé el pellet con 600 pul de etanol [70%].
8. El etanol se retird cuidadosamente para no perder el pellet (ADN).

9. Finalmente cada muestra se dej6 secar durante una hora y luego se agregaron
50 pl de Buffer TE para congelar a -20°C.

La calidad del ADN extraido fue verificado por medio de geles de agarosa al 0.8%,
tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados en un fotodocumentador digital UVP
(BioDoc-It Imaging System). Por medio de espectrofotometria de UV se

cuantificaron las concentraciones de ADN que oscilaron entre 50 y 200 ng/l.

7.2.2. AMPLIFICACION Y GENOTIPIFICACION DE MICROSATELITES

Se amplificaron siete loci microsatélites especificos de Prochilodus lineatus
propuestos por Rueda et al. (2011), cuya amplificacién cruzada fue probada
exitosamente en P. magdalenae previamente a este estudio. Se seleccionaron los
mas polimérficos: PL3, PL23, PL26, PL28, PL34, PL64 y PL119 (Rueda et al., 2011).
Para amplificar los ocho loci microsatélites se siguieron los protocolos y condiciones
de amplificacion propuestos por Rueda et al., 2011. Las reacciones de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) se llevaron a cabo en un volumen final de 10
ul, quedando las concentraciones finales de la siguiente manera: el buffer de

reaccion en 1X; el MgCl, en 2 mM; los dNTPs en 0.2 mM; los primers en 0.2 uM; y la
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tag polimerasa en 0.25 U. Para todos los loci se utilizé una temperatura inicial de
desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos; luego se aplicaron 30 ciclos con las
siguientes condiciones: una temperatura de desnaturalizacién de 95°C por 30 s; la
de anillaje para cada loci se presenta en la tabla 1, la cual se prolongd por 30 s; la de
extension fue de 72°C por 30 s; y al final de los ciclos se aplicé una temperatura de
extension de 72°C por 10 minutos. Los amplicones fueron verificados en geles de

agarosa al 2%.

Los productos de PCR fueron corridos por electroforesis vertical en geles
denaturantes de poliacrilamida al 7% (Acrilamida/Bisacrilamida 19:1 BioAmerica®;
urea 7M BioAmerica®; TBE 10x; Persulfato de amonio (APS) 8% USB®0029), los

cuales fueron tefiidos con Bromuro de Etidio durante media hora.

La electroforesis vertical se corri6 a 100 voltios durante 10 minutos y 80 voltios
durante 6 horas; se utilizé un marcador de peso molecular de 25 pb (Hyperladder™
V, rango 25-500 pbBioline®), con el fin de estimar el tamafio de cada uno de los
alelos. La asignacién de los tamaros de los alelos se llevo a cabo con el programa
GeneTools de Hitachi GeneticSystem®, el cual compara las bandas de los alelos

con las bandas del marcador de peso molecular.

7.3.  ANALISIS DE LA INFORMACION
7.3.1. Objetivo 1

La variabilidad genética de los lotes de reproductores de bocachico de los dos
centros piscicolas, se estimé utilizando las siguientes medidas: frecuencia alélica, el
numero de alelos por locus (Na), la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He).
Para este fin se utilizé el paquete computacional GENETIX v.4.05 (Belkhir, 2003).

Para probar si los de reproductores de Bocachico de los centros piscicolas
evaluados estan o no en E-HW se realizé el test de probabilidad de Guo y Thompson
(1992), incluido en el paquete estadistico de GENEPOP v.3.3, que permite rechazar

0 aceptar la hipétesis nula de apareamiento al azar.
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Con el fin de determinar si la desviacidén del E-HW es producto del exceso o de la
deficiencia de heterocigotos, se prueba la hipétesis alterna por medio de una prueba
de puntaje U (U-score) (Rousset& Raymond, 1995). Genepop también incluye una
prueba de equilibrio global para varios loci o varias poblaciones, mediante un test
exacto de Fisher que analiza probabilidades discretas. Las tres pruebas arriba
mencionadas fueron realizadas para probar el equilibrio en las 2 poblaciones en

cautiverio. El valor P calculado se comparé con un nivel de significancia de 0.001.

