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RESUMEN.

Investigaciones anteriores realizadas por los autores sobre la caracterizacion sanguinea
del Bocachico y su correlacion con las caracteristicas fisicoquimicas de la cuenca alta
del Rio Cauca, durante un periodo de cuatro afios, detectd gran numero de ejemplares
afectados por patologias sanguineas tipo: anemias microciticas, anemias macrociticas,
policitemias, poiquilocitosis, anisocitosis, hipocramias, leucocitosis, eosinofilias,
basofilias lo que demuestra la vulnerabilidad de esta especie principalmente en el sector
comprendido entre los municipios de Cali y Tulla. (LOpez & Rubio, 2001) Por esta
razon, se realiz0 la caracterizacibn molecular de las poblaciones y subpoblaciones de
bocachico mediante Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Amplificados (Amplified
Fragment Lenght Polymorphisms, AFLP). Para este efecto, se procesd exitosamente
ADN de 122 ejemplares de esta especie, de diferente talla y sexo, capturados durante
un afo en distintos regimenes climéticos en tres sectores equidistantes de la cuenca
alta del Rio Cauca en el Departamento del Valle del Cauca, denominados La Balsa,
Riofrio y La Virginia. El presente estudio determiné mediante el andlisis de polimorfismo
molecular de AFLP , con base en 92 loci para un tamafio muestral de 122, cinco
subpoblaciones de Bocachico (Prochilodus reticulatus), las cuales registraron mayor
heterocigosidad en la estacibn de captura de La Balsa. En contraste, fueron
genéticamente homogéneas en las estaciones de Riofrio y La Virginia respectivamente,
debido a las barreras fisiogréficas, artificiales y contaminantes, principalmente en el
tramo del rio comprendido entre los municipios de Cali y Tulda. Igualmente, esta
especie, registr0 5 subpoblaciones y la mayor distancia genética entre las
subpoblaciones de la Balsa 1 y Balsa 2. Igualmente, con respecto a las estaciones de
muestreo, la mayor distancia genética se detectd entre las poblaciones de Bocachico
existentes en La Balsa y Riofrio (0.715). Con relacion a la heterocigosidad el mayor
valor para esta especie se presenté en La Balsa con 0.385, seguido de La Virginia y
Riofrio con el menor valor de 0.091. Los anteriores valores demuestran la gran
vulnerabilidad del Bocachico, en la zona de estudio. Este hecho, es aln mas grave si se
considera que el Bocachico (P. reticulatus), es la especie reofilica de mayor importancia
econdmica en los rios de Colombia y representd durante el periodo 1977 — 1988, el
85% de la produccion pesquera de agua dulce (Valderrama et al, 1993).
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1. INTRODUCCION

La problematica ambiental del recurso hidrico en el Valle geografico de Rio del Cauca
estd asociada a la presencia de areas degradadas, por el uso inadecuado del suelo, la
contaminacion hidrica por las descargas de basuras y aguas residuales industriales y
domésticas provenientes de las poblaciones riberefias. La explotacién minera irracional
y la extraccion de arena y grava deteriora el habitat de los peces, dificultando la
alimentacion de especies icticas bentdnicas, incrementando la turbidez, disminuyendo
el oxigeno disuelto, afectando mecanicamente los procesos de respiracion y vision de
los peces e interfiriendo con los ciclos reproductivos. Igualmente, la degradacion de los
ambientes acuaticos en la cuenca alta del Rio Cauca se ha intensificado por la pesca
ilegal con dinamita y barbasco, los continuos procesos de deforestacion generalizada, la
ausencia de vegetacion ripiaria, los insecticidas aplicados a los cultivos en especial a
los de cafia de azucar que llegan a las cuencas a través de los canales de riego y de
lluvias. Asi mismo, la canalizacion de aguas para riego, ha reducido los caudales de
varios rios y quebradas del Valle del Cauca, especialmente durante el verano,
afectando negativamente el habitat de los peces (Universidad del Valle, 2001).

El Rio Cauca recibe cargas contaminantes antes de ingresar al departamento del Valle
del Cauca desde su nacimiento hasta el municipio de Timba (localizado en el limite
interdepartamental Cauca — Valle del Cauca) el rio recibié durante 1997 un promedio de
56 ton/dia de materia organica en términos de Demanda Bioquimica de Oxigeno
(DBOs). En el departamento del Valle del Cauca, la situacién es mas critica puesto que
en el mismo afio, el rio recibié una carga contaminante adicional de 279 ton/dia de
materia organica, 154.8 ton/dia fueron vertidas por los municipios del Valle del Cauca
ubicados en la cuenca hidrografica del Rio Cauca y el resto correspondié a
contaminacion industrial (Corpes de Occidente, 1999). Los municipios que mas
contaminaron al Rio Cauca en el periodo mencionado fueron en su orden: Santiago de
Cali con el 59.9% (92.8 ton/dia), el municipio de Palmira con 7.3% (11.3 ton/dia) y TulGa
4.7% (7.2 Ton/dia). En los ultimos afos la contaminacién aportada por los municipios se
ha incrementado como consecuencia del crecimiento de la poblacion y el escaso
tratamiento de aguas residuales. La ciudad de Cali con una poblacién estimada de
1°819.436 habitantes (DAGMA, 2000) vierte al Rio Cauca aproximadamente 5.8 m3/seg.
de aguas residuales y alcantarillado pluvial. La problemética es ain mas critica si se
considera que el Basurero de Navarro, principal sitio de eliminacion de residuos sélidos
y organicos de la ciudad de Cali se comunica indirectamente con el cauce del Rio
Cauca, a través del canal CVC sur, contaminando las aguas del rio por lixiviacion y
arrastre de diferentes materiales provenientes de este relleno sanitario.

La contaminacion del Rio Cauca se intensifica en el tramo comprendido entre los
municipios de Cali y Tulla debido a los principales ingenios azucareros e industrias
localizados en esta zona. De tal manera que el Rio Cauca se diferencia claramente
desde el punto de vista de alteracion ambiental en tres tramos. El sector comprendido
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entre las estaciones Salvajina y Hormiguero presentd una carga contaminante promedia
en términos de DBOs de 28.5 ton/dia entre 1996 a 1999. EIl tramo ubicado entre las
estaciones Hormiguero y Media Canoa fue de 157 ton/dia y entre Media Canoa y La
Virginia de 96.1 ton/dia durante el mismo periodo (Universidad del Valle, 2001).

El Bocachico (Prochilodus reticulatus Steindachner) es la especie reofilica de mayor
importancia econdmica de los rios de Colombia y represento durante el periodo 1977 —
1988, el 85% de la produccion pesquera de agua dulce (Valderrama et al, 1993). Su
ciclo de vida es de cuatro afios, tiempo durante el cual, efectia, dos grandes
migraciones anuales, desde las ciénagas bajas, hasta los distintos tributarios
localizados en las estribaciones de los Andes, donde emigra anualmente en los meses
de Octubre a Noviembre con el fin de reproducirse, alcanzando la madurez sexual en el
periodo de mayor nivel de las aguas. Los ejemplares retornan después al cauce
principal de los rios Cauca y Magdalena hasta llegar al lugar adecuado para desovar
(Ortega et al, 1999).

Igualmente, la especie ictica de mayor importancia comercial en la cuenca alta del Rio
Cauca en el departamento del Valle del Cauca, es el Bocachico (Prochilodus
reticulatus). Ortega et al (1999) evaluaron la ictiofauna de la cuenca alta del rio Caucay
todos los tributarios existentes, en las margenes derecha e izquierda, capturando el
Bocachico (P reticulatus) en diferentes areas del curso del rio, reportando las mayores
poblaciones en el tramo comprendido entre las estaciones Salvajina y Hormiguero y en
el tributario Jamundi. Sin embargo, las especies icticas mas abundante en captura
fueron en su orden el Coroncoro (Hypostomus plecostomus), especie transplantada de
Guayana y la Tilapia (Oreochromis niloticus) especie introducida de Africa. Lo expuesto
anteriormente plantea la delicada situacion de vulnerabilidad del Bocachico de la
cuenca alta del Rio Cauca, especie distribuida en habitats fragmentados (LOpez &
Rubio, 2001) debido a las barreras fisiograficas naturales y artificiales (Represa de
Salvajina) y a la gran contaminacion de varios trayectos del rio principalmente entre los
municipios de Caliy Tulta. Lépez & Rubio (2001).

