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L a problematicaambiental del recurso hidrico en el valle geogréfico
del rio Cauca, estd asociada a la presencia de areas degradadas, por el
uso inadecuado del suelo, la contaminacion hidrica por las descargas de
basurasy aguasresidualesindustrialesy domeésticas provenientesdelas
poblaciones riberefas. La explotacion minerairracional y la extraccion
de arena gravay deteriora el habitat de los peces, dificultando la
alimentacion de especies icticas bentonicasy nectonicas, incrementando
laturbidez, disminuyendo el oxigeno disuelto, afectando mecani camente
los procesos de respiracion y vision de los peces e interfiriendo con los
ciclosreproductivos. Iguamente, lapescailegal con dinamitay barbasco,
los continuos procesos de deforestacion generalizada, la ausencia de
vegetacion litoral, losinsecticidas aplicados alos cultivos, en especial a
los de cafia de azUcar que llegan alas cuencas através de los canales de
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riego y de lluvias, que han afectado la productividad de las pesquerias
artesanales. Asi mismo, la canalizacion de aguas parariego, hareducido
los caudalesdevariosriosy quebradasdel Valle del Cauca, especia mente
durante el verano, afectando negativamente el habitat de varias especies
icticas (UNIVERSIDAD DEL VALLE, 2001).

El Rio Cauca recibe cargas contaminantes antes de ingresar al
departamento del Valle del Caucadesde su nacimiento hastael municipio
de Timba (localizado en el limite interdepartamental Cauca— Valle del
Cauca), detal maneraque€l rio recibi6 durante 1997, un promedio de 56
ton/dia de materia organica en términos de Demanda Bioguimica de
Oxigeno (DBO,). En el departamento del Valledel Cauca, lasituacion es
mas critica puesto que en el mismo afno, el rio recibié una carga
contaminante adicional de 279 ton/diade materiaorganica, 154.8 ton/dia
fueron vertidas por los municipios del Valle del Cauca ubicados en la
cuencahidrograficadel Rio Caucay € resto correspondié acontaminacion
industrial (CONPES, 1999). Los municipios que mas contaminaron al
rio Caucaen el periodo mencionado fueron en su orden: Santiago de Cali
con el 59.9% (92.8 ton/dia), con 7.3% (11.3 ton/dia) y Tulta4.7% (7.2
Ton/dia). Enlosultimos afios |acontaminaci On aportada por |os municipios
se haincrementado como consecuenciadel crecimiento delapoblaciony
el inadecuado tratamiento de aguasresiduales. Laciudad de Cali conuna
poblacion estimada de 1.819.436 habitantes vierte al rio Cauca
aproximadamente 5.8 m3/seg de aguas servidas y alcantarillado pluvial
(UNIVERSIDAD DEL VALLE, 2001).

L a problemética es alin més critica si se considera que el basurero a
cielo abierto de Navarro, que fue el principal sitio de eliminacion de
residuos solidos y organicos de la ciudad de Cali, hasta el 2008, se
comunica indirectamente con el cauce del rio Cauca, atravées del cana
CVC sur, contaminando las aguas del rio por lixiviacion y arrastre de
diferentes material es provenientes de este relleno sanitario.