7.3.2. Objetivo 2

Para determinar la diferencia genética entre los dos sistemas de reproductores se
realizd una prueba de comparacion entre las muestras de los dos centros piscicolas
utilizando el estadistico Fst de Weir y Cockerham (1984) con el programa Fstat
v.2.9.3 (Goudet, 2001). Para determinar si las diferenciaciones fueron significativas,
se utilizé la rutina de correccidon de Bonferroni para determinar la significancia
estadistica del Fst (Goudet, 2001), incluida en el Fstat v.2.9.3. También se utilizo las
frecuencias alélicas por locus para hacer la comparacion descriptiva entre las dos

estaciones.

7.3.3. Objetivo 3

Con base a la informacién analizada de los dos objetivos anteriores se
suministraran una serie de recomendaciones que permitan mejorar las condiciones
genéticas de los sistemas de reproductores de las dos estaciones piscicolas
estudiadas. Por ejemplo, para incrementar el nivel de variabilidad genética de los
lotes de reproductores (si llegase a ser necesario); se podria sugerir la
incorporacion de nuevos animales provenientes del medio natural, los cuales
introducirian informacion genética que podrian haber perdido los animales antiguos.
Tambiéen se podria sugerir, el descarte total de algun lote que no esté aportando

informacién genética valiosa a las progenies. Estas posibles recomendaciones
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seran socializadas y discutidas con los administradores de las estaciones

piscicolas.

LIMITACIONES

La amplificacién de los microsatélites a partir de muestras de ADN obtenidas de la
aleta caudal de los peces, representé un problema debido al tiempo que llevo
estandarizar las condiciones de la PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa).
Esta demora no solo causo retrasos en la ejecucion de la investigacion, sino que
ademas generd un gasto significativo de reactivos. El Microsatélite PI-14, se saco

del analisis debido a su dificil amplificacion.

La genotipificacion de los alelos a partir de las fotos de geles de poliacrilamida,
presentd ciertas diferencias en los tamafios de los alelos con respecto a la
genotipificacion que realizo6 la autora de los microsatélites, esto pudo deberse a que
el método utilizado por la autora es mucho mas preciso que el utilizado durante esta
investigacion. A pesar de esto. El método implementado no afectd los estimativos

realizados en este trabajo.
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9. RESULTADOS
9.1. POLIMORFISMO DE LOS MICROSATELITES

Se encontré un gran polimorfismo en todos los loci utilizados, siendo PI-3 el mas
polimérfico de todos con 35 alelos. La media de alelos para todos los loci fue de
20.:318.1.

Las dos localidades (SENA y Repelén) presentaron casi el mismo nimero de alelos
por locus (15.9 alelos/locus); sin embargo el nimero de alelos amplificado para
algunos loci varid con respecto a la estacion: PI-3, PI-23, PI-64 y PI-119. Sin
embargo, en los demas loci mostraron la misma cantidad de alelos: PI-26, PI-28 y
PI1-34 (Tabla 2.0.)

Con respecto a la variabilidad genética global, la heterocigosidad observada
presento valores que oscilaron entre 0.025 para PI-23 y 0.213 para PI-3, con un
promedio de 0.114+0.073. En el caso de la heterocigosidad esperada, el rango de
los valores obtenidos fue de 0.867 para PI-23 y 0.936 para PI- 3 (Tabla 1.0).

Tabla. 1. Diversidad genética por locus teniendo en cuenta el sistema de reproductores de
Bocachico P. magdalenae en las dos estaciones estudiadas. Tm es la temperatura anillaje; N
representa el tamafio de la muestra; Na es el nimero de alelos; He es la heterocigosidad

esperada y Ho es la heterocigosidad observada.

