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Resumen

El rio Magdalena es una de las cuencas mds importantes de Colombia, cuenta con gran cantidad de
especies de peces importantes para la economia de muchas comunidades en el pafs. Sin embargo,
una reduccién marcada en las poblaciones de distintas especies atribuido a 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 econdémica para la pesqueria artesanal, se han visto seriamente afectadas, por lo que se ha
generado la necesidad de analizar el hdbitat y la 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. Esto
permitié evaluar el estado de la diversidad genética en 171 organismos, como se encuentra distribuida
esta variabilidad en las localidades de estudio y cémo influyen algunos factores como la construccién
de la represa sobre su estructura genética. En este sentido, se obtuvieron 111 alelos distribuidos en siete
loci 100 % polimorficos. El promedio general para la heterocigosidad observada fue de 0,2169, mientras
que para las esperadas fue de 0,8316. Los estadisticos de Fst y PhiPT mostraron que existe una moderada
diferenciacion entre la represa de Betania y las demds localidades muestreadas. El andlisis de inferencia
bayesiana detect6 la coexistencia de tres poblaciones en la cuenca del rio, entre las que destaca la de
Betania. Estos resultados se pueden estar presentando, debido a la fragmentacién que genera la represa
en el rfo, impidiendo el flujo genético entre las localidades aguas arriba y aguas abajo de la represa.

Abstract

The Magdalena River is one of the most important basins in Colombia, it has a large number of
important fish species for the economy of many communities in the country. However, there’s been a
reduction in the population caused by different factors. One of the major problems is the construction
of the Betania dam, in response to the energy requirements in Colombia. However, migratory species
such as Prochilodus magdalenae, of economic importance for the artisanal fishery, have been seriously
affected. For this reason, it became neccesary to analyze its genetic diversity and habitat, taking into
account the construction of the dam as a possible factor of fragmentation. For this purpose, the use
of microsatellites as a molecular marker in different study locations upstream and downstream of the
dam is adequate. It was possible to evaluate in 171 individuals the state of genetic diversity. In this
respect, 111 alleles distributed in seven loci 100 % polymorphic were obtained. The overall averages
for the heterozygosity observed were 0.2169, while the expected ones were 0.8316. The Fst and PhiPT
statistics showed that there is a moderate differentiation between Betania’s locality and all the localities
sampled. The analysis of Bayesian inference detected the coexistence of three populations in the river
basin, being the Betania’s locality represented only by one of the three populations registered 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 locations upstream and downstream of the dam.
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Diversidad y estructura genética del bocachico aguas arriba y abajo de la represa Betania

Introduccion

La fragmentacion es considerada como uno de los
principales factores responsables de la alteracién del medio
ambiente y de los ecosistemas; ya que afecta la funcién,
la estructura y la composicién en determinado espacio
natural (Instituto Alexander von Humboldt, 2002). Estas
afectaciones provocan una disminucién en la conectividad
y/o crea bordes en el hdbitat, lo que genera cambios en el
comportamiento de las especies asociadas a los ambientes
fragmentados y, por ende, aumenta la vulnerabilidad de
los organismos (Bustamante y Grez, 1995). Pese a los
reconocidos efectos de la fragmentacion del habitat en
la dindmica ecosistémica, la construccién de barreras
artificiales, como las represas, estd ligadas al desarrollo
econdmico y social de una comunidad, para dar soluciones
al requerimiento de recursos como agua y energfa a las
poblaciones humanas (Agostinho et al., 2008; Jiménez-
Segura et al., 2014). Sin embargo, su construccion ha llegado
a generar desde reducciones o aumentos en el nimero de
especies de peces (Agostinho et al., 2001) hasta extinciones
locales asociadas a la cuenca intervenida (Rodriguez, 2015).

