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ABSTRACT

Prochilodus magdalenae is an endemic fish species of Colombia known as an important resource of
commercial interest for many communities related to fishing activities as a livelihood activity. However,
population deterioration has been observed in natural environments due to factors such as overfishing,
fragmentation of ecosystems, among others. This makes it necessary to characterize the genetic diversity
of P. magdalenae in the productive systems of some fish farms, which are used to restocking in other
basins of Colombia and, thus, to propose technical and scientific criteria that allow the development of
management strategies for the conservation of this species. Therefore, in 2013, caudal fin tissue was
collected from 1044 individuals in seven fish farms, which were processed in the laboratory. Through
the use of seven microsatellites, genetic metrics such as: observed and expected heterozygosity, number
of alleles, fixation indexes, F statistics, Bayesian grouping and AMOVA were evaluated. We observed low
heterozygosity, correlated with inbreeding processes, which contrast with the high values obtained in the
expected heterozygosity index and the number of alleles detected in P. magdalenae productive systems.
A moderate genetic differentiation between fish centers was detected and the existence of three genetic
groups was observed through the Bayesian analysis. Despite the low diversity reported regarding the
others species of the same genus, populations held in Bocachico captivity have the potential to restore the
diversity of wild populations. Therefore, it is suggested that each fish station should establish batches of
breeders separately, based on their genetic information so that there is congruence between the released
individuals and those that inhabit the natural environment.

Key words: Bocachico; Reophilic fish; Magdalena Basin; Genetic structure; Fish farms.

RESUMEN

Prochilodus magdalenae es una especie de pez endémico de Colombia conocido por ser un importante
recurso de interés comercial y para muchas comunidades relacionadas a las actividades pesqueras como
actividad de sustento. No obstante, se ha observado un deterioro poblacional en ambientes naturales
debido a factores tales como sobrepesca, fragmentacion de ecosistemas, entre otros. Esto hace necesario
caracterizar la diversidad genética de P. magdalenae en los sistemas reproductores de algunos centros
piscicolas, que son usados para hacer repoblamientos en otras cuencas de Colombia y asi proponer
criterios técnicos y cientificos que permitan el desarrollo de estrategias de manejo para la conservacién de
esta especie. Por lo anterior, en el afio 2013 se recolect6 tejido de aleta caudal de 1044 individuos en siete
centros piscicolas, que fueron procesados en laboratorio y a través del uso de siete loci de microsatélites
se evaluaron métricas genéticas tales como: heterocigosidad observada y esperada, ntimero de alelos,
indices de fijacidn, estadisticos F, agrupamiento bayesiano y AMOVA. Se encontrd baja heterocigosidad
observada, correlacionada con procesos de endogamia, que contrastan con los altos valores obtenidos en
el indice de heterocigosidad esperada y la cantidad de alelos detectados en los sistemas de reproductores
de P. magdalenae. Se detect6 una moderada diferenciacion genética entre centros piscicolas y se observé
la existencia de tres grupos genéticos a través del agrupamiento bayesiano. Pese a la baja diversidad
reportada con respecto a otras especies del mismo género, las poblaciones mantenidas en cautiverio
de Bocachico tienen potencial para restaurar la diversidad de las poblaciones silvestres. Por lo que se
sugiere que cada estaci6n piscicola debe establecer lotes de reproductores por separado, en funcién de
su informacion genética para que exista una congruencia entre los individuos liberados y aquellos que
habitan en el medio natural.

Palabras clave: Bocachico; Peces Reofilicos; Cuenca del Magdalena; Estructura genética; Estaciones piscicolas.
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INTRODUCCION

Colombia se reconoce como uno de los paises con mayor
abundancia en recursos hidricos en América (IDEAM,
2014). Es asi como esta ventaja ecoldgica representa un
importante ntcleo tanto econémico, como cultural y
bioldgico, dada la diversidad de especies que albergan los
diferentes cuerpos de agua (Jiménez-Segura et al., 2010).
Dentro del grupo de especies de peces que habitan en las
principales cuencas hidrograficas del pais, se destaca
la presencia de Prochilodus magdalenae Steindachner,
1879, conocida como Bocachico (Maldonado Ocampo et
al., 2005). Esta especie es endémica de los rios Atrato,
Magdalena y Sina (Mojica et al., 2012) y es importante
no solo por su rol ecolégico dentro del ecosistema, sino
también por representar un valioso ingreso econémico
para las comunidades riberefias asociadas a la pesca
como actividad de sustento.