Locus| Tm(°C) | N Na He Ho
PL3 50 113 35 0.936 0.213
PL23 59 122 10 0.867 0.025
PL26 59 116 16 0.924 0.025
PL28 59 115 18 0.892 0.132
PL34 56 115 11 0.901 0.081
PL64 62 113 26 0.927 0.140
PL119 58 115 26 0.933 0.182
Promedio 20.3%9.1 0.911%1.708 | 0.114+0.073
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9.2. DIVERSIDAD GENETICA POR ESTACION PISCICOLA

Para la heterocigosidad observada (Ho), la estaciéon que present6 el mayor valor fue
la del SENA con 0.129+1066. En esta estacion, la mayor Ho se observo en el locus
PI-119 con 0.300; mientras que en el locus PI-34 no se presentd ningun reproductor
heterocigoto. Con relacion a la heterocigosidad esperada (He), esta estacion
presento un valor de 0.911+0.024; el mayor valor se observo en PI-3 y el menor en
PI1-23 con 0.934 y 0.865, respectivamente (Tabla 2.0).

En cuanto a la estacién de Repeldn, los valores de heterocigosidades fueron
H0=0.099+0.0803 y He=0.912+0.031 .Sélo en un locus no se observd ningln
reproductor heterocigoto. Mientras que el valor mas alto de Ho se observd en el
locus PI-3 con 0.226. Para el caso de la He, el valor mas alto se observo en PI-119
con 0.938 y el mas bajo en PI-23 con 0.869 (Tabla 2.0).

9.3. ENDOGAMIA

El indice de endogamia indicé que todos los locus presentaron un alto valor de
consanguinidad, con valores por encima de 0.860 y con un promedio de
0.877+0.069. La mayor consanguinidad se observé con el PI-3 y la menor con 0.895
y 0.861, respectivamente. La endogamia global (Fr) fue de 0.871 (IC= 0.818-0.921)
y por estacion piscicola (Fs) fue de 0.887 (0.855-0.915) para la de Repelén y 0.853
(0.819 - 0.882) para la del SENA.

9.4. EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG (E-HW)

Utilizando la prueba de Guo y Thompson (1992), se pudo constatar, que las dos
poblaciones (SENA y Repelon) estan fuera del equilibrio Hardy-Weinberg
(P<0.0001). A su vez; el test U, propuesto por (Rousset y Raymond, 1995), demostré
que la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg es el resultado de un déficit de
heterocigotos (p<0.0001).
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Tabla 2. Diversidad genética del sistema de reproductores de Bocachico P. magdalenae por
estacion piscicola; Na es el numero de alelos, los valores entre paréntesis son el promedio de
alelos por locus con su desviacién estandar; He es la heterocigosidad esperada; Ho es la
heterocigosidad observada. Los valores entre paréntesis de estas dos variables corresponden

a las desviaciones estandar.

Locus Repelén SENA Global

N 59 54 113

Na 26 25 35(25.5 £ 0.707)

pIs He | 0934 | 0934 0.936 £ 0.004

Ho 0.226 0.200 0.213+0.018

N 62 60 122

Na 8 10 10(9 £ 1.414)
PI23

He 0.869 0.865 0.867 £ 0.003

Ho 0.016 0.033 0.025 +0.012

N 58 59 116

Na 16 16 16(16+ 0.00)
PI26

He 0.920 0.928 0.924 + 0.006

Ho 0.000 0.050 0.025 + 0.035

N 56 59 115

Na 14 14 18(14 + 0.00)
PI28

He 0.873 0.911 0.892 £ 0.027

Ho 0.097 0.167 0.132 £ 0.049

N 60 55 115

Na 11 11 11(11 £ 0.00)
PI34

He 0.904 0.898 0.900 + 0.004

Ho 0.161 0.000 0.080+0.114

N 60 53 113

Na 19 22 26(20.5+2.121)
Pl64 He 0.937 0.917 0.927 £ 0.014

Ho 0.129 0.150 0.139 £ 0.015

N 59 55 116

Na 17 18 26 (15 £ 4.243)
PI119

He 0.938 0.927 0.933 £ 0.008

Ho 0.065 0.300 0.182 £ 0.167
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Tabla 3. Valores totales del indice de endogamia para cada locus en el analisis genético de los
dos sistemas de reproductores de Bocachico P. magdalenae en las estaciones piscicolas de
Repeldén y el SENA. D.E, corresponde a la desviacion estandar de los valores, valores hallados

por medio de la técnica de Jackknife.