El bocachico, eslaespeciereofilicade mayor importanciaecondmica
de los rios de Colombiay representd durante el periodo 1977-1992, el
85% delaproduccion pesquerade aguadulce (VALDERRAMA €t al., 1993).
Su ciclo de vida es de cuatro afnos, tiempo durante el cual, efectua, dos
grandes migraciones anual es, desde | as ciénagas bajas, hastalos distintos
tributarioslocalizados en las estribaciones delacordillerade losAndes,
donde emigraanua mente en los meses de OctubreaNoviembrecon € fin
de reproducirse, alcanzando la madurez sexual en el periodo de mayor
nivel delasaguas. Los gjemplaresretornan despuésal cauce principal de
losrios Caucay Magdalenahastallegar a lugar adecuado para desovar.
OrreEGA €t al. (1999) evaluaron la ictiofauna de la cuenca alta del rio
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Cauca y todos los tributarios existentes, en las margenes derecha e
Izquierda, capturando el bocachico (P. magdalenae) en diferentes areas
del curso del rio, reportando las mayores poblaciones en el tramo
comprendido entrelasestaciones Salvginay Hormigueroy end tributario
Jamundi. Sin embargo, |as especies icticas mas abundante en captura
fueron en su orden el coroncoro (Hypostomus plecostomus), especie
transplantada de Guyana y la tilapia (Oreochromis niloticus) especie
introducida de Africa. Lo expuesto anteriormente plantea la delicada
situacion de vulnerabilidad del bocachico delacuencaaltadel rio Cauca,
especie distribuida en habitats fragmentados 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 Cali y Tulta (LorPez & Rusio 2001).

Teniendo en cuental osresultados obtenidos, en lainvestigacion realizada
por LorPez & Rusio (2001), sobre 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 ainos, detecto un
alto porcentaje de patologias referentes a anemias microciticas,
policitemias, poiquilocitosis, anisocitosis, hipocromias, leucocitosis,
eosinofilias, basofilias que indican e estado de vulnerabilidad de las
poblaciones esta especie. Por estarazdn, se decidi6 estudiar, mediante el
marcador molecular AFLP, |a estructura genética de las poblaciones de
bocachico en tres estaciones de captura con el proposito de evaluar la
variabilidad y tasasde migracion, y de esta manera establecer €l efecto de
lasbarrerasfisiograficasy contaminantes del rio Caucasobre el genoma
de estaespecieictica.

MARCO REFERENCIAL

Se entiende por polimorfismo, alaexistenciade dos 0 mas fenotipos
del mismo caréacter (determinado genéticamente) en unapoblacion, tales
COMo variantes isozimicas, grupos sanguineos, color, etc. Ademas de la
seleccion natural existe unaserie de agentes detipo no selectivo que actian
sobrelavariabilidad genética como laconsanguinidad, laderivagenética
y lamigracion que son agentes que afectan la estructura genética de las
pobl aciones de organismos acuati cos. Laconsanguinidad esunadesviacion
delapanmixia, esdecir, del apareamiento aleatorio. Laconsanguinidad,
produce un incremento en lafrecuenciade homocigotos aexpensade una
reduccion delafrecuenciadelos heterocigotos. El efecto mas caracteristico
de la consanguinidad se produce sobre |os genes recesivosy en especial
sobre los caracteres cuantitativos. Se denomina depresion por
consanguinidad al efecto perjudicial de la consanguinidad sobre los
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caracteres cuantitativos que consiste en una reduccion de la media
poblacional (FaLcoNER, 1989). Se ha descrito fendmenos de depresion
por consanguinidad para diversos caracteres en la trucha arco iris
(BripcEs, 1973) y la carpa (Moav et al., 1975). Los caracteres que
presentan depresion consanguinea con mayor frecuencia son latasa de
crecimientoy laviabilidad.

L as poblaciones pequefias, experimentan cambios aleatorios en sus
frecuencias génicasy fendmenos de reduccion de su variabilidad genética
y consanguinidad como consecuencia de laderivagenética. Lo anterior
se presenta en la acuacultura, debido a que el cultivo de cualquier
organismo hidrobiol 6gico, coincide con el mang o de gruposreducidos de
individuos, nUmero limitado de reproductores, seleccion de un pequefio
grupo de individuos, considerados superiores por algun criterio y la
formacion de un “stock” a partir de un nimero limitado de individuos,
provenientes de la poblacion natural (efecto fundador) y ladisminucion
ocasional de disponibilidad de progenitores (efecto de cuello de botella)
(CaicyT, 1987).