Esta especie ha sido catalogada en estado de amenaza
debido a factores tales como la sobreexplotacion
de recursos, disminucién de la calidad del agua
y/o fragmentacion de habitat (Mojica et al., 2012).
Problematicas que se hacen mas visibles cuando se
analiza la situacion de su pesqueria, ya que los datos de
desembarcos pesqueros han mostrado una tendencia
decreciente, teniendo en cuenta que en el afio de 1992
se capturaron 24870 toneladas (CCI, 2006) y en 2016
su captura no sobrepasd las 2000 toneladas (SEPEC,
2016). Cabe resaltar que menos del 50% de los individuos
capturados no alcanza la maduracion, ya que la pesca
se hace mas intensa durante su época de migracion
reproductiva (CCI, 2006; Martinez et al., 2006). Estos
factores han alterado los procesos biol4gicos y ecologicos
de la especie a tal punto que, para mitigar el impacto
sobre las poblaciones de P. magdalenae en la cuenca del
Magdalena, se han implementado medidas tradicionales
como la veda, prohibicién de artes de pesca, tallas
reglamentarias y los repoblamientos (Machordom et
al.,, 1999). Esta tltima medida busca minimizar el riesgo
de extincion de la especie mediante: i) preservacion del
acervo genético hasta que se puedan aliviar los factores
que limitan su supervivencia en medio natural; ii)
incremento de la biomasa; y iii) trasladar individuos
entre habitats para la recuperacién de las poblaciones
frente a extinciones locales (Waples y Drake, 2004.).

No obstante, las medidas implementadas no han
sido suficientes y los programas de repoblamiento para
la conservacion de esta especie han tenido poco éxito.
Estudios genéticos a nivel poblacional en el Bocachico
han mostrado que la especie presenta un rango en el
indice de heterocigosidad observada (Ho) entre 0,08 y
0,27 (Guevara Rincén, 2014; Orozco y Narvaez, 2014;
Fontalvo et al., 2018). Estos datos resultan ser bajos para
P. magdalenae cuando se comparan con la variabilidad
reportada en otras especies del mismo género, endémicas
de Brasil como: Prochilodus argenteus Spix & Agassiz,
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1829, que presenta un Ho de 0,56 (Galzerani, 2007) o
Prochilodus costatus Valenciennes, 1850, cuyos valores
de Ho oscilan entre 0,45 y 0,56 (Carvalho Costa et al.,
2008; Silva, 2011). Resultados que han sido producto de
la implementacion de tecnologias como las escaleras
de pasos para peces, o programas de repoblamientos
con base en criterios genéticos para el adecuado manejo
del recurso pesquero en Brasil (Hatanaka et al., 2006;
Carvalho Costa et al., 2008). Este contexto muestra que
la baja diversidad genética observada en las poblaciones
de P. magdalenae, también puede estar asociada al
manejo inadecuado de individuos en los programas de
repoblamiento que se desarrollan en los rios Magdalena
y Cauca, entre otros (Guevara Rincén, 2014; Fontalvo et
al., 2018). Lo anterior subyace en que los repoblamientos
en Colombia no estan debidamente regulados ya que
se desconocen los parametros técnicos y cientificos
que permitan implementar una metodologia efectiva
(Arrieta Echeverry, 2013). De acuerdo a Povh et al. (2008),
la introduccion descontrolada de peces en medio natural
de forma inadecuada v sin criterio técnico, produce una
disminucién de la variabilidad genética provocando
una erosion a nivel molecular en las poblaciones
naturales receptoras. Adicionalmente, la traslocacion
arbitraria entre cuencas fomenta el rompimiento de la
integridad genética de los grupos y desmejora el acervo
que manejan los centros piscicolas que se encargan de
los repoblamientos. Esto genera que se disminuya el
tamafio efectivo poblacional de reproductores utilizados
para diferentes actividades piscicolas (Machordom et
al., 1999). Por ello, es imprescindible implementar las
estrategias necesarias para el manejo reproductivo,
biolégico y ambiental, que son esenciales para que los
programas de reintroduccion sean exitosos y restauren
las poblaciones impactadas por las modificaciones
ambientales.

Para que un proceso de repoblamiento sea exitoso es
necesario contar con informacion genética proveniente
depoblacionesenmedionaturalydeaquellas mantenidas
en cautividad, que son usadas para ejecutar dichos
programas en el Bocachico. Para lograr este objetivo, los
marcadores moleculares mas utilizados a la actualidad
son los microsatélites. Estas herramientas moleculares
permiten obtener informacién precisa de la diversidad
y estructura genética de poblaciones de peces, dada su
naturaleza neutral y codominante (Abdul Muneer, 2014;
Aung et al., 2010; Fontalvo et al., 2018; Lopera-Barrero et
al., 2010; Orozco y Narvaez, 2014; Petersen et al., 2012;
Povhetal.,2011). Esasicomo através delos microsatélites
se busca analizar el estado de la diversidad y estructura
genética de P. magdalenae en siete centros piscicolas
pertenecientes a diferentes cuencas hidrograficas de
Colombia. De esta manera, se espera proponer criterios
técnicos para desarrollar estrategias efectivas de
manejo, como aporte significativo para la conservacion
de los recursos icticos en Colombia, siendo el Bocachico

ARTICLE 6 - RESEARCH


http://www.zsm.mwn.de/events/spix.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/Louis_Agassiz
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=13
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=13