Locus Fis
pl3 0.895
pl23 0.862
pl26 0.861
pl28 0.881
pl34 0.872
pl64 0.882
pl119 0.889
Promedio| 0.877
D.E 0.029

9.5. DIFERENCIA GENETICA

En general, el analisis de comparacién de las distribuciones de las frecuencias
alélicas por locus entre las dos estaciones piscicolas no permiti6 observar una
diferenciacién definida entre ambas (Figura 2), ya que la mayoria de los alelos
presentaron similares frecuencias en las dos estaciones. Sin embargo, en algunos
locus se observo una pequefa diferencia debido a la presencia de alelos tnicos en
cada estacion. Por ejemplo, en el caso del locus PI-3 se amplificaron 26 alelos en la
estacion de Repelon, de los cuales 10 no estuvieron en la del SENA. También se
observo que de los 25 alelos amplificados en el SENA, 9 no estuvieron en Repeldn
(Figura 2).

Utilizando el test de comparacion a partir del estadistico F, se observé que entre las
dos estaciones hay diferenciacion genética moderada, dado que el valor de Fsr(8)
fue de 0.0104 (IC=0.00003-0.0237). Sin embargo, la diferenciacién no fue
significativa (p>0.05).
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10. DISCUSION

Cuando se trabaja con marcadores microsatélites como herramienta para
cuantificar la variabilidad genética de una poblacion, se debe tener en cuenta la
variedad de alelos que se pueden formar para cada uno de los loci (Hartl y Clark,
1997). Esta investigacion mostré que el rango de alelos encontrado para los 7 loci
varié entre 10 y 35, con un promedio por encima de 15 alelos por locus. Estos
valores difieren de los valores observados en P. magdalenae publicados por Rueda
et al. (2011) y puede deberse al pequefio numero de individuos utilizados en su

estudio.

Los valores de polimorfismo observados en este estudio fueron superiores a los
documentados en otros estudios. Por ejemplo, Santacruz (2003), quien estudié las
estaciones piscicolas que fomentan el repoblamiento de P. magdalenae en el rio
Sind, publicé un polimorfismo por debajo a 12 alelos/locus. Con relacién a estudios
de poblaciones silvestres de otras especies del género, se ha documentado un
promedio de 12.4 alelos por locus en la poblacién de P. argenteus (Hatanaka et al.,

2006) y de 16.5 alelos por locus en la de P. costatus en Brasil (Braga, 2011).

Con respecto a la variacién genética, fue evidente que las dos estaciones
piscicolas presentaron un potencial genético debido a la alta riqueza alélica y
heterocigosidad esperada (He). Pero ese potencial contrasté con el estado actual
del sistema de reproductores de bocachico en estas estaciones: los peces son
endogamicos (Fis) y tienen una heterocigosidad observada (Ho) muy baja. Esta
condicion genética también se observd en cuatro sistemas de reproductores de
bocachico utilizados para repoblar el rio Sini. Santacruz (2003) observé una Ho
menor de 0.291 y un Fis mayor de 0.680.

Segun los analisis, la condiciéon genética de los reproductores de bocachico en las
dos estaciones esta asociada a un déficit de heterocigotos que puede estar
explicado por tres razones: (1) al efecto fundador, un fenémeno comun en las
estaciones piscicolas cuando establecen sistemas de reproductores a partir de un

numero muy reducido de peces que son homogéneos genéticamente (Ambali et al.,
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1999). (2) equivocadas practicas de seleccion artificial que se aplican cuando con
este mismo sistema de reproductores se hace fomento, dado que en la blsqueda
de mejorar el desempefio en crecimiento y biomasa de los cultivos se seleccionan
peces muy emparentados (Ferguson y Danzmann, 1998; Povh et al., 2008). (3) el
origen de los peces para establecer el sistema de reproductores puede ser el

mismo.