Existen dosnivel esfundamental esde diversidad genética, ladiversidad
intrapoblacional einterpoblacional. Ladiversidad interpoblacional puede
tomar distintasformas, desdeladiferenciacion genéticagradual y continua
entre distintas poblaciones, hasta diferencias méas discontinuas que pueden
dar lugar a variedades, razas geogréficas o incluso especies diferentes.
L as diferencias genéticas entre | as pobl aciones naturales, son de interés
paralaexplotacion comercial de un determinado organismoy pueden ser
el punto de partida para €l establecimiento de diferentes variedades y
“stocks’.La mayor parte de los caracteres de interés comercial de los
peces, crustaceos y moluscos como son € peso, € tamafio, 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 nimero de genes de pequefio
efecto (poligenes). Ademas, setratade caracteres sobrelosque el ambiente
suele gjercer un importante efecto. A diferenciade lavariacion continua
los caracteres discontinuos o cualitativos suelen estar controlados por
genes mayores gue poseen un gran efecto sobre e carécter (PErez, 1996).

POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS (AFLP)

El analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism), técnicadisefiada por
Voset al. (1995) combinalaespecificidad, resoluciony poder de muestreo
deladigestion con enzimas derestriccion con lavelocidad y versatilidad
de deteccion de polimorfismos mediante PCR. Desde su desarrollo y
divulgacion (Zeseau, 1993), esta técnica ha sido utilizada de forma
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creciente paradiferentesfinalidades, talescomo huellasdigitalesde ADN,
mapeamiento genético localizado y construccion de mapas genéticos,
principal mente en especies con bajo polimorfismo deADN. El protocolo
de AFL P consta esencialmente de cuatro etapas. En laprimera, el ADN
genomico 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 enzimética. En la
tercera, una fraccion de los fragmentos generados es amplificada
selectivamente mediante PCR, utilizando oligonucledtidos “primers’
especificamente disefiados para reconocer las secuencias en los
adaptadores. En la cuarta etapa, la subpoblacion de fragmentos
amplificados es separada en geles de alta resol ucion.

El polimorfismo entre fragmentos AFLP, resulta de las mutaciones
puntuales, inversiones, delecioneseinsercionesquellevan alapérdidao
gananciade un sitio de restriccion reconocido por las enzimas utilizadas
o laalteracion de una secuencia detectada por los nucledtidos arbitrarios
en losextremos 3" de los oligonucl edtidos cebadores que direccionan la
PCR a partir de los adaptadores. (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). La
ventgjamasimportante de esta tecnol ogiacon rel acién aotras existentes,
es el gran nimero de fragmentos que se producen y revelan en un Unico
gel. Latecnologiade AFLPes, por lo tanto, muy eficiente parael muestreo
amplioy simultaneo de un genoma. Unavez que espos ble obtener decenas
de marcadores polimarficos en un unico gel, estambién posibleimaginar
la construccion de un mapa genético con aproximadamente 200 a 300
marcadores obtenidos, solamenteapartir de5a7 gelesdeelectroforesis
dealtaresolucion. OtraventajadelatecnologiaAFLP, eslacapacidad de
detectar la diversidad genética, puesto que explora simultaneamente el
polimorfismo de presenciay ausencia de sitios de restriccion logrando,
unaflexibilidad significativa, en laobtencién de marcadores polimorficos.
DelamismamaneraquelatécnicaRAPD, el método AFLP no requiere
informacion previade la secuenciade ADN.

Alternativamente, pueden utilizarse otras enzimas de restriccion en
diferentes combinaciones produciendo asi una poblacion de fragmentos
amplificado enteramente diferente. Varias decenas de enzimas de
restriccion estan disponibles y son adecuadas para este tipo de trabgjo.
Por o tanto, combinando e nimero de oligonucledtidos cebadores que
pueden ser evaluados, se obtienen facilmente varias centenas de milesde
combinaciones. Para cada una de €llas, se detectan varias decenas de
bandas de las cuales algunas seran polimorficas. El método AFLP
comparado con latécnicaRAPD presentacomo ventajaadicional mayor
repetibilidad, debido aque utiliza oligonucl edtidos cebadores mas largos
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enlaetapadelaPCR, lo que aumentasignificativamente |a especificidad
delaamplificacion (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, Op. Cit.).