Segun Garcia - Vallejo (2000) la evolucién se ha definido como el cambio en la
composicion genética de las poblaciones a lo largo del tiempo. Por esta razén, es
importante la investigacion del genoma de los organismos como punto de partida tanto
para su manipulacion como para analizar el destino evolutivo de los genes de las
poblaciones. El concepto de genoma incluye toda la informacion genética de un
determinado organismo desde el punto vista no solo de su estructura fisica, sino del
proceso de variacion en el tiempo y en el conjunto de individuos que componen una
especie. Actualmente, los estudios de variabilidad genética de poblaciones, se han
fortalecido mediante la aplicacion de distintas técnicas moleculares y uno de los
métodos mas sensibles es el andlisis de patrones de Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos Amplificados (AFLP).



La presente investigacion, se desarroll6 con el objetivo de caracterizar la diversidad
genética del Bocachico de la cuenca alta del rio Cauca en su recorrido por el
Departamento del Valle, mediante marcadores moleculares tipo AFLP (Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos Amplificados) y establecer la dinamica poblacional a nivel
genético, que permita posteriormente implementar una estrategia efectiva de
reproduccion, repoblacion, conservacion y uso sostenible de estas especies a mediano
y largo plazo. Es importante aclarar que la biodiversidad genética de los peces, no se
ha analizado en Latinoamérica y esta investigacion es el primer estudio que utiliza la
técnica de AFLP en recursos icticos. Para este efecto, se extrajo exitosamente ADN de
122 ejemplares de Bocachico de diferente talla y sexo, en tres estaciones de muestreo,
localizadas equidistantemente a lo largo del cauce del rio Cauca. La estacion sur de
muestreo ubicada cerca del puente sobre el rio Cauca, en el corregimiento de La Balsa
y cercana a la represa de Salvajina, donde el rio presenta las mejores condiciones
fisicoquimicas y bacteriolégicas de calidad de agua (Lépez & Rubio, 2001). La estacion
central de muestreo, ubicada cerca del puente sobre el rio Cauca en el sector
denominado Riofrio (Municipio de TulGa), donde el agua empieza a recuperarse de la
gran carga contaminante proveniente de los municipios de Cali, Palmira, Yumbo y
Tulla. La estacion norte de muestreo localizada préxima al puente sobre el rio Cauca
en la zona de La Virginia, sitio en que se incrementa notoriamente la contaminacion
debido a las aguas residuales industriales y domésticas de la ciudad de Cartago y el
aporte contaminante proveniente de la industria del café por medio de su tributario el
Rio la Vieja. Es importante destacar que en el sector de la Virginia, el Rio Cauca
abandona el altiplano e inicia su descenso por un terreno montafioso hacia tierras bajas
(Universidad de Valle, 2001).

El presente estudio se propuso como objetivos especificos:

- Estandarizar la técnica de extracciéon de ADN para el Bocachico de la Cuenca Alta
del rio Cauca en el departamento del Valle del Cauca.

- Establecer el protocolo de AFLP y su tincidn con plata para estudios moleculares del
bocachico (Prochilodus reticulatus).

- Estimar la variabilidad genética del Bocachico de la Cuenca Alta del Rio Cauca en el
departamento del Valle del Cauca utilizando el marcador molecular AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphisms).



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. MARCADORES MOLECULARES

Un marcador molecular es una secuencia de ADN o una proteina que pueda ser
detectada facilmente y cuya herencia pueda ser monitoreada. La variacion o el
polimorfismo de los marcadores moleculares se utiliza para estudios de diversidad
genética. Los marcadores se pueden clasificar dependiendo de: 1) si se utiliza genoma
nuclear o de un organelo, 2) si se usa ADN o proteinas, 3) si se requiere reconocer la
secuencia de ADN a priori 0 no, 4) si se utiliza la Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o no, 5) Adicionalmente, el tipo de informacién genética que genera cada
marcador depende su fenotipo dominante o codominante y si es especifico de un solo
locus o0 es anonimo, que cubre muchos loci (Craig, 1998).

Segun Ferreira & Grattapaglia (1998) los marcadores moleculares presentan las
siguientes ventajas sobre los marcadores morfoldgicos:

- Mayor esfuerzo y planificacion para construir mapas genéticos a partir de
marcadores morfolégicos, puesto que el nimero reducido de marcadores por linaje
restringe la cobertura total del genoma. El limitado polimorfismo presenta en estos
marcadores generalmente hace que el investigador deba recurrir a un gran nimero
de cruzamientos para el estudio de ligamiento genético. Mientras que un gran
numero de loci polimérficos de marcadores moleculares cuyos alelos pueden ser
estudiados en poblaciones segregantes de cruzamientos especificos, facilitan la
construccion de mapas genéticos. El nivel de polimorfismos de estos marcadores es
generalmente alto para cada locus estudiado, mientras que los marcadores
morfolégicos poseen un bajo nivel de polimorfismo.

- En general los marcadores moleculares, son neutros con relacion a los efectos
fenotipicos y con efecto epistatico o pleiotropico minimo o nulo. Los marcadores
morfolégicos muchas veces cohiben o restringen y su control genético puede
afectar, o ser afectado, por genes que controlan otros caracteres, dificultando la
caracterizacion de los genotipos de intereés.

- Los marcadores moleculares pueden ser codominantes y contener mas informacion
genética por locus que los marcadores morfolégicos, los cuales en su mayoria son
dominantes o recesivos (Stuber, 1992).



2.1.1 Polimorfismo de longitud de fragmentos amplif icados (AFLP)

El analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP, Amplified
Fragment Length Polymorphism), técnica disefiada por Vos et al. (1995) combina la
especificidad, resolucién y poder de muestreo de la digestién con enzimas de restriccion
con la velocidad y versatilidad de deteccién de polimorfismos mediante PCR. Desde su
desarrollo y divulgacion (Zabeau, 1993), esta técnica ha sido utilizada de forma
creciente para diferentes finalidades, tales como huellas digitales de ADN,
mapeamiento genético localizado y construccion de mapas genéticos, principalmente en
especies con bajo polimorfismo de ADN.

El protocolo de AFLP consta esencialmente de cuatro etapas. En la primera, el ADN
gendmico total del individuo es cortado con dos enzimas de restriccion. En la segunda,
se incorporan adaptadores especificos a los extremos de los fragmentos gendmicos
generados por la digestion enzimatica. En la tercera, una fraccion de los fragmentos
generados es amplificada selectivamente via PCR utilizando oligonucleotidos “primers”
especificamente disefiados para reconocer las secuencias en los adaptadores. En la
cuarta y ultima, la subpoblacion de fragmentos amplificados es separada en geles de
alta resolucién. La etapa de digestiéon del ADN gendmico se realiza con una enzima de
corte raro combinada con una enzima de corte frecuente. Las enzimas de corte raro
reconoce de 6 a 8 pares de bases 0 una secuencia rara de bases (EcoRlI, Notl) y las de
corte frecuente reconoce 4 pares de bases (Msel, Rsal). Con esta digestion se generan
tres clases de fragmentos distintos en cuanto a sus extremos: fragmentos grandes
resultantes de la digestion por la enzima rara en ambos extremos; fragmentos
pequenos resultantes del corte con la enzima frecuente en ambos extremos; fragmentos
de tamafos intermedios resultantes del corte combinado de ambas enzimas, rara y
frecuente (Vos et al. Op. Cit.). La siguiente etapa consiste en la incorporacion de
adaptadores especificos con terminales complementarios a los extremos resultantes del
corte con enzimas de restriccion. Por ejemplo, los adaptadores EcoRI, se unen a los
extremos “adhesivos” producidos por la EcoRI, mientras que los adaptadores Msel, se
unen especificamente a los extremos resultantes del corte con la enzima Msel .

Los adaptadores constan de tres partes, una secuencia esencial igual para ambos
(EcoRIl y Msel), una secuencia especifica de una de las dos enzimas de restriccion y
una extension selectiva del adaptador de 1 a 3 nucleétidos adicionales en el extremo 3’
(Vos et al. Op. cit). La especificidad del extremo es importante para que en este sitio
se inicie la polimerizacion. Por consiguiente, los oligonucleétidos cebadores
hidridizan Unicamente con aquellos fragmentos que posean la secuencia
complementaria a su secuencia arbitraria adicional, generandose una accion
selectiva en la reaccion de PCR, la cual amplifica especificamente la subpoblacion de
fragmentos.