BAG | Journal of Basic and Applied Genetics | Vol XXXI (1): 563-63; July 2020

Panama

Leyenda
® [Estaciones
— Rios principales
Humedales

Rio Canca

Colombia

Coa,

&
P
A,

cve

AREA DE ESTUDIO

: "‘v i

Reptidn

=
2
T

Venezuela

Q
Ry -

4San Silvestre

Colombia
75 0 75 150 km
|

Figura 1. Ubicacion de las estaciones piscicolas donde se realizd el muestreo en Colombial.

un modelo de referencia para otras especies de peces
reofilicos en peligro de extincién.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y coleccién de muestras

Larecoleccion de muestras se llevo a cabo durante el afio
2013 en siete centros piscicolas de Colombia, los cuales
se encargan de mantener en cautividad reproductores
de Bocachico. Se recolectaron en total 1044 individuos
distribuidos en cada centro piscicola de la siguiente
manera: 43 individuos provenientes del rio San Jorge
en la Estacién Piscicola de Maracas (Maracas); 380
individuos provenientes del rio Magdalena en el Centro
Agroindustrial (Sena); 447 individuos provenientes
del rio Magdalena en la Estacion Piscicola de Repelén
(Repeldn); 24 individuos provenientes del rio Magdalena
en la Estacion Piscicola de San Silvestre (San Silvestre);
39 individuos provenientes del rio Cauca en la Estacion
Piscicola de la Corporacién Autonoma Regional del Valle
del Cauca (CVC); 54 individuos provenientes del rio Sind
en la Estacion Piscicola de la Corporacién Auténoma
Regional de los Valles del Sint1 y del San Jorge (CVS);
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y finalmente en el Centro de Investigacion Piscicola
CINPIC (CINPIC) se recolectd tejido de 57 individuos
provenientes del rio Sind (Figura 1). En cada una de las
estaciones se tomaron muestras de tejido de la aleta
caudal, y se fijaron en etanol al 96 % para su posterior
analisis en laboratorio.

Fase de laboratorio

El ADN gendémico se obtuvo siguiendo el protocolo del
kit MasterPure™ (Epicentre Biotechnologies®). Se
comprobd la presencia de ADN mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0,8%, en una corrida a 80 voltios
durante 30 minutos y las muestras fueron tefiidas con
GelRed® (Biotium). Siete loci de microsatélites (Tabla
1) disefiados previamente para la especie Prochilodus
lineatus Valencienes, 1837 (Rueda et al., 2011), fueron
utilizados mediante amplificacion cruzada en P.
magdalenae para obtener los genotipos. El proceso de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd
siguiendo la metodologia de Rueda et al. (2011) y Orozco
y Narvaez (2014). El volumen final utilizado para la
reaccion de PCR fue de 10 yl, el cual contenia 0,25 Ude Taq
polimerasa, 0,2 pM de cada cebador, 200 pM de dNTPs,
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Tabla 1. Descripcion de microsatélites publicados por Rueda et al. (2011) y resultados generales obtenidos por locus en

P. magdalenae en el presente trabajo.

Motivo de Rango de
Locus repeticion Secuencia del primer T(°C) N, Ra tec:‘manos alélicos
pb

F: 5-TCTGAGCTGTGAGGAATGGA-3'

PL3 (CA)n 50 17 9,619 179-211
R: 5'-AGAGCGCTCAAGCACAAGAT-3'
F: 5-T AACACTGAAACTGAG-3'

PL14 (CA)n S-TGCCCAACACTG CTGAG-3 61 22 12,970 102-146
R: 5'CTCATCAACCTGCCTGGAAT-3'
F: 5-TT TACTT! AAACAC-3'

PL23 (CA)n > GGCTACTTCCCC CAC-3 59 18 10,409 214-248
R: 5'-GGGGAACTAGTTTGACGATGC-3'
F: 5-GAAGCTTGGGCTCTTGACAT-3'

PL28 (CA)n 59 24 9,173 217-259
R: 5'-CGTTTGCCTCTAGCCTTTTG-3'
F: 5-GAGCGGATTCTCCACATGAT-3'

PL34 (CA)n 56 18 8,933 180-210
R: 5'-TAATGTGCTCCCTCCCACAG-3'
F: 5-AGAGCAACACAGGGAGGAGT-3'

PL64 (CA)n 62 16 9,208 152-190
R: 5'-ACGCTCTGCTCAGCCATACT-3'
F: 5-GAAAAAGGCTAGGGGACTGG-3'

PL119 (CA)n 58 27 14,530 151-203
R: 5-GAGGAAAATTGCCTTTTGTAGG-3'

F: Cebador directo; R: Cebador reverso; T (°C): Temperatura de anillamiento utilizada para amplificar los loci en el presente trabajo; N,: Nimero de alelos;
R, Riqueza alélica calculada mediante rarefaccion con el programa FSTAT (Goudet, 1995)

2 mM de MgCl, 1 X de reaccion buffer y100 ng de ADN
previamente cuantificados mediante espectroscopia
de fluorescencia (Qubit Fluorometric Quantitation). Los
ciclos utilizados para las condiciones de PCR fueron las
siguientes: 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 30 s a 94°C,
30 s para la temperatura de anillamiento (Tabla 1), 30 s
a 72°C y una temperatura de extensién final de 72°C por
10 minutos. Se utiliz6 el termociclador con gradiente de
temperatura ESCO-SWIFT MaxPro para llevar a cabo las
reacciones.