Cabe senalar que la fragmentacion 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 léticos, especialmente el componente bidtico
(Kopas y Puentes, 2009). Es asi como se han presentado
casos en que algunas especies de peces han incrementado
0, en caso contrario, han disminuido a causa de la
construccién de la represa (Agostinho et al., 2008). Esta
problemadtica ha despertado el interés de la comunidad
cientifica internacional para entender cdmo responden las
poblaciones de especies reofilicas frente a la construccion
de estas barreras fisicas a nivel molecular. Es asi como se
hace necesaria la implementacion y uso de herramientas
genéticas, para analizar la pérdida de variabilidad en
las poblaciones afectadas. Por lo anterior, el uso de
microsatélites ha resultado muy 1til para analizar aspectos
genéticos en términos globales de muchas especies de
peces migratorios, como el género Prochilodus, un modelo
biolégico adecuado para entender cdmo responden
genéticamente estos organismos frente a las diferentes
barreras naturales y artificiales que los pueden afectar
(Carvalho-Costa et al., 2008; Jiménez-Segura et al., 2010;
Silva, 2011; Barroca et al., 2012a; Orozco y Narvéez, 2014;
Pelecice et al., 2014; Guevara, 2015).

El rio Magdalena, considerado como la principal cuenca
hidrografica del pafs, es uno de los medios de apoyo
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econdmico mds importantes, por ejemplo, para muchas
comunidades cuyo sustento se basa en la pesca (Jiménez-
Segura et al., 2010). Alberga alrededor de 167 especies
de peces, de las cuales se puede resaltar a Prochilodus
magdalenae (Steindachner, 1879); especie endémica,
conocida cominmente como bocachico (Maldonado-
Ocampo et al., 2005), la cual 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, tal como se observa
en la figura 1 (Mojica et al., 2012). El bocachico como
especie migratoria tiene dos picos reproductivos anuales
que concuerdan con los patrones hidroldgicos del rio
Magdalena. En este sentido, el primer pico reproductivo
inicia entre diciembre y enero, mientras que el segundo,
entre julio y septiembre. En este dltimo se cree que sélo se
reproducen aquellos individuos que no pudieron hacerlo
durante el primer ciclo hidrolégico del rio (Jiménez-Segura
et al., 2010).

Figura 1. Ilustracién de Prochilodus magdalenae (Ilustracién
digital de Maria José Cardenas Angulo).

Debido a su importancia pesquera, esta especie ha sido
sometida a estudios ecoldgicos (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. No obstante,
entre los estudios desarrollados con microsatélites, se
pueden destacar los realizados para la especie Prochilodus
magdalenae (Santacruz-Beltrdn, 2003; Orozco y Narvéez,
2014; Guevara, 2015) (ver tabla 5), donde se exhiben para
todos los casos bajos valores de variabilidad debido a
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 Narvdez, 2014).

Por lo tanto, considerando la distribucién geogréfica de esta
especie (Maldonado-Ocampo et al., 2005) y su categoria
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de amenaza como vulnerable (Mojica et al., 2012), el uso
de microsatélites como marcadores moleculares resulta
ttil para evaluar la estructura y diversidad genética del
bocachico posterior a la construccién de la represa de
Betania en 1987, en la parte media y alta de la cuenca del
rfo Magdalena.

Materiales y métodos
Area de estudio

La cuenca del rio Magdalena ocupa un drea de 257438
km?, representando un 24 % del territorio nacional que,
ademds, colinda con 18 departamentos donde cerca del
80 % de la poblacién depende de esta cuenca por ser un
importante eje de desarrollo econémico (Lasso et al., 2011).
Presenta tres divisiones que son: Alto Magdalena, con una
altura aproximada desde su nacimiento en los 3 685 hasta
Honda en los 229 m.s.n.m. La segunda divisién, llamada
Medio Magdalena, va desde los 229 hasta los 33 m.s.n.m.
en el municipio de El Banco departamento del Magdalena.
Finalizando, la tercera divisién o bajo Magdalena
comprende la desembocadura del rio Magdalena que va
desde los 33 m.s.n.m. hasta el nivel del mar (IDEAM y
Cormagdalena, 2001).

Fase de campo

Las muestras se obtuvieron 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 del
sitio de desembarque, lo que garantizé que los individuos
capturados pertenecieran a las localidades seleccionadas.
Debido a que la especie analizada en el presente estudio es
muy comercial, su reconocimiento en campo no requirié
de claves taxondmicas especializadas. No obstante, se tuvo
en cuenta que efectivamente los individuos tuvieran las
caracteristicas morfoldgicas tales como: la espina predorsal
punzante, 10 radios en la aleta dorsal, 11 radios en la aleta
anal y entre 40 y 46 escamas perforadas que caracterizan
la linea lateral (Mojica et al., 2012).