La tercera etapa, es la amplificacion por PCR, en dos fases. La primera, se denomina
preamplificacién, la cual se desarrolla con dos oligonucleétidos cebadores que
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presentan un nucleotido selectivo. Por tanto, uno de cada cuatro bases posibles (A, C,
G y T) intervienen en la produccion de fragmentos amplificados. Una vez que esta
presion de seleccion se realiza de forma independiente en cada sitio de iniciacion de la
PCR, el resultado es que solamente 1 de cada 16 fragmentos sera amplificado (1 de
cada 4 x4 bases.). Después, se diluye el amplificado y se hace una segunda ronda de
amplificacion con cebadores que tienen dos o tres nucleétidos selectivos (Vos et al. Op.
cit.) Asi, solamente 1 de cada 4096 o de cada 65536 fragmentos existentes se amplifica
si se utiliza un oligonucleétido “primer” con dos o tres nucleétidos selectivos,
respectivamente.

El polimorfismo de AFLP depende de la reaccion entre el nimero de nucleotidos
selectivos, los oligonucledtidos cebadores de la PCR y la complejidad del genoma. En
consecuencia, para genomas primarios de microorganismos, debe ser utilizado un
namero menor de nucleotidos selectivos para obtener el nimero adecuado de bandas
visibles. Por ende en genomas derivados se utiliza un mayor niumero de nucleotidos
selectivos (Vos et al. Op. Cit.).

El polimorfismo entre fragmentos AFLP resulta de las mutaciones puntuales,
inversiones, deleciones e inserciones que llevan a la pérdida o ganancia de un sitio de
restriccidbn reconocido por las enzimas utilizadas o la alteracibn de una secuencia
reconocida por los nucleotidos arbitrarios en los extremos 3" de los oligonucledtidos
cebadores que direccionan la PCR a partir de los adaptadores. La dominancia completa
de este marcador, no permite identificar heterocigotos, o sea, no es posible distinguir si
la presencia de una banda en un gel es el resultado de la amplificacion de uno o de los
dos alelos. En principio, sin embargo, bandas procedentes de heterocigotos poseen la
mitad de la intensidad de las bandas provenientes de homocigotos (tincién por
fluorescencia). Si el sistema de lecturas se hace por densitometria, es posible la
diferenciacion entre los dos fenotipos (Ferreira & Grattapaglia Op. Cit.).

La ventaja mas importante de esta tecnologia con relacién a las demas, es el gran
namero de fragmentos que se producen y revelan en un unico gel. El indice de multiplex
del ensayo AFLP, es decir, el nimero de marcadores simultaneamente analizados en
un unico gel, es el mas alto entre las tecnologias de marcadores. La tecnologia de
AFLP es, por lo tanto, muy eficiente para el muestreo amplio y simultaneo de un
genoma. Una vez que es posible obtener decenas de marcadores polimérficos en un
anico gel, es también posible imaginar la construccibn de un mapa genético con
aproximadamente 200 a 300 marcadores obtenidos solamente a partir de 5 a 7 geles
de electroforesis de alta resolucion.

Otra ventaja de la tecnologia AFLP es el gran poder de deteccion de variabilidad
geneética, puesto que explora simultaneamente el polimorfismo de presencia y ausencia
de sitios de restriccién con lo que se logra una flexibilidad significativa en la obtencién
de marcadores polimorficos. De la misma manera que la técnica RAPD, el método
AFLP no requiere informacion previa de la secuencia de ADN.



Alternativamente, pueden utilizarse otras enzimas de restriccion en diferentes
combinaciones produciendo asi una poblacién de fragmentos amplificado enteramente
diferente. Varias decenas de enzimas de restriccion estan disponibles y son adecuadas
para este tipo de trabajo. Por lo tanto, combinando el nimero de oligonucleétidos
cebadores que pueden ser evaluados, se obtienen facilmente varias centenas de miles
de combinaciones. Para cada una de ellas, se detectan varias decenas de bandas de
las cuales algunas seran polimorficas. El método AFLP comparado con la técnica RAPD
presenta como ventaja adicional mayor repetibilidad, debido a que utiliza
oligonucleotidos cebadores mas largos en la etapa de la PCR, lo que aumenta
significativamente la especificidad de la amplificacion.

De forma analoga a los marcadores RAPD, la principal limitacion de los marcadores
AFLP es el bajo contenido de informacion genética por locus. Debido a que sélo se
detecta un alelo, o sea, el fragmento que se amplifica. Las demas variaciones alélicas
son clasificadas conjuntamente como alelo nulo. Los marcadores AFLP son por tanto,
marcadores dominantes y los datos tienen naturaleza binaria pero los genomas
heterocigotos no pueden discriminarse directamente de los homocigotos.

El analisis de marcadores AFLP incluye un mayor nimero de etapas que el analisis de
RAPD. Es necesaria una mayor cantidad de reactivos (enzimas de restriccion,
adaptadores y oligonucleétidos cebadores especificos) y un mayor numero de
equipamientos de biologia molecular. EI ADN necesario debe ser mas puro, lo que
demanda métodos de extraccion mas elaborados. Son necesarias etapas de digestion
enzimatica y de unién de adaptadores. La electroforesis se realiza en geles de
poliacrilamida. Es necesario algun tipo de marcacion de los oligonucleétidos cebadores
con radiois6topos o compuestos fluorescentes. No obstante, el equipamiento necesario
para la deteccion de secuencias marcadas por fluorescencia es mas costoso. En
consecuencia, los factores mencionados anteriormente hacen a la tecnologia de
marcadores AFLP menos accesible que la RAPD (Ferreira & Grattapaglia, 1989).

La digestion parcial durante la primera etapa del AFLP puede dar como resultado serios
problemas de interpretacion de polimorfismo cuando un fragmento errbneamente
cortado genera ausencia de una banda de tamafio menor, apareciendo un fragmento
adicional de mayor tamafo. Igualmente, un ADN de baja calidad puede contener
secuencias adicionales fragmentadas por otra accion diferente a la de las
endonucleasas utilizadas, causando la ausencia de bandas en posiciones especificas
del gel.

Los analisis de AFLP se han aplicado en varias especies de peces como Tilapia
(Oreochomis spp) por Agresti et al (2000); en trucha arco iris (Onchorynchus mykiss)
Young et al y en catfish (ictalurus spp) por Liu et al (1998). Los mencionados estudios
coinciden en que dos factores principales afectan el numero total de bandas de AFLP
generadas por individuo como es la enzima endonucleasa especifica usada y el numero
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de bases adicionadas a los cebadores en el paso de amplificacion selectiva. Por esta
razon considerando a los peces como organismos de genomas complejos se
recomienda una amplificacion selectiva de dos fases y se utiliza para la digestion de
restriccion las enzimas Eco Rl y Msel (Vos et al (1995)).

En general, se entiende por polimorfismo a la existencia de dos o mas fenotipos del
mismo caracter (determinado genéticamente) en una poblacion, tales como variantes
isozimicas, grupos sanguineos, color, etc. Ademas de la seleccién natural existe una
serie de agentes de tipo no selectivo que actian sobre la variabilidad genética. La
consanguinidad, la deriva genética y la migracibn son agentes no selectivos muy
importantes que afectan la estructura genética de las poblaciones de organismos
acuaticos. La consanguinidad es una desviacibn de la panmixia, es decir del
apareamiento aleatorio presente cuando los apareamientos se producen entre
individuos emparentados. La consanguinidad produce un incremento de la frecuencia
de homocigotos a expensa de una reduccion de la frecuencia de los heterocigotos. El
efecto mas caracteristico de la consanguinidad se produce sobre los genes recesivos y
en especial sobre los caracteres cuantitativos. Se denomina depresion por
consanguinidad al efecto perjudicial de la consanguinidad sobre los caracteres
cuantitativos que consiste en una reduccion de la media poblacional (Falconer, 1981).
Se ha descrito fendmenos de depresion por consanguinidad para diversos caracteres
en la trucha arco iris (Bridges, 1973) y la carpa (Moav y Wohlfarth, 1963). Los
caracteres que presentan depresidén consanguinea con mayor frecuencia son la tasa de
crecimiento y la viabilidad.

Las poblaciones pequeias experimentan cambios aleatorios en sus frecuencias génicas
y, ademas, presentan fendmenos de reduccidbn de su variabilidad genética y
consanguinidad como consecuencia de la deriva genética. Todo esto es de importancia
para la acuicultura pues el cultivo de cualquier organismo trae siempre consigo el
manejo de grupos reducidos de individuos, es decir de las poblaciones pequefas. El
uso de un numero limitado de reproductores, la seleccion de un pequefio numero de
individuos considerados superiores por algun criterio, la fundacion de un “stock” a partir
de un numero pequefio de individuos de la poblacion natural (efecto fundador), la
reduccion ocasional del numero de progenitores (efecto de cuello de botella) son
algunas de las razones que conducen al acuicultor a manejar una poblacién pequefia.
En el caso concreto de la acuicultura hay que tener presente que muchos organismos
acuaticos como son los peces y los moluscos poseen una gran fecundidad lo que hace
que se pueda obtener un gran numero de individuos a partir de un namero muy
reducido de progenitores. Esto explica por que en el cultivo de peces y moluscos se
utilizo muy pocos reproductores, por lo que el acuicultor se ve obligado a enfrentarse
con los problemas genéticos generados en una poblacion pequeia (Caicyt, 1987).