Los analisis de AFLP se han aplicado en varias especies de peces
como Tilapia (Oreochomis spp) por AcresTi et al. (2000); en truchaarco
iris (Onchorynchus mykiss) Y ounc et al. (1998) y en catfish (Ictalurus
spp) por Liu et al. (1998). L os mencionados estudios coinciden en que
dos factores principales afectan el nimero total de bandas de AFLP
generadas por individuo como eslaenzimaendonucl easa especificausada
y el nimero de bases adicionadas a los cebadores en el paso de
amplificacion selectiva. Por estarazon, considerando alos peces como
organismos de genomas complgos se recomienda una amplificacion
selectivadedosfasesy seutilizaparaladigestion derestriccion lasenzimas
EcoRIl y Msel (Vos et al., 1995).

Diferentes estudios sobre diversidad genéticade | os peces se han basado
fundamental mente, en la metodol ogia de isoenzimas en especial en los
polimorfismos que presentan las hemogl obinas, siendo este mucho mayor
gue en otros grupos de vertebrados. De tal manera que ciertas
hemogl obinas especificas ai d adas de hemolisados, posiblemente afectarian
la sobrevivenciadurante algunafase delavidade | os peces amazdnicos,
pero una conexion directa entre una hemogl obina especificay unabien
definidapresion de seleccion aun no se hademostrado (Frxn et al., 1979);
No obstante, estudios de peces en la cuenca amazonica cuestionan, la
significancia de latemperatura como un factor importante, responsable
de la heterogeneidad de la hemoglobina, reportando mayor nimero de
hemoglobinas, en peces provenientes de ambientes termolabiles, en
comparacion con peces de ambientes termoestables (Fyhn et al., 1979).
Perez et al. (1985) demostraron que € nimero promedio de hemoglobinas
y la incidencia de polimorfismo es similar en peces tropicales y
extratropicales.

MATERIALESY METODOS

ARrea pE Estupio

El analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP, Amplified Fragment L ength Polymorphism), técnicadisefiada por
Voset al. (1995) combinalaespecificidad, resoluciony poder de muestreo
deladigestion con enzimas derestriccion con lavelocidad y versatilidad
de deteccion de polimorfismos mediante PCR. Desde su desarrollo y
divulgacion (Zeseau, 1993), esta técnica ha sido utilizada de forma
creciente paradiferentesfinalidades, talescomo huellasdigitalesde ADN,
mapeamiento genético localizado y construccion de mapas genéticos,
principal mente en especies con baj o polimorfismo de ADN. El protocolo
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de AFL P consta esencialmente de cuatro etapas. En la primera, el ADN
genomico 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 enzimética. En la
tercera, una fraccion de los fragmentos generados es amplificada
selectivamente mediante PCR, utilizando oligonucledtidos “primers’
especificamente disefiados para reconocer las secuencias en los
adaptadores. En la cuarta etapa, la subpoblacion de fragmentos
amplificados es separada en geles de altaresolucion.

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
sectoresdeLaBalsa, Riofrioy El Puerto delaVirginia, en el caucedela
cuencaaltadel rio Caucaen el Departamento del Valle del Cauca, segun
las distintas barreras fisiograficasy contaminantes existentes.

OBTENCION DEL TEJIDO BRANQUIAL

Se utilizaron como muestras un centimetro de filamento branquial
derecho e izquierdo de cada uno de los peces evaluados, obtenidas de
maneraaseptica, empleando tapabocas, pinzasy tijerasestériles. El tgjido
setransfirid aunvial con 3 ml de dimetilsulféxido DM SO al 10%. El vial
serotul 6 debidamente, indicando laespecie, € sexo, €l sitio de muestreo
y fecha. Igualmente, seregistraron |os datos morfomeétricos y meristicos
de cada uno de los g emplares estudiados, analizando cuidadosamente
el estado de salud delos mismos especificamente piel, branquias, higado,
rifion y gonadas. Posteriormente, cada muestrafue lavada profusamente
con 1 ml deaguamilicox (aguasiniones) efectuando inmersion, mezclado
y eliminando el agua sobrante.