Se utiliz6 el equipo de electroforesis capilar QIAxcel
Advanced (QIAGEN) con el kit de alta resolucién (High
Resolution Kit QIAGEN) y la escalera de peso molecular
con una concentracion determinada (DNA SizeMarker
50-800 bp v2.0 QIAGEN), para obtener el tamafio de
cada producto de la amplificacién. Estos tamarios fueron
detectados mediante el uso del programa ScreenGel
QlIaxcel v1.0 QIAGEN, que a su vez permitié cuantificar el
peso de cada alelo y de esta manera el genotipo de cada
individuo.

Andlisis de datos para diversidad genética

A partir de la matriz de datos con el genotipo de cada
individuo, se generaronlosarchivos de entradautilizados
en los andlisis posteriores mediante el uso del programa
MSTOOLS (Park, 2001). Para detectar la presencia de
alelos nulos o de posibles errores en la genotipificacién
se us6 el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout
et al., 2004). El desequilibrio de ligamiento por pares
de loci y por estacion piscicola, fue comprobado usando
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pruebas exactas de MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
con 10000 batches/1000 iteraciones (Guo y Thompson,
1992) con el programa GENEPOP (Rousset, 2008).
Se utilizé la prueba exacta de Fisher para calcular el
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) por locus y por
estacion piscicola, considerando la unién aleatoria de
gametos como hipétesis nula (Guo y Thompson, 1992)
con el programa GENEPOP (Rousset, 2008).

A nivel de locus se estimaron los indices de nimero de
alelos (N,) y rango de tamafios alélicos en pares de bases
(pb) con el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse,
2006), mientras que el indice de riqueza alélica (R,) fue
calculada mediante el método de rarefaccion que ofrece
el programa FSTAT (Goudet, 1995). Por otro lado, a nivel
poblacional en cada una de las estaciones piscicolas se
estimaron los indices de diversidad correspondientes a:
promedio de nimero de alelos (Na), promedio de nlimero
efectivo de alelos (ne), heterocigosidad observada
(Ho) y heterocigosidad esperada (He) con el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2006). El coeficiente de
endogamia (F,) en cada estacion fue calculado con el
programa FSTAT (Goudet, 1995).

Andlisis de datos para estructura genética

Para estimar los valores de estructura genética entre
pares de poblaciones se usé el estadistico G”;, de
Hedrick (Meirmans y Hedrick, 2011) con el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2006). Para verificar la
existencia de poblaciones diferenciadas genéticamente
de P. magdalenae entre cuencas fluviales, se realiz6 un
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analisis molecular de varianza (AMOVA) con el programa
ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et al., 2005). Con esta prueba
se analizd la distribucion de la variabilidad genética
considerando el lote de reproductores de cada centro
piscicola y la cuenca hidrografica a la que pertenece.
Por esta razdn, los agrupamientos se realizaron de la
siguiente manera: las estaciones Sena, Repelén y San
Silvestre pertenecientes al rio Magdalena como el primer
grupo; las estaciones CINPIC y CVS pertenecientes al rio
Sint como el segundo grupo; y las estaciones CVC del
rio Cauca y Maracas del rio San Jorge como un tercer y
cuarto grupo respectivamente.

Teniendo en cuenta que el patron migratorio de P.
magdalenae puede implicar flujo genético entre las
diferentes cuencas, es posible que esto se vea reflejado
en la informacion genética de los reproductores de
cada centro piscicola. Por ello, se realiz6 un analisis de
agrupamiento bayesiano con el programa STRUCTURE
2.3.3 (Hubisz et al., 2009), el cual permitié identificar
la presencia de grupos genéticos entre las estaciones
piscicolas estudiadas. En este sentido, el nimero de
subpoblaciones K se estim6 considerando 20 corridas
independientes de K= 1 — 10, que fueron llevadas a cabo
con 500000 repeticiones de MCMC y 150000 periodos
de burn-in usando la ubicacién de muestreo como prior
de informacion, frecuencias de alelos correlacionados
y mezcla. Estos parametros fueron seleccionados ya
que el modelo de mezcla asume la probabilidad de que
un individuo pueda heredar una fraccién del genoma
de un antepasado en una poblacién K, y la frecuencia
de alelos correlacionados permite simular que
diferentes poblaciones pueden tener frecuencias alélicas
similares (Falush et al., 2003). Teniendo en cuenta la
presencia de alelos nulos previamente reportados por
el programa MICRO-CHECKER, se utilizé la opcion
RECESSIVEALLELES que le permite suponer al programa
que el alelo recesivo no puede ser observado en estado
homocigoto, aunque podria estar presente (Rico et al.,
2017).