Existen dos niveles fundamentales de variabilidad o diversidad genética, la variabilidad
intrapoblacional y la variabilidad interpoblacional. La variabilidad interpoblacional puede
tomar distintas formas, desde la diferenciacidon genética gradual y continua entre
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distintas poblaciones, hasta diferencias mas discontinuas que pueden dar lugar a
variedades, razas geograficas o incluso especies diferentes. Las diferencias genéticas
entre las poblaciones naturales son de interés para la explotacion comercial de un
determinado organismo y pueden ser el punto de partida para el establecimiento de
diferentes variedades y “stocks”.

La mayor parte de los caracteres de interés comercial de los peces, crustaceos y
moluscos como son el peso, el tamafo, la tasa de crecimiento, la resistencia a
enfermedades, etc., suelen ser caracteres cuantitativos. Estos caracteres estan
determinados por sistemas genéticos constituidos, normalmente, por un elevado
namero de genes de pequefio efecto (poligenes). Ademas, se trata de caracteres sobre
los que el ambiente suele ejercer un importante efecto. A diferencia de la variacion
continua los caracteres discontinuos o cualitativos suelen estar controlados por genes
mayores que poseen un gran efecto sobre el caracter (Pérez, 1996).

Los estudios de genética cuantitativa con organismos acuaticos son escasos, Neweirk
(1980) ha efectuado una revision de las estimas de heredabilidad en bivalvos y Gjedrem
(1976) ha realizado una similar en salmonidos. Este ultimo autor ha efectuado, una
amplia revision de los estudios de genética cuantitativa que abarca a un gran namero
de especies de interés para la acuicultura (Gjedrem, 1983).

Segun Pérez (1996), la heredabilidad, es una propiedad no sélo de un caracter, sino
también de la poblacién y del ambiente en que viven los individuos. El valor de la
heredabilidad depende de la magnitud de todos los componentes de la varianza y un
cambio en cualquiera de ellos lo afectar4. Todos los componentes genéticos son
influenciados por las frecuencias génicas, las cuales pueden diferir de una poblacién a
otra. Las poblaciones pequefias que han mantenido su tamafio muchos afios,
seguramente han fijado alelos y se espera que posean heredabilidades mas bajas que
poblaciones grandes. Igualmente, la varianza ambiental es dependiente de las
condiciones de cultivo o su manejo. Condiciones muy variables reducen la
heredabilidad, condiciones mas uniformes la aumentan. Por consiguiente la h? se refiere
no solo a una poblacién particular, sino a unas condiciones determinadas. La h? para
crecimiento postlarval de Envola ziczac, puede ser de 0.55 en ambiente controlado de
laboratorio y de 0.25 en ambiente natural. Sin embargo el conocimiento de la
heredabilidad permite predecir la posible respuesta a la seleccién. Valores de h?
cercano a 1 como el determinado por Longwell (1975) de 0.93 para el crecimiento de
postlarvas de Crassostrea virginica, indican que la mayor parta de la variacién es
debida a factores genéticos y que la respuesta a la seleccion sera importante. Por otra
parte, valores de h? cercanos a 0 sefialan que el ambiente es el agente causal principal
de la variacion y que la seleccion no tendra resultados positivos.

La caracterizacion de una cepa, poblacibn o especie comprende basicamente la
determinacion de las frecuencias de ocurrencia de cada alelo en un niamero de loci.
Varia estimaciones se emplean para detectar los niveles de variacibn genética: la
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proporcion de loci polimorficos (%P), calculado como el numero de loci que exhibe
claramente un polimorfismo, donde la frecuencia del alelo mas comun es <0.99, dividido
entre el numero total de loci claramente resueltos; la heterocigosidad observada en un
locus (Ho), la proporcion observada de individuos heterocigotos en ese locus; el nimero
de alelos en un locus (n) y el nUmero efectivo de alelos en un locus (ne).

Singh & Zouros (1978) relacionaron el crecimiento con factores genéticos en ostras de
la especie C. virginica, en la cual determind que el peso estd positivamente
correlacionado con el grado de heterocigosidad de varios loci enzimaticos. Sin
embargo, la correlaciéon heterocigosidad adaptabilidad no es general (Beaumont &
Zouros, 1991). Se han adelantado dos tipos de hipétesis para explicar las correlaciones
entre grado de heterocigosidad y adaptabilidad. Uno sefiala que las variantes
enzimaticas son directamente responsables de la correlacion. Esto implica que los
heterocigotos serian superiores a los homocigotos en determinados loci. La otra
hipotesis indica que las variantes enzimaticas detectadas no son directamente
responsables por el efecto de mayor crecimiento o adaptabilidad y actdan sélo como
marcas de anormalidades genéticas, responsables por el efecto, pero no detectadas por
electroforesis. En estas anormalidades se incluyen los llamados alelos nulos (variantes
gue no producen enzimas activas), que impiden diferenciar por electroforesis a los
homocigotos para alelos activos de los heterocigotos portadores de alelos nulos; que
pudieran determinar un crecimiento menor y asi los homocigotos para alelos activos
tendrian un tamafo promedio menor que los heterocigotos (Pérez, 1996).

Loehn & Shumway (1982) determinaron que los especimenes heterocigotos de la ostra
americana (C. virginica) presentan un consumo menor de oxigeno que los homocigotos,
lo cual indicaria una menor pérdida caldrica por respiracion. La interpretacion fisiologica
de la correlacion, es que el mayor nivel de heterocigosidad, permite al individuo
mantener su metabolismo basal con un menor gasto de ATP. La correlacion
heterocigosidad- adaptabilidad también se ha encontrado en algunas especies de
peces. En la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), los organismos mas heterocigotos
presentan mayor crecimiento y menor consumo de oxigeno, lo que indica un
metabolismo mas eficiente; las hembras mas heterocigotas de la misma edad
presentaron huevos de mayor tamafio (Danzamann et al. 1988). Por otra parte, los
peces con mas loci heterocigotos sobrevivieron en niamero significativamente mayor a
infecciones bacterianas que provocan enfermedades de las branquias, que los menos
heterocigotos (Ferguson & Drahushchack, 1990).

Diferentes estudios sobre variabilidad genética de los peces se han basado
fundamentalmente en la metodologia de isoenzimas en especial en los polimorfismos
gue presentan las hemoglobinas, siendo este mucho mayor que en otros grupos de
vertebrados. De tal manera que ciertas hemoglobinas especificas aisladas de
hemolisados posiblemente afectarian la sobrevivencia durante alguna fase de la vida de
los peces, pero una conexion directa entre una hemoglobina especifica y una bien
definida presion de seleccion aun no se ha demostrado en los peces. Intentos para

11



deducir tales conexiones se han basado en ciertas evidencias que establecen la
presencia de hemoglobinas mudltiples y polimorfismo de hemoglobina en peces de
medios ambientes donde hay gran variacion de temperatura (Sullivan, 1979); no
obstante, estudios recientes de peces en la cuenca amazoénica (Fyhn et al, 1979)
cuestionan la significancia de la temperatura como un factor importante, responsable de
la heterogeneidad de la hemoglobina. Estudios seflalan mayor numero de
hemoglobinas en peces provenientes de ambientes termolabiles, en comparacion con
peces de ambientes termoestables (Sullivan, 1979). Esta explicacién, adecuada para
peces bajo ciertas condiciones medioambientales, es insuficiente para explicar el alto
nivel de diversidad de hemoglobinas en todos los peces continentales y estuarinos.
Pérez et al (1985) encontraron que el numero promedio de hemoglobinas y la incidencia
de polimorfismo es similar en peces tropicales y en peces extratropicales. Si las
hemoglobinas multiples son el resultado de presiones de seleccion, luego sus
propiedades fisiologicas tienen que ser diferentes y correlacionadas con parametros
medio ambientales especificos, en donde un incremento en la temperatura del agua
puede reducir la disponibilidad de oxigeno mediante el incremento de la cantidad de
bacterias y plancton. La temperatura alta también disminuye la solubilidad del oxigeno,
reduce la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno e incrementa los propios
requerimientos de oxigeno de los peces. Los peces pueden responder a una
disponibilidad de oxigeno reducida mediante estrategias comportamentales como
migracion a habitats mas favorables. Igualmente, pueden incrementar la tasa
respiratoria, la frecuencia cardiaca, hemoglobina, la densidad de eritrocitos, mayor
afinidad de la hemoglobina, mediante el cambio de los niveles intracelulares de los
modificadores alostéricos o desarrollando ciertos tipos de hemoglobinas que no sean
afectadas por los cambios térmicos.