ExTrAacciON DEL ADN
Se procesaron exitosamente 122 muestras de ADN, mediante el método
de AusseL et al. (1987), obtenidas de branquias de g emplares de bocachico
(P.magdalenae) de diferentes tallas, pesos, sexos, estados gonadales,
capturados con varios artes de pesca, durante regimenes climati cos secos
y lluviosos. Para este efecto, €l tejido branquial se pulverizo en un tubo
eppendorf con nitrogeno liquido, utilizando un punzon macerador; se
adicionaron 445 ul de buffer RSB 1x, el cual esta compuesto por (10
mM Tris pH 7.4; 10 mM cloruro de sodio; 25 mM EDTA) y 50 ul de
SDS a 10%. Se agregaron 5 ul de proteinasa K para una concentracion
de 10 ug/ml y se incubd durante dos horas a una temperatura de 37-56
°C. Posteriormente, se adicionaron 5 ul de proteinasaK (10 mg/ml) y se
continud incubando por otras 2 horas. Luego seagregaron 45 ul decloruro
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desodio 5 M. Seextrajo con igualesvolumenes de SSfenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclaron por inversion. Se centrifugo
a 10000 rpm durante 10 minutos paralograr la separacion en fasesy se
transfirid a un nuevo tubo lafase acuosa y se centrifugd nuevamente a
10000 rpm. Luego, setransfirio lafase acuosaaotro tubo y se repitio el

procedimiento anterior tres veces. Se traslado |a fase acuosa a un nuevo
tubo y se adicionaron 2.5 volumenes de al cohol absoluto para precipitar
el ADN. Se centrifugd a 15000 rpm durante 15 minutos; se extrgjo la
fase alcohdlicapor inversiony sedej 6 secar €l “pellet”. Posteriormente,
se disolvié el ADN con 445 ul de 0.1SSC (citrato de sodio) y se dgjo
durante la noche a 4°C. Se adicion0 1 ul de RNAsa libre de DNAsa
(previainactivacion térmicade DNAsas a 94°C durante 15 minutos). La
solucion seincubd por 30 minutosa 37°C. seadicionaron 45 ul decloruro
de sodio (NaCl 5 molar). Seleagregd SS-phenal, cloroformo (volumen/
volumen). Se mezcl 6 durante 5 minutos, se centrifugo a 12000 rpm por
10 minutos. Se separaron lasfasesy alafase acuosa se le incorpord 2.5
vol. de etanol. La solucion se colocd a—20°C, durante 1 hora. Luego, se
centrifugo a 15000 rpm durante 15 minutos. Se descarté el alcohol por
inversion, se degjo secar € “pellet” y sedisolvio el DNA en TE 0.1 mM

durante lanoche a4 °C y finalmente se almacend las muestraa— 20°C.

CuanTiFicacion b ADN
Sediluyeronlos DNA gendmicos extraidos previamente por el método de
AusseL et al. (1987) hasta obtener una concentracion de 100 ng/ul de
acuerdo con cuantificaciones electroforética empleando DNA estandar
de concentracidn conocida.

Tablal. Reactivosy cantidades de digestion deADN.