Un total de 171 especimenes se recolectaron 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 Boyaca, otros 40 de La Dorada, 19 de Neiva, 29 de

Betania y finalmente 43 de Saldana. El tamaio muestral
del presente estudio dependié del niimero de especimenes
que fue recolectado por los pescadores en cada localidad
durante el periodo de muestreo. Posterior a esto, se
tomaron muestras de tejido muscular del pedtinculo caudal
y se fij6 en etanol al 96 % para su conservacion.
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Figura 2. Mapa de las cinco localidades de estudio en la cuenca
del rio Magdalena, Colombia.

Fase de laboratorio

El ADN gendmico se extrajo del musculo de la aleta caudal
de los ejemplares recolectados, usando el kit MasterPureTM
(Epicentre Biotechnologies®). El ADN se verificd a través
de un gel de agarosa al 0,8 % tenido 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 amplificacién cruzada en P. magdalenae (Rueda et al.,
2011). La reaccién de amplificacion se realizé siguiendo las
condiciones propuestas por Rueda et al. (2011) y Orozco y
Narvaez (2014). El volumen final utilizado fue de 10 jL,
conteniendo 100 ng de ADN, 1 X de reaccién buffer, 2 mM
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de MgCl2, 200 pM 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 s a
72 °Cy una temperatura de extension final de 72 °C por 10
minutos. Las reacciones se analizaron en un termociclador
con gradiente de temperatura ESCO-SWIFT MaxPro.
Los productos de la amplificacién fueron analizados por
electroforesis capilar QIAxcel Advanced (QIAGEN) usando
un kit de alta resolucion (High Resolution Kit QIAGEN) y
una escalera de peso molecular de concentracién conocida
(DNA SizeMarker 50-800 bp v2.0 QIAGEN).

El tamafio de cada producto amplificado se determind con el
programa ScreenGel Qlaxcel v1.0 QIAGEN, el cual permitié
cuantificar el peso de cada banda y, consecuentemente,
distinguir el genotipo de cada individuo.

Andlisis de datos

A partir de la matriz final de datos que contiene el
genotipo de todos los individuos y con la ayuda del
programa MSTOOLS, fue verificada la diferencia entre
los tamafios de los alelos presentes en la poblacién
(Park, 2001). Este mismo programa se utilizé para
la generacién de los diferentes archivos de entrada
utilizados en otros programas. Por ejemplo, la presencia
de errores en la genotipificacién derivados de artefactos
técnicos, o 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 1000 simulaciones bootstrap;
de esta manera, crearon intervalos de confianza entre la
frecuencia esperada de homocigotos y heterocigotos para
los alelos registrados.

Tabla 1. Descripcién de cada microsatélite utilizado. Motivo de repeticion, Temperatura °C, N,.; Numero de alelos, Tamafio en

pares de bases. Tomado y modificado de Rueda et al. (2011).

Locus Motu{o.('ie T(°C) N Tamaro en Secuencia del primer
repeticion A pares de bases
F:  5-TCTGAGCTGTGAGGAATGGA-3’
PL3 (CA)n 50 6 185-203
R:  5-AGAGCGCTCAAGCACAAGAT-3’
F:  5-TGCCCAACACTGAAACTGAG-3’
PL14 (CA)n 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-AGAGCAACACAGGGAGGAGT3’
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 ntimero de alelos por locus
(N,), heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad
esperada (He), usando el programa GenAlex 6.5 (Peakall
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y Smouse, 2006). El coeficiente de endogamia (Fis) para
los siete loci se calcularon en FSTAT (Goudet, 1995). El
equilibrio de Hardy-Weinberg (p <0,05) se estimé por
medio de una prueba andloga a la prueba exacta de Fisher
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(Guo y Thompson, 1992) que tiene como hipétesis nula
la unién aleatoria de gametos. Esta prueba fue estimada
con una serie de permutaciones de la Cadena de Markov
Monte Carlo (MCMC) (10 000 batches / 1000 iteraciones),
implementados en GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995).