Dos mecanismos fundamentales diferentes, se han sugerido para explicar la ocurrencia
de un amplio polimorfismo de la proteina en poblaciones naturales: La hipétesis
seleccionista, la cual sostiene que el polimorfismo es el resultado de seleccion natural y
que la variacion en las frecuencias de los genes refleja, diferentes valores de ajuste. La
hipotesis neutralista, la cual plantea que el polimorfismo es el producto de la interaccion
entre mutaciones neutrales y deriva genética. De acuerdo a la ultima hipétesis las
variaciones genéticas pueden ser funcionalmente equivalentes (Pérez et al, 1985). Se
han reportado cuatro tipos de evidencias que apoyan la hipétesis seleccionista y
demuestran que las hemoglobinas multiples han sido fijadas por seleccion:

» Polimorfismo mas alto en los peces que viven en medio ambientes variables (Fyhn
et al, 1979).

= Correlacion entre multiplicidad y nivel de actividad en peces.

= Cambio en la concentracion de fracciones especificas de la hemoglobina durante el
proceso termoclimatico.
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En un estudio de un polimorfismo de la enzima octopina deshidrogenasa en la vieira
Euvola ziczac descrito por Coronado et al. (1991), Pérez et al (1994) aislaron varias
isoenzimas y realizaron un estudio cinético de la enzima, cuyos resultados sefialan una
mayor afinidad por uno de los sustratos: piruvato en los individuos heterocigotos, lo que
probablemente refleja una estrategia adaptativa relacionada con la conducta de escape
de estos pectinidos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenido en la investigacion realizada por el autor,
sobre en los perfiles sanguineos del Bocachico de la cuenca alta del Rio Cauca y sus
correlaciones fisicoquimicas y ambientales durante un periodo de muestreo de cuatro
afos, se detectd un alto porcentaje de patologias referentes a anemias microciticas,
anemias macrdciticas, policitemias, poiquilocitosis, anisocitosis, hipocramias,
leucocitosis, eosinofilias, basofilias que implica el estado de vulnerabilidad de las
poblaciones esta especie. Por esta razén, se decidio estudiar mediante el marcador
molecular AFLP la estructura genética de las poblaciones de Bocachico en las
estaciones de captura con el propoésito de evaluar la variabilidad y tasas de migracion, y
de esta manera establecer el efecto de las barreras fisiograficas y contaminantes del
Rio Cauca sobre el genoma de esta especie ictica.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MUESTREOS

Se establecieron tres sitios equidistantes de muestreos semanales durante un periodo
de nueve meses, que comprendieron varios regimenes de lluvia y verano. Las
estaciones de muestreo se localizaron en los sectores de La Balsa, Riofrio y El Puerto
de la Virginia, en el cauce de la cuenca alta del ri6 Cauca en el Departamento del Valle
del Cauca, segun las distintas barreras fisiograficas y contaminantes sefaladas en la
introduccién (Universidad de Valle, 2001), Se capturaron 450 ejemplares de diferentes
tallas y sexos, estados gonadales y especies icticas mediante varios métodos de pesca
(Anexo 1).

3.2 OBTENCION DEL TEJIDO BRANQUIAL

Se utilizaron como muestras un centimetro de filamento branquial derecho e izquierdo
de cada uno de los peces evaluados. La muestra se obtuvo de manera aséptica
empleando tapabocas, pinzas y tijeras estériles. El tejido se transfirid a un vial con 3 ml
de dimetilsulféxido DMSO al 10%. El vial se rotulé debidamente, indicando la especie, el
sexo, el sitio de la muestra, rio y fecha. Igualmente se registraron los datos
morfométricos y meristicos de cada uno de los ejemplares estudiados, analizando
cuidadosamente el estado de salud de los mismos especificamente piel, branquias,
higado, rindn y gonadas. Posteriormente, cada muestra fue lavada profusamente con 1

13



ml de agua milicox (agua sin iones) efectuando inmersion, mezclado y eliminando el
agua sobrante.

3.3 EXTRACCION DE ADN

El ADN se obtuvo de la muestra branquial, mediante el método de Ausbel et al., (1987).
Con este propdsito el tejido branquial se pulverizé en un tubo eppendorf con nitrégeno
liquido, utilizando un punzén macerador; se adicionaron 445ul de buffer RSB 1x, el cual
estd compuesto por (10 mM Tris pH 7.4; 10 mM cloruro de sodio; 25mM EDTA) y 50 pl
de SDS al 10%. Se agregaron 5ul de proteinasa K para una concentracion de 10 ug/ml,
se incub6 durante 2 horas a una temperatura de 37-56 °C. Posteriormente, se
adicionaron 5 pul de proteinasa K (10 mg/ml) y se continud incubando por otras 2 horas.
Luego se agregaron 45 pl de cloruro de sodio 5 M. Se extrajo con iguales volumenes de
SS fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclaron por inversion. Se
centrifugé a 10000 rpm durante 10 minutos para lograr la separacion en fases y se
transfiri6 a un nuevo tubo la fase acuosa y se centrifugd nuevamente a 10000 rpm.
Posteriormente, se transfirio la fase acuosa a otro tubo y se repitié el procedimiento
anterior tres veces. Se trasladd la fase acusa a un nuevo tubo y se adicionaron 2.5
volumenes de alcohol absoluto para precipitar el ADN. Se centrifugd a 15000 rpm
durante 15 minutos; se extrajo la fase alcohdlica por inversién y se dejé secar el “pellet”.
Posteriormente, se disolvid el ADN con 445 pl de 0.1SSC (citrato de sodio) y se dejo
durante la noche a 4°C. Se adicion6 1 ul de RNAsa libre de DNAsa (previa inactivacion
térmica de DNAsas a 94 °C durante 15 minutos). La solucién se incub6 por 30 minutos
a 37°C. se adicionaron 45 pl de cloruro de sodio (NaCl 5 molar). Se le agregdé SS-
phenol, cloroformo (volumen / volumen). Se mezclé durante 5 minutos, se centrifugé a
12000 rpm por 10 minutos. Se separaron las fases y a la fase acuosa se le incorporé
2.5 vol. de etanol. La solucién se coloco a —20°C, durante 1 hora. Luego, se centrifugé a
15000 rpm durante 15 minutos. Se descart6 el alcohol por inversion, se dejé secar el
“pellet” y se disolvid el DNA en TE 0.1 mM durante la noche a 4 °C y finalmente se
almacend las muestra a — 20°C

3.4 CUANTIFICACION DEL ADN
Se diluyeron los DNA genomicos extraidos previamente por el método de Ausbel hasta

obtener una concentracion de 100 ng/ul de acuerdo con cuantificaciones electroforética
empleando DNA estandar de concentracion conocida (Anexo 2).
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3.5 DIGESTION DE ADN

El control se comparé con la muestra empleando los reactivos y cantidades registradas
en la tabla 3.

Tabla 3. Reactivos y cantidades de digestion de ADN

COMPONENTE CONTROL MUESTRA
Buffer de reaccion 5 x 5ul 5ul

DNA control Arabidopsis (100 ng/ml) 2.5ul -

Muestra de DNA (250ng en maximo 18 pl - 18ul
EcoRI/Msl (1.25 U/pul) 2ul 2 ul

Agua grado AFLP 15.5pl hasta 25 pl
Volumen total 254l 25 pl

Se mezclaron suavemente los reactivos mediante una microcentrifuga marca Eppendorf
modelo 5415C. Posteriormente, se incubd la mezcla durante 2 horas a 37°Cy luego a
70 °C por 15 minutos con el fin de inactivar las endonucleasas de restriccion. Luego, se
colocé el tubo en hielo durante 15 minutos y se sometid a centrifugacion breve; después
se almaceno la muestra a - 20°C durante la noche.