Finalmente, para establecer el nimero de poblaciones
(K) presentes, se sigui6 el método propuesto por Evanno
et al. (2005). Este valor fue calculado mediante el uso
del programa STRUCTURE HARVESTER 0.56.3 (Earl
y VonHoldt, 2012) y fue resumido y graficado con el
programa Clumpak (Kopelman et al., 2015).

RESULTADOS
Diversidad genética

Todos los loci evaluados fueron 100% polimérficos
para P. magdalenae en los diferentes centros piscicolas
estudiados. Todas las poblaciones presentaron
desviaciones en el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
para todos los loci (p< 0,01). Estas desviaciones se dieron
por causa del déficit de heterocigotos observados y la
identificaciéon de alelos nulos en todos los loci por el
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programa MICRO-CHEKER, que se refleja en los valores
positivos registrados en el indice F,; (Tabla 2). Un total
de 142 alelos fueron reportados en las poblaciones
evaluadas, siendo el locus PL119 el que registré mayor
numero de alelos con 27, mientras que el locus PL64 s6lo
detectd 16 (Tabla 1). La mayor riqueza alélica (R,) fue
reportada en el locus PL119 con 14,530 alelos, mientras
que la menor R, fue observada en el locus PL34 con 8,933
(Tabla1).

Los resultados por estacion piscicola mostraron que el
menornumeropromediodealelosporlocusfueregistrado
en los individuos evaluados en Maracas con un total de
8,714 alelos, mientras que la estacion Sena fue la que
presentd mayor promedio de alelos por locus con 17,429.
Este mismo patrén se observd en el nimero efectivo de
alelos ne (Tabla 2). En general, una baja heterocigosidad
observada (Ho) se evidencid en las poblaciones de los
siete centros piscicolas, siendo Maracas la que registr6
menor valor de Ho (0,109), mientras que la estacién San
Silvestre fue la que present6 mayor Ho (0,268). Contrario
a esto, la heterocigosidad esperada (He) registr6 altos
valores en general, donde la estacion Sena obtuvo mayor
valor de He (0,884), mientras que la estacion CVS fue la
de menor valor (0,792) (Tabla 2). Todas las poblaciones
de las diferentes estaciones piscicolas presentaron
valores altos de endogamia (F,;> 0,697).

Estructura genética

El resultado de la prueba G”’;, de Hedrick mostré que
entre los diferentes centros piscicolas hay diferenciacion
genética significativa, aunque no existen patrones claros
en cuanto a la distribucién desigual de la variabilidad
genética del Bocachico. Al analizar los valores de
G”,, pareados en cada estacién, se pueden observar
fluctuaciones que van desde aquellos que presentan
muy poca diferenciaciéon genética como Repelén y
San Silvestre con 0,076, hasta aquellos que presentan
moderada diferenciacién como CVC y CVS con 0,509
(Tabla 3).

El resultado obtenido por el analisis AMOVA mostrd
que, cuando se agruparon las estaciones piscicolas
por cuenca de origen de los reproductores, el mayor
porcentaje de variacién se localizd entre individuos
dentro de las poblaciones y no entre los grupos. Este
resultado sugiere una falta de estructuraciéon genética
entre los grupos conformados, que se evidencia en los
indices de fijacién obtenidos por el analisis (Tabla 4).

Por otro lado, el resultado obtenido mediante
agrupamiento bayesiano, sugiri6 la coexistencia de tres
grupos genéticos (K=3) en los siete centros piscicolas
estudiados. De este modo, las poblaciones de los centros
piscicolas de Maracas y CVS mostraron mayor frecuencia
para el cliister azul oscuro, mientras que las estaciones de
Repeldn, San Silvestre, CVC y CINPIC presentaron mayor
frecuencia para el clister azul claro. Finalmente, los
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Tabla 2. Parémetros de diversidad genética poblacional detectada en cada centro piscicola.

Poblacién N Na ne Ho He Fis

Maracas 43 8,714 (0,892)  5,526(0,996) 0,109 (0,035) 0,795 (0,024) 0,859 (0,046)
Sena 380 17,429 (1,587) 9,422 (1,074) 0,191 (0,045) 0,884 (0,015) 0,786 (0,049)
Repelén 447 15,286 (1,769) 8,257 (1,599) 0,236 (0,055) 0,851 (0,025) 0,729 (0,060)
San Silvestre 24 11,143 (1,335) 8,149 (1,091) 0,268 (0,065) 0,864 (0,018) 0,697 (0,070)
cve 39 11,857 (1,870) 7,463 (1,460) 0,199 (0,056) 0,837 (0,027) 0,763 (0,066)
CVS 54 10,000 (1,414) 5,808 (1,136) 0,232 (0,039) 0,792 (0,033) 0,707 (0,048)
CINPIC 57 12,000 (0,976) 7,010 (0,674) 0,181 (0,035) 0,849 (0,015) 0,788 (0,040)

N: Tamano de muestra, Na: nimero promedio de alelos, ne: nUmero promedio efectivo de alelos, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad

esperada, F: indice de endogamia, Entre paréntesis: Desviacion estandar.