La segregacion independiente de los genotipos o
desequilibrio de ligamiento, se comprobé usando pruebas
exactas con MCMC (10 000 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 para evaluar el grado de significancia de
la variabilidad genética entre y dentro de las localidades,
se realizd un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) en
el programa ARLEQUIN 3.1 (Schneider et al., 2000). Este
andlisis examind la distribucion de la variabilidad genética
dentro de diferentes niveles jerdrquicos a diferentes escalas
geogréficas 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 Saldafia) y 3, finalmente
considerando a la represa de Betania como un grupo
independiente de las demds localidades. Ademads de esto,
el programa ARLEQUIN 3.1 se emple6 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), ademds de ser el mds adecuado en
estudios que contengan muestras de tamano moderado
a pequefio (menos de 50) y que utilicen menos de diez
loci. Adicionalmente, se utilizé el indice PhiPT como
prueba andloga, basado en la hipétesis que los loci no
se encuentran bajo los supuestos de equilibrio de Hardy-
Weinberg.

La metodologia de agrupamiento bayesiano de STRUCTURE
versién 2.3.3 (Hubisz et al., 2009) se aplicd para identificar
grupos de individuos genéticamente similares y determinar
el nivel de estructura genética en los datos independientes
de las 4reas muestreadas. Este programa realiza una prueba
de asignacion donde los individuos son clasificados segin
las probabilidades de pertenecer a uno o mds grupos
cuando la poblacién es genéticamente mezclada.

Para estimar el ntimero de subpoblaciones (K), 20 corridas
independientes de K = 1 - 8 fueron llevadas a cabo con 10
000 repeticiones de MCMC, con 1000 periodos de burn-in,

usando informacién LOC-PRIOR y asumiendo frecuencias
alélicas correlacionadas (Allele Frequencies Correlated). El
patrén 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 proporcién de
herencia de su ancestro en cada poblacién. 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).

Resultados

Diversidad genética

Todos los microsatélites evaluados fueron polimérficos (100
%) en los ejemplares de P. magdalenae en las diferentes
localidades del rio Magdalena. 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 (cinco
cada uno), mientras que P119 tuvo 16 (tabla 2). Por otro
lado, 1a Ho en promedio para todas las localidades fue de
0,21, la poblacién de Saldafa presentd el indice mdas bajo
con 0,11 y Betania fue la de mayor Ho con 0,27.

No obstante, la He fue considerablemente mds 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.

Estructura genética y diferenciacion
poblacional

La prueba de Fst mostré un valor global de 0,065 e
indicé una moderada diferenciacion entre las localidades
examinadas, segtn la escala de Wright (1978). 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 diagonal inferior.
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Al igual que los valores de Fst, el indice de PhiPT
mostré valores que van desde una baja a una moderada
diferenciacién genética entre la mayoria de las localidades.
Es importante resaltar que, a pesar de la poca distancia
geogrdéfica entre Neiva y la represa de Betania, los valores
registrados para estos indices evidenciaron una moderada
diferenciacién genética entre localidades.

Debido a que todas las localidades presentaron desviaciones
en el equilibrio de Hardy-Weinberg, se realizé la prueba

no paramétrica andloga a Fst: PhiPT para estimar la
diferenciacion genética entre las localidades. La prueba
mostrd que entre las localidades de Boyacd - La Dorada
y Neiva - La Dorada, se registraron los valores mds bajos
para este indice, lo que indica una baja diferenciacién
entre estas localidades. En los demds andlisis pareados
entre localidades, se encontré una moderada diferenciacién
genética, como se observa en la tabla 3. Cabe resaltar que
la represa de Betania registrd los valores mds altos para
este {ndice.

Tabla 2. Tabla general de resultados. N; tamafo de la muestra, N,; nimero de alelos, Ho; heterocigosidad observada, He;
heterocigosidad esperada, F; indice de fijacién y P; equilibrio de Hardy-Weinberg.