Se retird la mitad del contenido de cada muestra para ser confirmada por electroforesis
en agarosa en un equipo de minielectroforesis marca Bio — Rad modelo mini subcell GT
con una fuente de poder de 250 voltios. De tal manera que se tomaron 12 ul de cada
muestra digerida y se mezclaron con 2 pl de buffer de carga. Luego se colocaron en
tubos eppendorf y se calentaron todas las muestras a 90°C por 3 minutos. Después se
colocaron en hielo por cinco minutos y se sembraron en una cantidad de 5 pl con buffer
TAE 1X; la electroforesis se realiz6 a 75 voltios durante 60 minutos. Posteriormente, el
gel se tifid con bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 pg/ul, después se decolord
en agua por 10 minutos, se tomé la fotografia respectiva y se registraron los resultados.

3.6 LIGACION DE ADAPTADORES

Al ultimo paso de la reaccion de restriccion, se le adicionaron 12 pl de solucion de
ligacion de adaptadores y 0.5 pl de T4 DNA ligasa. Se mezclaron suavemente a
temperatura ambiente y se centrifugaron brevemente para colectar el contenido de la
reaccion, el cual se incubd a 20°C + 2°C durante dos horas. Luego se realizd una
dilucion 1:10 de la mezcla de ligacion se tomaron 10 ul de reaccion y se adicionaron
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90ul de buffer TE en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Luego, se almacenaron las mezclas
de reaccion de digestion de ligacioén diluida y no diluida a —20°C.

3.7 REACCION DE PREAMPLIFICACION

Se adicionaron a un tubo de PCR de pared delgada de 0.5 ml los siguientes reactivos:
2.5ul de ADN plantilla diluido; 20ul de mezcla de primer de pre-amplificacién; 2.5ul de
buffer 10x PCR para AFLP; 0.5pl de tag ADN polimerasa (1 U/ul) para un volumen final
de 25.5ul. Se mezclaron bien y se centrifugaron brevemente para colectar la reaccion.
Luego, se realizaron 20 ciclos en un termociclador Perkin Elmer serie P17101 de la
siguiente manera: 94°C x 30 seg; 56°C x 60 seg; 72°C x 60 seg. Las muestras se
dejaron a 4°C, después del paso de extension final (7°a 72°C). Posteriormente, se
realiz6 una dilucion 1:50. Para esto se tomaron 3 pl de la reaccién de pre-amplificacion
y se adicionaron 47ul de buffer TE en un tubo eppendorf de 1.5ml. Se almacenaron las
soluciones diluidas y concentradas a —20°C.

Finalmente, se efectud una electroforesis segun el protocolo de Sambrook et al., (1995).
Para esto, se preparé un gel de agarosa al 1% con una concentracion de bromuro de
etidio de 0.5 ug/ml; 1ul volumen buffer carga; un voltaje de 75 voltios y se utilizd 5ul de
muestra para un tiempo de corrida de 45 minutos. Adicionalmente se registro la
fotografia con una camara Polaroid modelo Fotodyne, utilizando rollo Polaroid tipo
Polapan #667.

3.8 AMPLIFICACION SELECTIVA

Se efectdo una dilucion 1/50 de la muestra, luego se tomé 3ul de muestra y 147 ul de
buffer TE y se almacenaron soluciones diluidas y concentradas a — 20 °C. Se
escogieron 3 pares de primers selectivos + 3, siguiendo las recomendaciones de la
casa fabricante que establecen que el nimero de marcadores o bandas depende de la
complejidad y el tamafio del genoma y para genomas grandes se deben utilizar primers
con mayor proporcibn de G/C. Por esta razdn, se seleccionaron los siguientes
oligonucledtidos primers (tabla 4).

16



Tabla 4. Combinaciones de cebadores +3 Eco Rl y Mse | para las reacciones de
amplificacion selectiva en el procedimiento de AFLP.

M-CAA M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT M-CAC
E-AAC X X X X X X X X
E-AAG X X X X X X X X
E-ACA X X X X X X . X
E-ACC X X X X X X X X
E-ACG X X X X X X X X
E-ACT X . X X X X X X
E-AGC 0 X 0 X X X X 0
E-AGG X X X X X X X X

X : Combinacion no ensayada
0 : Combinacion ensayada

e : Combinaciones con las que se obtuvo patrones uniformes

La seleccion de cebadores mas polimorficos se realizd seguin el nimero total de bandas
amplificadas y el criterio de Lynch y Milligan (1994), con el cual el analisis se restringe a
las bandas cuya frecuencia observada sea menor que 1- (3/N) y mayor que (3/N) (N=
namero de individuos analizados); donde las frecuencias de bandas menores o
mayores a estos limites no son significativamente polimérficas.

3.8.1 Dilucion del primer EcoRil

Teniendo en cuenta que no se hizo la marcacion con T4 polinucleétido kinasa, se
efectud la dilucion del primer EcoRI 8/5 de la siguiente forma. Se tomaron 18ul del
primer EcoRlI seleccionado y se adicionaron 32 pl de buffer TE, para un volumen final
de 50ul. Se almacené a —20°C. Posteriormente, se efectud la preparacion de las
mezclas 1y 2.

3.8.2 Preparacion de la mezcla 1

Para cada par de primers seleccionados, se adicionaron 2.5ul Primer EcoR | diluido;
22.5ul Primer Mse | (contiene dNTPS) para un volumen total de 25pl

17



3.8.3 Preparacion de la mezcla 2

Para esta mezcla se adicionaron a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml los siguientes
componentes: 39.5ul de agua grado AFLP; 10ul de Buffer 10X PCR para AFLP; 0.5ul
de Taqg ADN polimerasa (5U/ul) para un volumen total de 50pl.

3.9 REACCION DE PCR PARA AMPLIFICACION SELECTIVA

Se adicionaron a un tubo de PCR de pared delgada de 0.2ml, los siguientes reactivos:
5ul de ADN plantilla (dilucién 1:50 RX de pre-amplificacion); 5ul de mezcla 1(primers
dNTPs); 10l de Mezcla 2 (Taq polimerasa/buffer) para un volumen total de20ul. Se
mezclaron bien y se centrifugaron brevemente en una microcentrifuga marca eppendorf
modelo 5415C para colectar la reaccion. Posteriormente, se realizaron los ciclos
correspondientes en un termociclador Perkin Elmer serie P17101 segun lo establecido
en la tabla 5.

Tabla 5. Programa de amplificacion selectiva de AFLP

Archivo °C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo #ciclo Conexion Tipo

1 94 60 65 60 72 90 1 2 Step
2 94 60 64 60 72 90 1 3 Step
3 94 60 63 60 72 90 1 4 Step
4 94 60 62 60 72 90 1 5 Step
5 94 60 61 60 72 90 1 6 Step
6 94 60 60 60 72 90 1 7 Step
7 94 60 59 60 72 90 1 8 Step
8 94 60 58 60 72 90 1 9 Step
9 94 60 57 60 72 90 1 10 Step
10 94 60 56 60 72 90 1 11 Step
11 94 30 56 30 72 60 23 Step
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3.10 PREPARACION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA

Se utilizé una camara de electroforesis marca BRL de 42cm por 39cm, modelo S2 con
una fuente de poder, marca BRL modelo 4000. Para la construccién de los geles de
poliacrilamida desnaturalizante, primero se lavaron los vidrios con detergente neutro, y
se limpiaron con etanol al 95%. Posteriormente, al vidrio grande se le aplico solucién de
adhesion (3 uL de bind — silane a 1 ml de acido acético al 0.5% en etanol al 95%). A su
vez, al vidrio pequefio se le aplicaron 600 ul de Repelsilane. Una vez ensamblado el
sistema, se inyectaron los siguientes reactivos para formar un gel: 100 ml de acrilamida
y bisacrilamiada al 6% (proporcion 19:1), 1 mll de persulfato de amonio al 10% y 20 ul
de TEMED. El gel se dej6 polimerizar como minimo por una hora. Luego, se hizo una
precorrida a 100 wats hasta que la temperatura de los vidrios alcanz6 los 50°C. Las
muestras para la electroforesis se desnaturalizaron por calor (3 minutos a 94°C) antes
de ser colocadas en el gel. Se sirvieron por pozo, 2.5 ul de muestra: y 2.5 ul de buffer
de secuencia (xilenecianol 0.05%, azul de bromofenol 0.05%, formamida al 95% vy
EDTA 10mM). La electroforesis se efectué durante 2 horas, aproximadamente, a 55
Wats y 50°C de temperatura constante. Una vez que termino la electroforesis, se
desmontd el ensamblaje del gel y se separaron los vidrios y sobre el vidrio grande
quedo el gel de poliacrilamida para su posterior tincion con plata.