Tabla 3. Valores estimados de estructura genética por pares de poblaciones a partir del indice G”, de Meirmans
y Hedrick (2011). Valores de G”,, por debajo de la diagonal y valores de significancia por encima de la diagonal.

Maracas Sena Repelon San Silvestre cvC CVs CINPIC

Maracas 0,000 0,002 0,002 0,002 0,002 0002 0,002
Sena 0,436 0000 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Repelon 0297 0222 0,000 0,002 0,002 0002 0,002
San Silvestre 0,234 0,119 0,076 0,000 0,002 0,002 0,002
cve 0401 0313 0317 0,298 0,000 0,002 0,002
CVS 0333 | 0409 0,383 0266  [OBOON 0000 0,002
CINPIC 0315 0262 0,123 0,115 0269 | 0410 0,000

El gradiente de color azul indica que: a mayor tonalidad mayor grado de estructura entre pares de poblaciones.

Tabla 4. AMOVA realizado en las estaciones Sena, Repeldn y San Silvestre como el primer grupo, CINPIC y CVS
como el segundo grupo y las estaciones CVC y Maracas como tercer y cuarto grupo respectivamente.

Sumade Componentes (%) *Promedio indices

Fuente de variacion cuadrados  devarianza  variacién de fijacion p-valor
Entre grupos 76,446 0,032 1,024 Fg: 0,754 <0,001
Ent blaci
NITe poblaciones 4y 446 0,106 3,368 Fo: 0,034 <0,001
dentro de los grupos
Entre individuos dent
nire MAVIAUOS entro. g0+ 153 2277 72,121 Fep: 0,010 0,022
de las poblaciones
Entre individuos 701,000 0,742 23,487 F 720,765 <0,001

*Indices de fijacion calculados para los agrupamientos realizados por cuenca hidrogréfica de origen. F,: coeficiente

de endogamia permutado entre individuos dentro las poblaciones; F, . coeficiente de diferenciacion permutado entre
individuos y poblaciones, dentro de los grupos; F: coeficiente de diferenciacion permutado entre poblaciones dentro de
los grupos; F,: coeficiente de endogamia permutado entre poblaciones y entre grupos.
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Figura 2. Estructura genética poblacional estimada con marcadores moleculares microsatélites en P. magdalenae a partir del agrupamiento bayesiano.

individuos de la estacion Sena fueron los que tuvieron
mayor mezcla entre los tres cliisteres encontrados, con
mayor representaciéon del clister naranja (Figura 2).
Estos resultados muestran que no existe relacién entre
los grupos genéticos formados y los rios donde fueron
recolectados los individuos de cada piscicola: Maracas
(rio San Jorge), Sena, Repelén y San Silvestre (rio
Magdalena), CVC (rio Cauca) CVS y CINPIC (rio Sind).

DISCUSION
Diversidad genética

El éxito de los programas de repoblamiento de peces en
Colombia, depende en gran medida de la variabilidad
genética presente en las poblaciones analizadas, por lo
que el uso de marcadores moleculares microsatélites
permitid detectar con alta eficiencia los alelos presentes
en cada uno de los centros piscicolas. Sin embargo, la
baja variabilidad observada (Ho) y los altos valores de
endogamia(F,)encontradosenlasestacionesestudiadas,
pueden ser resultado no sélo de factores histéricos
que han afectado a las poblaciones de Bocachico en
medio natural. En conjunto con problematicas como
la fragmentacién de hébitat (Orozco y Narvaez, 2014;
Fontalvo et al., 2018) y la sobrepesca (Mojica et al.,
2012; SEPEC, 2016), se suma la selecciéon arbitraria
de individuos para el establecimiento de los sistemas
de reproductores en cada centro, que ocasionaria un
efecto fundador. Este Gltimo, consiste en la pérdida de
variacion genética cuando se conforma una poblaciéon
a partir de un bajo nimero de individuos, lo que causa
altos niveles de endogamia (Caujapé Castells, 2006).
Pese a las diferentes problematicas que experimentan
las poblaciones de esta especie, se ha demostrado que
la diversidad genética puede recuperarse dentro de
las estaciones piscicolas, luego de un buen manejo
reproductivo considerando aspectos moleculares. En
este sentido, se ha documentado que las progenies
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bien manejadas en el Bocachico han presentado mayor
calidad genética con respecto a los parentales y esta
variabilidad ha sido correlacionada positivamente con la
tasa de fertilizacion, produccién de peso y sobrevivencia
(Torregroza Espinosa et al, 2015). Esto sugeriria
que una buena calidad genética a nivel poblacional
reflejara mejores caracteres productivos en los peces
seleccionados como reproductores. Por lo anterior, se
considera que las poblaciones evaluadas en este trabajo
son un recurso genético con alto potencial, dados los
valores de heterocigosidad esperada (He) registrados,
lo que resulta ser de vital importancia a la hora de
definir criterios de seleccion de reproductores para los
programas de repoblamiento (Lopera-Barrero et al.,
2015).