Loci
Sitio Estadistico X
PL28  PLI4  PL23  PL34  PL64  PLII9 PL3
LN 8 14 8 8 9 14 10 10,14
oyaca
= 0 b bl b b b b b b
(NY_ w0 H 0,000 0200 0237 0,050 0579 0,065 0250 0,199
He 0,761 0,03 0817 0755 0838 0913 0810 0,844
F 1,000 0778 0,710 0934 0309 00929 0,691 0765
p <0,001 <0001 <0,000 <0001 <000 <0,00 <0001 <0,001
b N 10 12 8 5 10 13 8 9429
orada
(N= 40 HO 0,050 0310 0,175 0,075 0475 0,406 0,308 0,25
He 0,800 0878 0,818 0684 0,830 0891 0778 0,825
F 0,938 0,647 078 0,890 0428 0544 0,605 0091
p <0001 <0001 <0001 <0001 <000 <000 <0001 <0,001
“ N, 7 13 9 6 8 16 6 9286
elva
— 0 b b b b b b b b
N=19 H 0,000 0211 0316 0176 0500 0211 0368 0,254
He 0,715 0891 0861 0,607 0,792 00925 0,785 0,838
1,000 0,764 0,633 0709 0368 0772 0531 008
p <0,001 <0001 <0,00 <0001 <000 <0,00 <0001 <0,001
I 5 12 12 8 6 12 6 8714
etanla
(N= 20 Ho 0,000 0,143 0643 0333 0208 053 0000 0271
He 0571 0879 0,865 0785 0747 0878 0717 0,804
1,000 0837 0257 0575 072 0390 1,000 068
P <0001 <0001 <0001 <0001 <000 <0,00 <0001 <0,001
N 6 13 10 9 9 16 9 1029
dldana
(N= 43 H 0,000 0,122 0116 0023 0,140 0,18 0,186 0,11
He 0,812 088 0777 0785 0,79 0913 0832 0,847
1,000 0,863 0850 0970 0824 0,79 0776 0869
p <0001 <0001 <0001 <0001 <000 <0,00 <0001 <0,001
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El AMOVA, basado en la agrupacién de las localidades
en diferentes niveles o escalas jerdrquicas, mostré que al
tomar a todas las localidades muestreadas como un solo
grupo, se registré un valor Fst de 0,065 que indica una
moderada diferenciacién segtin la escala de Wright (1978).
Aproximadamente el 6,6 % de la diversidad detectada por
los microsatélites estd distribuida entre las poblaciones,
mientras que cerca de 93,41 % esta distribuido dentro de
las poblaciones, como se muestra en la tabla 4.

El segundo agrupamiento tuvo como objetivo evaluar
el efecto de los tributarios del rio Magdalena sobre la
distribucién de la variacién genética de la poblacién. En
este segundo grupo, se eliming al rio Saldafa del andlisis,
y se encontrd un valor de Fst de 0,031 indic6 la inexistencia

de diferenciacion genética entre las localidades (tabla 4).
El tercer agrupamiento tuvo por objetivo evaluar si la
construccion de la barrera habia causado un efecto sobre
el acervo genético de la poblacién. Lo anterior mostrd
un valor bajo en el indice de Fst (0,017) Registrado en la
tabla 4.

El AMOVA vy los indices Fst y PhiPT, requieren de una
definicién a priori de las subpoblaciones o localidades
muestreadas, y ese agrupamiento puede no corresponder
a verdaderos grupos biolégicos. Por lo tanto, para verificar
la veracidad de la diferenciacién encontrada, se realiz6 un
andlisis bayesiano en el programa STRUCTURE, el cual
identificd la presencia de tres poblaciones que coexisten en
la cuenca del rio Magdalena, como se observa en la figura 3.

Tabla 3. Diagonal inferior: estimacién del indice de Fst entre pares de localidades de P. magdalenae de las cinco localidades
muestreadas, usando siete loci de microsatélites. Diagonal superior; Estimacién del indice de PhiPT entre pares de individuos de
P. magdalenae de los cinco sitios muestreados, usando siete loci de microsatélites.

Poblacion Boyacd Dorada Neiva Betania Saldafia
Boyaca 0 0,010 0,051 0,056 0,054
Dorada 0,007 0 0,047 0,057 0,053
Neiva 0,074 0,072 0 0,059 0,054
Betania 0,085 0,091 0,078 0 0,061
Saldaria 0,093 0,094 0,078 0,091 0
Tabla 4. Andlisis molecular de varianza (AMOVA) en las localidades de P. magdalenae.
0, 0, V)
AMOVA Muestras % Entre % Dentro de . A).(,ie p-valor Fst
grupos los grupos  variacion
Todas las localidades como 6.6 93,41 N/A <0,001 0,065
un solo grupo
Por niveles Un solo grupo sin tributarios 32 96,81 N/A <0001 0,031
(rfo Saldana)
Cauce principal y represa 1,7 98,23 N/A <0001 0,017
Betania como dos grupos
Entre poblaciones N/A N/A 8,86 N/A N/A
STRUCTURE ~ Lnure individuos dentro de N/A N/A 69,76  <0,001 0,08
las poblaciones
Dentro de los individuos N/A N/A 21,73 N/A N/A

N/A: no aplica
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Figura 3. Andlisis bayesiano de las poblaciones de Prochilodus magdalenae en las cinco localidades analizadas.