COMPONENTE CONTROL
Byfferde. reaccion 5 x 5ul Sul
DNA control Arabidopsis (100 ng/ml) 2.50l -
Muestra de DNA (250ng en méximo 18 ul - 18ul
EcoRI/Msl (1.25 U/ul) 2ul 2 ul
Agua grado AFLP 15.5ul hasta 25 il

Volumen total 25ul 25 ul
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Dicestion bE ADN

El control se compard con la muestra empleando |os reactivos y
cantidadesindicadasen latabla 1. Se mezclaron suavementelosreactivos
mediante una microcentrifuga marca Eppendorf modelo 5415C.
Posteriormente, se incubd lamezcladurante 2 horasa 37°Cy luego a70
°C por 15 minutos con €l fin deinactivar las endonucleasas de restriccion.
Luego, se coloco e tubo en hielo durante 15 minutos y se sometio a
centrifugacion breve; después se amacend lamuestraa- 20°C durantela
noche. Seretirdlamitad del contenido de cadamuestraparaser confirmada
por electroforesis en agarosa en un equipo de minielectroforesis marca
Bio—Rad modelo mini subcell GT con unafuente de poder de 250 voltios.
Deta maneraque setomaron 12 ul de cadamuestradigeriday semezclaron
con 2 ul de buffer de carga. Luego se colocaron en tubos Eppendorf y se
calentaron todas|as muestras a90°C por 3 minutos. Después se col ocaron
en hielo por cinco minutos y se sembraron en una cantidad de 5 ul con
buffer TAE 1X; la€electroforesisserealizo a 75 voltios durante 60 minutos.
Posteriormente, el gel setifid con bromuro de etidio auna concentracion
de 0.5 ug/ul, después se decoloro en agua por 10 minutos, se tomo la
fotografiarespectivay seregistraron los resultados.

L1GACION DE ADAPTADORES

Al ultimo paso delareaccion derestriccion, seleadicionaron 12 ul de
solucion de ligacion de adaptadores y 0.5 ul de T4 DNA ligasa. Se
mezclaron suavemente a temperatura ambiente y se centrifugaron
brevemente para colectar € contenido delareaccion, €l cual seincubo a
20 °C + 2 °C durante dos horas. Luego serealizo unadilucion 1:10 de la
mezcladeligacion setomaron 10 pl dereacciony seadicionaron 90 ul de
buffer TE en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Luego, se amacenaron las
mezclas dereaccion dedigestion deligacion diluiday no diluidaa—20°C.

REACCION DE PREAMPLIFICACION

Se adicionaron a un tubo de PCR de pared delgada de 0.5 ml los
siguientesreactivos. 2.5 ul deADN plantilladiluido; 20 ul de mezclade
primer de pre-amplificacion; 2.51 | de buffer 10x PCR para AFLP; 0.5
ul detag ADN polimerasa (1 U/ul) paraun volumen final de 25.5 ul. Se
mezclaron bieny se centrifugaron brevemente para col ectar lareaccion.
Luego, se realizaron 20 ciclos en un termociclador Perkin Elmer serie
P17101 delasiguiente manera: 94 °C x 30 seg; 56 °C x 60 seg; 72 °C x
60 seg. Las muestras se degjaron a 4 °C, después del paso de extension
final (7'a72°C). Posteriormente, serealizo unadilucion 1:50. Para esto
setomaron 3 ul de lareaccion de pre-amplificacion y se adicionaron 47
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Tabla 2. Combinaciones de cebadores +3 Eco Rl y Mse | paralas reacciones de amplificacion
selectivaen el procedimiento deAFLP.

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 1 Combinacién no ensayada
0 : Combinacion ensayada
- Combinaciones con las que se obtuvo patrones uniformes

ul de buffer TE en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se aimacenaron las
soluciones diluidasy concentradas a—20 °C.

Finalmente, se efectud una electroforesis segun el protocolo de
SamBrook et al. (1989). Para esto, se prepard un gel de agarosa a 1%
con una concentracion de bromuro de etidio de 0.5 ug/ml; 1 ul volumen
buffer carga; un voltgjede 75 voltiosy se utilizo 5 ul de muestraparaun
tiempo de corridade 45 minutos. Adicionamente seregistré lafotografia
con unacamara Polaroid model o Fotodyne, utilizando rollo Polaroid tipo
Polapan #667.