Los valores de heterocigosidad esperada, son
explicados con base en la riqueza alélica detectada
por los loci (8,933 - 14,530, Tabla 1), y han mostrado
similitud con lo reportado para P. magdalenae (8,1 - 11,5)
por otros autores (Santacruz, 2003; Orozco y Narvaez,
2014). Sin embargo, es importante mencionar que
la cantidad de individuos con que se inicia un centro
piscicola, influye directamente sobre el polimorfismo
de los loci de las siguientes generaciones (Teija et al.,
2006). Es fundamental que los individuos a utilizar
para conformar una estacién piscicola (alevines o
adultos), tengan una caracterizaciéon genética previa
para garantizar una buena distribucion genética en las
generaciones posteriores. En general se ha recomendado
que los reproductores presenten una heterocigosidad
entre 0,3y 0,6 (Torregroza Espinosa et al., 2015), con un
limite de endogamia de 5%, considerando un nimero
minimo efectivo de animales de 100 en una proporciéon
1:1. De esta manera, se espera propender a disminuir la
homogenizacion del acervo genético de esta especie para
evitar una depresién por endogamia (Bengtsson et al.,
1995). Estomaximizalanecesidad de considerar aspectos
genéticos y reproductivos dentro del direccionamiento
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de los programas de repoblamiento, dados los riesgos
del manejo inadecuado que ya se han reportado (Wasko
et al.,, 2004; Porta et al., 2006; Moreira et al., 2007) y que
ademas implica necesariamente el realizar un cambio
en la composicién genética de las poblaciones que son
mantenidas en cautividad.

Aunque se realizaron los analisis correspondientes
para minimizar el impacto de los alelos nulos en
las poblacionales, no se descarta que el déficit de
heterocigotos observado pueda ser producto de este
fendmeno, asi como la desviaciéon detectada en el EHW.
Estos patrones asociados a la presencia de alelos nulos
y las desviaciones en EHW, ya han sido reportados para
el género Prochilodus (Hatanaka et al., 2006; Orozco y
Narvaez, 2014; Fontalvo et al., 2018), y resulta alarmante
debido a que los reproductores evaluados presentan
niveles de heterocigosis muy pobres. Esto podria ser
un espejo de lo que esta sucediendo en medio natural,
como consecuencia de los repetidos programas de
repoblamiento mal direccionados. Sin embargo, los
resultados obtenidos por los diferentes indices de
diversidad, muestran que estas poblaciones de Bocachico
tienen gran potencial para recuperar la diversidad de
las poblaciones que se encuentran habitando en medio
silvestre.

Estructura genética

Mediante aproximaciones bayesianas realizadas con
el programa STRUCTURE, se encontré6 que existen
tres grupos genéticos diferenciados distribuidos
entre los diferentes lotes de reproductores (Figura
2). Estos resultados fueron congruentes con lo que
se ha reportado para las poblaciones silvestres de P.
magdalenae, donde se evidencia la co-existencia de
tres poblaciones genéticas en la cuenca del Magdalena
(Orozco y Narvaez, 2014; Fontalvo et al., 2018). Dado que
P. magdalenae es considerado un pez migratorio de larga
distancia (Jiménez-Segura et al., 2010; Aguirre Pabon et
al., 2013) sus poblaciones silvestres han experimentado
una fuerte diferenciacion, que ha sido detectada a través
del uso de marcadores moleculares microsatélites. Dicha
diferenciacién ha sido atribuida a varias causas donde
se destaca la presencia de barreras artificiales en toda
la longitud del rio (Jiménez-Segura et al., 2014), que ha
limitado la dispersién de la especie durante su proceso
migratorio (Fontalvo et al., 2018).

Este trabajo muestra que los grupos detectados no
fueron genéticamente homogéneos, lo que indica que
entre las estaciones existe flujo, a pesar de que los lotes
de reproductores son obtenidos de diferentes rios. Lo
anterior implica que al menos un individuo recolectado
en cada estacion muestreada fue asignado a uno de
los tres grupos. Sin embargo, este comportamiento
no fue evidente en las muestras recolectadas en las
estaciones piscicolas del rio San Jorge (Maracas) v