La mayor parte de los individuos de las localidades de
Boyacd y La Dorada se asignaron al primer cldster (verde),
mientras que en el caso de Neiva y Betania, la mayoria
de los individuos se asignaron al segundo cluster (rojo).
Finalmente, se identificé a la mayoria de los individuos
presentes en el rio Saldafia como una poblacién asignada
al tercer cluster (azul).

Se realiz6 un AMOVA, teniendo en cuenta la agrupacién
de los individuos por clister independiente de la localidad
de origen, para corroborar los resultados del andlisis
bayesiano obtenido en el programa STRUCTURE. Los
resultados mostrados en la tabla 4 indican una moderada
diferenciacion para el estadistico Fst de 0,08 con un alto
nivel de significancia.

Discusion

Diversidad genética

La creciente demanda sobre el recurso energético en
Colombia ha generado la necesidad de fortalecer el
campo hidroeléctrico con la construccion de represas que
afectan la ictiofauna del rio Magdalena. En Colombia se
han documentado factores como el cambio en la oferta
de alimento, aumento de especies invasoras o reduccién
de poblaciones con algin interés pesquero, por efecto
de la construccién de represas (Jiménez-Segura et al.,
2014). Mojica et al. (2012) mostraron la evolucion
histdrica de las capturas totales de P. magdalenae en el
rfo Magdalena, donde se observa la disminucion gradual
que han venido sufriendo las poblaciones de la especie;
coincidiendo ademds con la construccién de la represa
de Betania en 1987. No obstante, no se descartan otros
factores antropogénicos mads 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 sélo son observables a nivel ecosistémicos
(Agostinho et al., 1993); también, 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 P. costatus y P. lineatus en el rio Sdo Francisco
(Brasil), donde registraron valores de diversidad por debajo
de 0,5. Los datos presentados 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 Narvdez (2014) y Guevara (2015) para
P. magdalenae en las 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 5).

En términos comparativos, no existen muchos trabajos
que utilicen marcadores microsatélites para evaluar las
caracteristicas genéticas de las poblaciones de peces
migratorios en Suramérica (Oliveira et al., 2009). Sin
embargo, los valores de variabilidad genética registrados
para P. magdalenae no son comparables a los observados
para sus congéneres, asi como también para otras especies
de importancia comercial que realizan largas migraciones,
ya que los niveles de heterocigosidad observada (Ho) esta
entre los valores mds bajos registrados para todo el grupo
(tabla 5).

Cabe resaltar que en el estudio realizado por Orozco y
Narvaez (2014), se sefiala que existen localidades que se
encuentran distantes de la represa de Betania, por ende
no se tiene clara certeza que la baja variabilidad sea
Unicamente por causa de la fragmentacion del ecosistema
generada por esta represa. Sin embargo, no se descarta que
los efectos localizados de represas como Hidrosogamoso
u otras mds pequeflas que se encuentran en el rio
Magdalena, estén influyendo en la baja variabilidad en
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esta poblacién. Adicionalmente, es importante identificar
si estas poblaciones han experimentado una reduccién
drdstica en su tamano, ya que esta reduccién puede
acelerar la pérdida de variabilidad genética y fijacién
moderada de alelos deletéreos, asi como también reducir
su potencial evolutivo al aumentar la probabilidad
de extincién de la misma (Luikart y Cornuet, 1998;
Vrijenhoek, 1998).

Fueron registrados desvios en el HW para todos los
loci analizados, y presentd 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 fijacién (F).

En estudios realizados con poblaciones de peces, es comtin
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 poblacién 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) y seleccion
de alelos (Garcia De Ledn et al., 1997; Pereira et al., 2009,
Xu et al., 2001).