Posteriormente, el gel se coloco en acido acético durante 20 minutos, luego se lavo en
agua destilada 3 veces. Se impregno con nitrato de plata en una proporcion de 1g/l con
el propdsito de visualizar las bandas por tincién de plata. Se revel6 el gel con carbonato
de sodio Na,O3 durante 15 minutos, se seca al medio ambiente y se procedié a hacer la
lectura de las bandas, mediante una ldmpara de luz opaca. Posteriormente se
levantaron las matrices correspondientes, se toma las fotografias y efectuaron los
andlisis estadisticos respectivos.

3.11 LECTURA DE GELES DE POLIACRILAMIDA

Los geles de poliacrilamida se observaron en un trasiluminador de luz blanca para
realizar el conteo de bandas. La lectura de bandas se realiz6 construyendo una matriz
de presencia (1) y ausencia (0). Con la ayuda de una regla T se examiné cada uno de
los individuos para establecer si presentaba una banda determinada. Para la lectura de
los geles se consideraron los siguientes criterios: solamente se contaron las bandas que
presentaron buena visualizacion. No se tuvo en cuenta la intensidad de las bandas.
Todos los geles fueron leidos por la misma persona con el fin de disminuir el error de
criterio. Las bandas gruesas se registraron como una sola banda, sin importar que su
grosor fuera de tamafio de dos o tres bandas delgadas. Ademas, se incorporaron las
recomendaciones formuladas por Lynch y Milligan (1994) referentes a que los alelos de
diferente loci no presentan comigracion a la misma posicién. Cada locus se trata como
un sistema de dos alelos. El alelo nulo siempre faltard en la amplificaciébn y por
consiguiente no se puede distinguir entre homocigotos y heterocigotos.
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3.12 ANALISIS ESTADISTICO Y DE AGRUPACION

Los datos de patrones de bandas AFLP’s de cada individuo fueron codificados
(presencia/ausencia) en una matriz basica de datos binarios a partir de la cual se
hicieron varios andlisis.

3.12.1 Propdsitos Taxondmicos

Se derivé una matriz de distancia (1-M) generada por el programa RAPDPLOT-
FORTRAN elaborado por Bill Black (1996) que estima la fraccion de emparejamientos
(M) mediante la formula:

M = NAB/ NT (8)

De donde Nag es el nimero total de emparejamientos entre los individuos A y B (tanto
para bandas ausentes 6 presentes) y Nt el niumero total de loci (fragmentos) en el
estudio. Se asume que los fragmentos que comigran se originan de idénticos alelos y la
ausencia de un alelo se debe a una mutacion ancestral, es decir los alelos son idénticos
en su estado. Apdstol et al (1993) obtuvo una clara separacion de individuos
estrechamente relacionados bajo este método, por lo cual se recomienda su uso para
estudios intra-especificos. Asi, obtenida la matriz de distancia, se procedio a realizar un
analisis de agrupamiento por medio del programa NEIGHBOR-PHYLIP 3.6(alpha2)
elaborado por Joseph Felsenstein (2001), generando un dendograma bajo el método
UPGMA que agrupa las parejas por promedios no ponderados. Ademas con el fin de
mejorar la interpretacion de los agrupamientos formados se realizo un Bootstrap de 100
combinaciones posibles, utilizando el programa RAPDBOOT-FORTRAN. Los arboles
finales fueron diagramados y observados gracias al programa TREEVIEM elaborado
por Page (1996).

3.12.2 Comparacion de Subpoblaciones

Se utilizé el programa RAPDDIST-FORTRAN que computa las distancias genéticas
entre poblaciones de un conjunto de datos estandar AFLP’s bajo el método de Distancia
genética estandar de Nei (1972)

D = Inl )

De donde | = jxv/ \ jx y en donde jx jv Yy Jjxy son las medias estimadas de las
poblaciones X y Y en todos los loci. Los valores fueron corregidos por el factor de
Lynch y Milligan (1994). Con base en esta matriz se hizo un Bootstrap de 100
combinaciones posibles y como en el caso anterior un analisis de agrupamiento de las
subpoblaciones de cada una de las poblaciones en estudio por medio de la técnica
NEIGHBOR-PHYLIP 3.6(alpha2) bajo el método UPGMA. A partir de esto se obtuvo un
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arbol Unico por medio de la técnica consenso estricto y la regla de la mayoria. Los
arboles finales fueron diagramados y observados gracias al programa TREEVIEM
elaborado por Page (1996).

3.12.3 Diversidad y Estructura Genética de la Pob  lacion

Para analizar la tasa de migracion entre las tres poblaciones de cada una de las tres
especies del estudio se calcularan los estadisticos Fst de Wright (1951), Theta de Weir
& Cockerham (1994) y Lynch & Milligan (1994). La tasa de migracion por generacién
(Nm) entre poblaciones fue estimada de Fst a partir de la formula:

Nm = (1'FST)/4 Fst (10)
Asumiendo un modelo de islas de migracién entre poblaciones.

Los célculos fueron realizados utilizando el programa RAPDFST-FORTRAN elaborado
por Bill Black (1997). El valor de Nm es el producto de un tamafio de poblacion (N)
potencialmente grande y una frecuencia potencialmente pequefa, y m la tasa de
migracion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  ANALISIS MOLECULAR CON AFLP DE POBLACIONES DE B OCACHICO EN
TRES SECTORES DE LA CUENCA ALTA DEL RIO CAUCA EN EL
DEPARTAMENTO DEL VALLE DEL CAUCA

4.1.1 Poblaciones y Subpoblaciones

El andlisis de polimorfismo molecular de AFLP , con base en 92 loci para un tamafio
muestral de 122, mostré cinco subpoblaciones (Figura 6). Se determin6 una separacion
poblacional estadisticamente significativa entre tres subpoblaciones de La Balsa, una
en la estacion de La Virginia y una en la estacion de Riofrio.

El agrupamiento AFLP obtenido a partir del andlisis de Bootstrap, utilizando una matriz
(1-s), establecid una separacion significativa del 100% entre una subpoblacion de la
estacion de La Balsa 1 con el resto de agrupamientos, del grupo de la estacién de
Riofrio con relacion al resto de grupos y también de grupo de la estacion de La Virginia
5 con el resto de grupos (Figura 7).

Al computar las distancias de Nei (Figura 8 y Tabla 6), se registro, en la estacion de
muestreo de La Balsa, la menor distancia entre las subpoblaciones de La Balsa 1y 2
(0.558) mientras que la mayor distancia se registré entre las subpoblaciones de La
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Balsa 2 y 4 (0.364) (Tabla 6). Al determinar las distancias genéticas entre estaciones de
muestreo se establece la mayor entre La Balsa y Riofrio (0.715) y la menor entre las
estaciones de La Virginia y Riofrio (0.574) (Tabla 6).

4.1.1.2 Heterocigosidad media esperada

Los patrones de bandas AFLP, revelaron polimorfismo genético entre estaciones (Tabla
7). La heterocigosidad promedio esperada, fue mayor en la estacion de La Balsa
(0,400) la menor en Riofrio (0.039). Sin embargo, al evaluar las tres estaciones en
conjunto, se establecid una heterocigosidad de 0.400. Los anteriores valores de
heterocigosidad indican la gran heterogeneidad del Bocachico (P reticulatus) que existe
en las estaciones de la Virginia y Riofrio, sefialando la vulnerabilidad de las poblaciones
de esta especie ictica nativa del Rio Cauca.

4.1.1.3 Tasa de Migracion por Generacion

El andlisis de la tasa de migracion por generacion Nm, mostrd0 una tasa baja de
individuos migrantes por generacion (Tabla 8). Igual tendencia, se presenta entre las
distintas estaciones de muestreo. Lo anterior indica la ausencia de flujo de genes
debido a las barreras contaminantes presentes entre los municipios de Cali y Tulua
(Universidad del Valle, 2001).