Con respecto al primer punto, los administradores de las dos estaciones
manifiestan que el numero de reproductores es mayor de 1500 peces y es probable
que esto no influya en los resultados, debido a que el muestreo se hizo al azar.
Para el segundo punto, es probable que la seleccién artificial se esté desarrollando
en ambas estaciones para seleccionar peces por su tamafo, estado de madurez
y/6 caracteristicas similares, que luego son cruzados para obtener nuevos
reproductores. Se sabe que este mal manejo reproductivo puede ocasionar una
pérdida significativa de variabilidad genética en tan sélo una generacién (Moreira,
2003; Porta et al., 2006; Povh et al., 2006). En relacién al tercer punto, los
administradores manifiestan que por lo general se contrata al mismo personal para
comprarles los reproductores que vienen del medio natural y siempre de los

mismos sitios naturales.

A lo anterior se le deberia considerar un posible efecto adicional que también
puede estar afectando las condiciones genéticas de los reproductores. Los peces
capturados pueden estar representando la condicién genética actual de la
poblacion natural de bocachico al momento de ser capturados en el medio. Sin
duda, la sobreexplotacion pesquera que viene desde hace mas de tres décadas
(Mojica et al., 2002) y la pérdida y degradacion de su habitat (Atencio, 2000;
Marrugo-Negrete et al., 2008), pueden estar causando una reduccion en la
variabilidad genética de la poblacion silvestre. Esta tesis estuvo enmarcada en un
proyecto que simultaneamente esta estudiando las poblaciones silvestre de
bocachico y los resultados preliminares son muy similares a los observados en este

estudio.
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La situacion anterior es preocupante porque dado al estado genético de los
reproductores de las dos estaciones piscicolas estudiadas, los programas de
repoblamiento de bocachico se estan desarrollando sin control y criterio cientifico.
Lo critico es que la pobre informacién genética de los reproductores se esta
introduciendo a la poblacion natural a través de los repetidos repoblamientos y urge
la implementacién de la herramienta molecular para mejorar esta estrategia de
conservacion. Esta misma situacion se plante en los programas de repoblamiento
de la poblaciéon de bocachico del rio Sinu, donde se propuso una intervencion de
las estaciones que participaban en estos programas; con el estudio se sugirieron
sistemas de cruces para aprovechar el potencial genético de los reproductores y
mejorar la calidad genética de las progenies (Santacruz, 2003). Precisamente los
resultados de esta tesis serviran para iniciar este proceso en el marco del proyecto
de investigacion “ESTABLECIMIENTO DE SISTEMAS DE PARENTALES CON
CRITERIOS GENETICOS PARA PRODUCIR SEMILLAS DE BOCACHICO
Prochilodus magdalenae EN EL NORTE DE COLOMBIA” (Contrato: 1117-489-
25459; COLCIENCIAS-UNIMAGDALENA).
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11. RECOMENDACIONES

Para mitigar lo anterior, aqui se recomienda como primera medida que los peces
utilizados en el sistema de reproductores estén relacionados genéticamente con los
del medio natural para evitar la traslocacion (Santacruz, 2005; Ward, 2006; Lipcius
et al, 2008; Lopera-Barrero et al, 2008; Grandjean et al, 2009) y por lo menos,
produzcan progenies con niveles de variabilidad genética similar o superior a los
peces del medio natural (De Innocentiis et al, 2008; Lopera-Barrero et al, 2008:;
Povh et al, 2008; Grandjean et al, 2009).

Esos reproductores deberan estar apartados de cualquier programa de seleccion o
mejoramiento genético para evitar la disminuciéon de su variabilidad genética
(Woodworth et al., 2002; Dunham, 2004).

Deberan adelantarse estudios de caracterizacion genética de las poblaciones
silvestres para identificar los sitios donde deberan capturarse los peces que

conformaran a futuro los nuevos sistemas de reproductores.

Debido a la alta riqueza alélica de los dos sistemas de reproductores estudiados y
al potencial genético observado en la heterocigosidad esperada, se recomienda no
eliminar los reproductores actuales. Se propone ampliar el estudio genético a todos
los peces del sistema para que a través de la simulacion se identifiquen los peces

que, de acuerdo a su condicion genética, merecen quedarse en el sistema.
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