El efecto Whalund implica la existencia de mds de una
poblacién en cada una de las localidades muestreadas.
Lo anterior se pudo corroborar en las poblaciones del
bocachico con la ayuda de procedimientos bayesianos. Este
resultado coincide con lo registrado por Orozco y Narvaez
(2014). Sin embargo, determinar especificamente cudl es
la causa responsable del déficit de heterocigotos en una
poblacidn no es una tarea facil, pues se hace mas complejo
aun identificar cémo y cudles son las interacciones de las
poblaciones en medio naturales. Debido a lo anterior, el
déficit de heterocigotos no puede ser explicado solo con
una hipétesis, pues la interaccion de los diferentes factores
antes mencionados pueden estar contribuyendo a este
resultado (Sanches, 2007).

Tabla 5. Andlisis 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 alélica, Ho: variabilidad observada y

He: variabilidad esperada.

Especie Rio N°Locus Ra Ho He Autor

Prochilodus costatus Sao Francisco 6 76 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 Galzerani, 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 81 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-Beltrdn, 2003
Prochilodus magdalenae Magdalena 7 11,5 0,276 0,878 Orozco y Narvdez, 2014
Prochilodus magdalenae Catatumbo 7 0,23 0,84 Guevara, 2015
Prochilodus magdalenae Magdalena 7 0,21 0,83 Este estudio
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Los resultados obtenidos pueden estar relacionados con
el comportamiento migratorio de P. magdalenae durante
el afo (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
pérdida de variabilidad. Un ejemplo de ello, es la reduccién
en el tamafio de la poblacién debido a la sobrepesca mds
susceptibles durante la fase de migracién reproductiva
(Jiménez-Segura et al., 2014). Lo anterior conlleva a la
pérdida en la poblaciéon de individuos portadores de
variabilidad genética adaptativa (alelos) y disminuye su
potencial evolutivo. Otro factor importante a considerar
es el repoblamiento mal direccionado a partir de “stocks”
provenientes de granjas piscicolas que posiblemente
pueden incrementar la homocigosis en medio natural.

Este hecho fue evidenciado a través de procedimientos
bayesianos en la represa de Betania, en donde se
mostrd una homogeneidad genética de la poblacién alli
establecida. Asimismo, se resalta la relaciéon 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
(Fundaciéon 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 estdn
liberando dentro de la represa (Guevara, 2015).

Otro factor no menos importante, es la fragmentacién
de hdbitat debido al relleno de las ciénagas, las cuales
son utilizadas como sitio de alimentacion y crianza de
especies, construccién de embalses y represas como el
caso de Betania, la cual fragmenta el acervo genético
de la poblacién. En consecuencia, la fragmentacién y/o
obstruccién de las rutas de migracion altera la estructura y
diversidad genética de esta especie, y se refleja tanto en los
valores de variabilidad obtenidos en el presente estudio, asi
como también en otros modelos bioldgicos que presentan
el mismo patrén migratorio, cuyos cauces han sido sujetos
a la construccidn de represas (Carvalho-Costa et al., 2008;
Rueda et al., 2011; Sanches et al., 2012; Orozco y Narvéaez,
2014; Guevara, 2015) (tabla 5).

Los microsatélites evaluados permitieron demostrar el
estado de vulnerabilidad en que se encuentra la especie,
dada la baja diversidad genética que exhibi6 su poblacién.
No se descarta la posibilidad de que esta baja diversidad
sea resultado de la presencia de alelos nulos y otros
artefactos técnicos y no por una causa biolégica. A pesar
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de eso, es importante resaltar que estas poblaciones pueden
estar expuestas a que cualquier factor ambiental pueda
propiciar su extincién local (Kopas y Puentes, 2009), ya
que aguas arriba de la represa, las poblaciones de especies
endémicas del Magdalena con patrén migratorio de
larga distancia, conocidas comtnmente como La Dorada
(Brycon moorei), el Bagre Rayado (Pseudoplatystoma
magdaleniatum Buitrago-Sudrez y Burr, 2007) y la Picuda
(Salminus affinis Steindachner, 1880) han desaparecido
en su totalidad (Rodriguez, 2015).