Segun Ortega et al. (1999) el Bocachico es una especie altamente afectada en cuanto a
su abundancia debido fundamentalmente a la sobre-explotacion, la utilizacion de mallas
finas y a la pesca ilicita con dinamita y destruccion de su habitat debido a que prefiere
ciénagas y madre-viejas con temperatura del agua de 20-24°C y se ubica donde el
sustrato es lodoso o las rocas estan recubiertas por abundante perifiton. Esta especie
es tolerante a moderada contaminacion, bajas concentraciones de oxigeno y gran
cantidad de materia organica. Sin embargo y a pesar de ser la especie reofilica de
mayor importancia econémica en los rios de Colombia y en las pesquerias locales, los
mencionados autores solo los registraron en algunos sectores del rio Cauca y en el rio
Jamundi lo que demuestra la vulnerabilidad de esta especie.
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FIGURA 7. Arbol consenso de poblaciones a partir de un andlisis Bootstrap de bandas de
AFLP de Bocachico (P reticulatus ) capturados en las estaciones de La Balsa, Riofrio y
La Virginia de la cuenca alta del Rio Cauca — Colombia. Elaborado mediante el programa
NEIGHBOR, usando el analisis NJ y una matriz de distancia S. Las cifras de las ramas
significan, el porcentaje de consistencia del agrupamiento.
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FIGURA 8. Arbol consenso de subpoblaciones a partir de un analisis bootstrap de
bandas AFLP de Bocachico (P reticulatus ) capturados en las estaciones de La Balsa,
Riofrio y La Virginia de la cuenca alta del Rio Cauca — Colombia. Elaborado por el
programa NEIGHBOR, usando el andlisis NJ y una matriz de distancia de Nei. Las
cifras de las ramas significan el porcentaje de consistencia del agrupamiento

Tabla 6. Promedio de distancias genéticas entre cinco subpoblaciones de Bocachico (P
reticulatus) de tres estaciones de muestreo de la cuenca alta del Rio Cauca — Colombia
comparando 92 loci de AFLP.
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Estacion LaBalsal LaBalsa2 LaBalsa4 Riofrio3 La Virginia5

n=13 n=9 n =20 N=21 n=59

La Balsa 1 0

La Balsa 2 0.558 0

La Balsa 4 0.413 0.364 0

Riofrio 3 0.715 0.711 0.553 0

La Virginia5 0.589 0.554 0.466 0.574 0

Tabla 7. Heterocigosidad promedio esperada o diversidad genética de Bocachico (P
reticulatus) de tres estaciones de muestreo de la cuenca alta del Rio Cauca - Colombia,
a partir de 92 loci AFLP.

Individuos  Heterocigosidad Promedio

Tipo de Marcador  Estacién analizados Esperada

La Balsa 42 0.365

La Virginia 59 0.091
AFLP

Riofrio 21 0.039

Todas 162 0.400
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Tabla 8. Estimados de Fg y tasas de migracion (Nm) a partir de 92 loci AFLP, en
poblaciones de Bocachico (P reticulatus) de tres estaciones de captura en la cuenca
alta del Rio Cauca — Colombia

Tipo de . . Lynch &
Estaciones Wright's Theta o
Marcado Milligan
Comparadas
r Fst Nm Fst Nm Fst Nm
_ 0.58
La Balsa — Riofrio 0.356 0.5 0.577 0.2 4
o 0.50
La Balsa — La Virginia 0.354 0.5 0.573 0.2 3 0.2
AFLP | - 0.85
Riofrio — La Virginia 0.602 O 0.841 O .
0.63
Todas 0.518 0.2 0.648 0.1 . 0.1

Con relacion a otras investigaciones realizadas con peces teledsteos, mediante
marcadores moleculares tipo AFLP, estas han sido escasas; sin embargo es importante
destacar con propdsitos de discusion, los estudios realizados por Spruel et al. (1999)
quienes determinaron un numero de bandas promedio en el Salmén Rosado de 30. Liu
et al. (1998), cuantific6 de 50 a 120 bandas en el Cadfish (Ictalurus spp) mediante la
combinacion de enzimas EcoRIl y Msel. La Carpa mostré un promedio de 80 bandas en
la investigacion realizada por David et al. (2000).

Valores altos de Fst resultantes de similitudes dentro de las poblaciones y diversidad
de las poblaciones de carpas como lo demuestra la investigaciéon de David et al. (2001)
quienes estimaron Fsr (0.37) utilizando 41 loci SSR (Simple sequence repeats). Este
estimativo fue similar al obtenido mediante andlisis AFLP corroborando la estructura
genética de la poblacién seleccionada.

Igualmente, David et al (2001) establecieron que las distancias genéticas promedias
calculadas para todas las poblaciones de Carpas presentaron alta correlacion negativa
con el nivel de polimorfismo estimado por la proporcién de bandas polimérficas dentro
de cada poblacion. En conclusion, los mencionados autores comprobaron el potencial
de SSR y AFLP para estudios genéticos y de biodiversidad de poblaciones icticas.
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Nakamura et al. (2001) realizaron un estudio sobre incidencia de albinismo
oculucutdneo (OCA) en trucha Arco Iris mediante la técnica AFLP y analisis segregante
(BSA) para mapear el gen involucrado en el albinismo. Los mencionados autores
determinaron cuatro marcadores AFLP fuertemente ligados al locus 6culo dominante.

Yoon y Kim et al. (2001) evaluaron la similitud genética y la diversidad de poblaciones
de Catfish cultivado (Silarus asotus) en dos areas de Korea Occidental mediante técnica
RAPD — PCR. De 20 cebadores analizados 5 generaron 1344 bandas RAPD que
variaron de 8.2 a 13.2 bandas polimorficas por cebador. Las bandas polimorficas en
estas poblaciones variaron entre 56.4% a 59.6%. Los citados autores demostraron que
el nimero de polimorfismo RAPD identificados en este estudio fue suficiente para
calcular la similitud genética y diversidad del Catfish de Korea.

Shikanu y Taniguchi (2002) evaluaron microsatélites y RAPD como herramientas para
estimular el grado de heterosis en diferentes cruces de guppies (Poecilia reticulata).
Evaluaron la tolerancia de salinidad medida como el tiempo de sobrevivencia después
de transferir los peces de agua dulce a agua salada y fue utilizado este parametro para
estimar el grado de heterosis debido a que esta caracteristica muestra heterosis
significativa en esta especie pero es muy sensible a depresion por consanguinidad.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que el Bocachico (Prochilodus reticulatus), registro mayor
heterocigosidad en la estacibn de captura de La Balsa. En contraste, fueron
genéticamente homogéneas en las estaciones de Riofrio y La Virginia respectivamente,
debido a las barreras fisiograficas, artificiales y contaminantes, principalmente en el
tramo del rio comprendido entre los municipios de Cali y Tulla. De tal manera que esta
especie, registr0 5 subpoblaciones y la mayor distancia genética entre las
subpoblaciones de la Balsa 1 y Balsa 2. Con referencia a las estaciones de muestreo, la
mayor distancia genética se obtuvo entre La Balsa y Riofrio (0.715). Con relacién a la
heterocigosidad el mayor valor para esta especie se presentd en La Balsa con 0.385,
seguido de La Virginia y Riofrio con el menor valor de 0.091. Los anteriores valores
demuestran la gran sensibilidad del Bocachico. Este hecho, es aun mas grave si se
considera que el Bocachico (P reticulatus), es la especie reofilica de mayor importancia
econdmica en los rios de Colombia y representd durante el periodo 1977 — 1988, el
85% de la produccion pesquera de agua dulce (Valderrama et al, 1993).

Los resultados del presente estudio demuestran vulnerabilidad de acuerdo a la
heterocigosidad calculada del bocachico, en las siguientes especies icticas de la
cuenca alta del Rio Cauca, Departamento del Valle del Cauca: Jetudo (I longirrostris);
Viringo (S macrurus); Bagre sapo (P bufonius); Corroncho (C fisheri); Cucha Real (P
Gibbosus); Capaz (P grosskopfii) y Bocachico (P reticulatus). En contraste, el
Coroncoro (H plecostomus), especie ictica transplantada de otras cuencas hidrograficas
mediante los cultivos de peces ornamentales, ha colonizado la cuenca alta del Rio
Cauca, especificamente en los tramos de mayor contaminacion, debido a su tolerancia
a bajos niveles de oxigeno del agua.

6. RECOMENDACIONES

Desarrollar planes de conservacion y repoblamiento del bocachico de la cuenca alta del
Rio Cauca y sus tributarios con ejemplares capturados en el tramo comprendido entre
las estaciones de Salvajina y la Balsa, debido a que son los ejemplares que presentan
mayor heterocigosidad.

Desarrollar programas integrales de control, vigilancia y recuperacion en la cuenca alta
del Rio Cauca, Departamento del Valle del Cauca, con el propésito de disminuir la
contaminacion no solo del rio sino de sus tributarios.

Iniciar un programa de reproduccion inducida con ejemplares de Bocachico capturados
en el sector de La Balsa debido a su mayor variabilidad genética.
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Implementar por parte de las diferentes instituciones oficiales y privadas, programas
permanentes de monitoreo genético del Bocachico
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