60

Sint (CVS y CINPIC), donde sélo fue posible identificar
dos cliisteres poblacionales. Mientras que la estacion
piscicola que presenté mas mezcla (K=3) fue la del
Sena, en la cual los reproductores fueron obtenidos
de parte baja de la Cuenca del rio Magdalena. Este
aspecto tiene implicaciones importantes, debido a
que esta especie usualmente necesita migrar desde
las zonas de inundacién mas bajas de los rios (zona de
alimentaciéon y maduracion), hacia las partes altas,
donde realiza el proceso reproductivo (Jiménez-Segura
et al.,, 2010; Mojica et al., 2012). Por ende, la coexistencia
de tres poblaciones en la parte baja de la cuenca del rio
Magdalena (ciénagas y cauce principal del rio) (Orozcoy
Narvaez, 2014), podria explicar la conformacion genética
de este lote de reproductores. Es fundamental aclarar
que entre algunos lotes de reproductores existe una
distancia geografica considerable (CVC y SENA= Aprox.
1000 km), siendo los animales capturados directamente
en el rio Cauca y el Magdalena respectivamente. Pese
a la separacion entre ambas piscicolas es posible que
entre las poblaciones existiese un flujo génico en el
ambiente natural previo a la conformacién de los lotes
de reproductores, lo que explicaria su similitud genética,
circunstancia confirmada con el resultado de G, (0,313)
que mostro una baja diferenciacion.

Adicionalmente, estos procesos de sub-estructuracién
en poblaciones silvestres de Bocachico, se mantienen
bajo la hipétesis de ondas reproductivas (Jorgensen et
al., 2005; Orozco y Narvaez, 2014). Esta hip6tesis plantea
que, aunque las poblaciones coexisten en un mismo
habitat, el proceso de desove se realiza en tiempos
diferentes. Esto hace que las estaciones piscicolas que
quieran implementar programas de repoblamiento,
tengan que garantizar en la conformacién de sus lotes,
la presencia reproductores representantes de cada uno
de los grupos genéticos encontrados en cada cuenca.
Este aspecto es de vital importancia debido a que puede
inducir la perdida de genes importantes en la adaptacion
al ambiente que limiten la capacidad de supervivencia de
los organismos liberados (Senstebe et al., 2007).

Este precedente es un indicativo de que se debe
respetar la integridad genética de cada cuenca, evitando
eventos de reintroduccion de organismos entre cuencas
diferentes, ya que estudios realizados en el género, han
mostrado el efecto que puede tener las malas praxis
en cuanto al manejo reproductivo sobre el lote de
reproductores. Lopera-Barrero et al. (2007) mediante el
seguimiento de un programa de repoblamiento realizado
con la especie P. lineatus, demostraron que la utilizacion
de estrategias reproductivas incorrectas contribuyen a
la baja variabilidad genética de las poblaciones de esta
especie. Eventualmente Povh (2007) demostré también
que la diversidad genética de poblaciones de Piaractus
mesopotamicus Holmberg, 1887, en cautiverio fue menor
que la de las poblaciones silvestres, por causa de un
manejo reproductivo deficiente de los animales. Por
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estas razones, se sugiere que el manejo reproductivo y
genético de las poblaciones de Bocachico destinadas a
programas de repoblamiento, no puede ser realizado
de manera homogénea. Cada estacion piscicola debe
establecer lotes de reproductores por separado en
funcion de su informacién genética para que exista una
congruencia entre los organismos liberados y aquellos
que habitan en medio natural.

CONCLUSIONES

Los diferentes programas de conservaciéon, son
estrategias enfocadas a la recuperacién y/o proteccion
de recursos fuertemente impactados que se encuentran
bajo algin grado de amenaza. Esto sugiere que las
poblaciones presentan algin tipo de riesgo para su
continuidad en el ambiente natural. Sin embargo, estas
estrategias muchas veces son ejecutadas sin ningin
criterio técnico-cientifico que soporte su uso, como es
el caso de los repoblamientos realizados con especies
nativas (Merino et al., 2013).

Con base en los hallazgos de este trabajo, se
recomienda la implementacién de los siguientes pasos
para la aplicabilidad de esta estrategia en Colombia: i) la
realizacién de una caracterizacion genética total de los
lotes de reproductores y su afinidad con las poblaciones
en medio natural sujetas al programa de repoblacion;
ii) Evitar el uso de reproductores de diferentes
cuencas que pueden erosionar el acervo genético de
la poblacién receptora, con la posible eliminacion de
informacién genética valiosa para la adaptabilidad de
las poblaciones; iii) Implementar lotes de reproductores
por separado que respeten la integridad genética de las
poblaciones halladas en medio natural; y iv) Identificar
genéticamente a cada individuo (uso de microchips)
dentro del lote de reproductores para darle un manejo
reproductivo adecuado y dirigido, que tenga como
finalidad incrementar los niveles de variabilidad
genética de la poblaciéon de Bocachico dentro de cada
sistema de reproductores.

Finalmente, la conservaciéon de todo el sistema
ecoldgico donde habita la especie objetivo es necesaria
para que exista un verdadero éxito en un programa de
repoblamiento y no se produzcan efectos negativos en
la ictiofauna del sistema. De esta forma, las medidas
conjuntas de conservacion de la diversidad genética y
del ecosistema acudtico son necesarias para que estos
programas tengan éxito, y asi garantizar la continuidad
de los recursos icticos en Colombia, siendo el Bocachico
un modelo de referencia para otras especies de peces
reofilicos en peligro de extincion.
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