Estructura genética y diferenciacion poblacional

Segtin 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 distribucién de la variacién genética
dentro de una poblacién no es homogénea y se estructura
en grupos de individuos similares genéticamente (Laikre et
al., 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 en el indice Fst global mostraron
que existe una moderada diferenciacion genética en el drea
considerada (Fst= 0,065), destacando la diferenciacion
existente entre la represa de Betania y todas las localidades
consideradas en los andlisis. El resultado proporcionado
por el AMOVA indic6 que existe una estructuracion en
la poblacién de P. magdalenae en diferentes escalas
geogrédficas donde se distribuye esta especie. Esta
diferenciacién puede estar relacionada con varios factores
entre los que se puede encontrar, principalmente, la
fragmentacion que genera la represa en la cuenca (Pelicice
et al., 2014) y el efecto de los rios tributarios de la cuenca
del Magdalena como sitios alternos para llevar a cabo
el evento reproductivo. Carvalho-Costa et al. (2008)
evidencian, a través del uso de microsatélites, que no hay
sub-estructuracion en la poblacién de P. costatus aguas
abajo de la represa Tres Marias, ubicada en el rio Sao
Francisco en Brasil. Sin embargo, Barroca et al. (2012a)
mostraron que hay una marcada sub-estructuracién 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 Pard. Lo anterior demuestra que los
peces que se encuentran aguas abajo de la represa, tienden
a diferenciarse de los que se encuentran aguas arriba
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por falta de un flujo génico. Esto permite corroborar un
efecto negativo de la construccién de represas sobre las
especies de peces migratorios, por lo que se deben generar
programas mas efectivos que mitiguen estas problemdticas.

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 incapacidad de los individuos para superar esta barrera y
a la falta de estrategias que permitan la movilizacion de los
individuos a través de la estructura (Carvalho-Costa et al.,
2008). Sin embargo, a pesar de lo anterior, los resultados
aportados por el andlisis bayesiano exhibieron similitud
entre la represa de Betania y Neiva, haciendo parte de la
misma poblacién (cldster rojo; figura 3). Lo anterior puede
ser explicado por dos diferentes hipétesis: (1) es probable
que esta relacion esté 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); y (2) unos de los mecanismos utilizados
para disminuir los impactos generados por las represas han
sido los programas de repoblamiento de peces, donde son
transportados especimenes de importancia pesquera aguas
arriba de la represa (Fundaciéon Humedales, 2008). Dentro
de estos especimenes estd el bocachico, proveniente de
estaciones piscicolas cuyos reproductores son capturados en
inmediaciones de la represa de Betania (aguas abajo de la
represa) y liberados aguas arriba en la misma Carrillo-Avila
et al. (2014). El manejo inadecuado a los individuos que se
incluyen en los programas de repoblamiento contribuye de
esta manera a la homogenizacion del acervo génico de una
poblacién (Guevara, 2015). Debido a lo anterior, en estas
localidades comparten mucha informacién genética que no
estd determinada por mecanismos migratorios naturales.

Adicionalmente, Orozco y Narvdez (2014) y Guevara
(2015) encontraron que existe una moderada diferenciacion
genética entre P. magdalenaey P. reticulatus (sinénimo 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,
lo que sugiere que una gran parte de la poblacién migra
durante el primer pico reproductivo y en el segundo migra
aquella que no lo hizo en el primero (Jiménez-Segura et
al., 2010; Orozco y Narvéez, 2014). Por tanto, Orozco y
Narvdez (2014) consideran que esta estructuraciéon es
mantenida por eventos de “ondas reproductivas”, donde
estos grupos genéticamente diferenciados desovan en los
mismos lugares en tiempos diferentes (Jorgensen et al.,
2005). Se cree que este patrén reproductivo es comun en

muchas otras especies dentro de las cuencas (Lopez-Casas
et al., 2016).

Es importante resaltar la homogeneidad genética existente
en el rio Saldafa, que resulta muy diferente de las otras
localidades. Esto puede ser evidencia de la afinidad que
pueden tener los individuos a regresar a sitios particulares
de la cuenca vy 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 radio-telemetria (Godinho y Kynard, 2006),
aunque este no es exclusivo de peces dulceacuicolas, ya
que también se ha documentado en especies marinas
(Keeney et al., 2005).
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