AMPLIFICACION SELECTIVA

Se efecttio una diluciéon 1/50 de la muestra, luego se tomo 3 ul de
muestray 147 ul de buffer TE y se amacenaron soluciones diluidas y
concentradas a— 20 °C. Se escogieron 3 pares de primers selectivos + 3,
siguiendo |as recomendaciones de la casa fabricante que establecen que
el nimero de marcadores o bandas depende delacomplegjidad y el tamafio
del genoma. Por estarazon, se seleccionaron losoligonucledtidos” primers’,
indicados en latabla 2.
L a seleccidn de cebadores més polimorficos se realizd segun € nimero
total de bandas amplificadasy el criterio de LyncH & MiLLiGAN (1994),
con el cual € andlisisserestringe alas bandas cuyafrecuenciaobservada
sea menor que 1- (3/N) y mayor que (3/N) (N= nimero de individuos
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analizados); donde | as frecuencias de bandas menores o mayores a estos
limites no son significativamente polimorficas.

DiLuciON DEL PRIMER ECORI

Teniendo en cuentaque no se hizo lamarcacion con T4 polinucledtido
kinasa, se efectud ladilucion del primer EcoRI 8/5 delasiguienteforma.
Setomaron 18 ul del primer EcoRlI seleccionadoy se adicionaron 32 ul
de buffer TE, para un volumen final de 50 ul. Se almacené a —20 °C.
Posteriormente, se efectud lapreparacion delasmezclas 1y 2.

PREPARACION DE LA MEZCLA 1

Para cada par de primers sel eccionados, se adicionaron 2.5 ul Primer
EcoR I diluido; 22.5 ul Primer Msel (contiene dNTPs) paraun volumen
total de 25 ul.

PREPARACION DE LA MEZCLA 2
Para esta mezcla se adicionaron a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
los siguientes componentes: 39.5 ul deaguagrado AFLP; 10 ul de Buffer
10X PCR para AFLP; 0.5 ul de Tag ADN polimerasa (5 U/ul) para un
volumen total de 50 pl.

REACCION DE PCR PARA AMPLIFICACION SELECTIVA

Se adicionaron aun tubo de PCR de pared delgadade 0.2 ml, los
siguientes reactivos: 5 ul de ADN plantilla (dilucion 1:50 RX de pre-
amplificacion); 5 ul de mezcla 1(primers dNTPs); 10 ul de Mezcla 2
(Taq polimerasa/buffer) para un volumen total de 20 ul. Se mezclaron
bien y se centrifugaron brevemente en una microcentrifuga marca
Eppendorf modelo 5415 C para colectar |areaccion. Posteriormente, se

Tabla 3. Programade amplificacion selectivade AFLP.

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

94 60 65 60 9
94 60 64 60 9
94 60 63 60 9
94 60 62 60 9
94 60 61 60 729
94 60 60 60 9%
94 60 59 60 9
94 60 58 60 729
94 60 5T 60 9%
94 60 56 60 9
94 30 56 30 760
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realizaron |os ciclos correspondientes en un termociclador Perkin Elmer
serie P17101 segun lo establecido en latabla 3.

PREPARACION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA

Seutiliz6 unacamaradeelectroforesismarcaBRL de 42 cm por 39 cm,
modelo S2 con una fuente de poder, marca BRL modelo 4000. Para la
construccion de los geles de poliacrilamida desnaturalizante, primero se
lavaron los vidrios con detergente neutro, y selimpiaron con etanol a 95%.
Posteriormente, al vidrio grande sele aplicd solucion de adhesion (3mL de
bind—silaneal ml de&cido acético a 0.5% en etanol a 95%). A suvez, d
vidrio pequefio seleaplicaron 600 ml de Repelsilane. Unavez ensamblado
el sstema, seinyectaron lossiguientesreactivosparaformar ungel: 100 mi
de acrilamiday bisacrilamidaal 6% (proporcion 19:1), 1 ml de persulfato
de amonio a 10% y 20 ml de TEMED. El gel se dg6 polimerizar como
minimo por unahora. Luego, sehizo unaprecorridaa 100 wats hastaquela
temperatura de los vidrios alcanzé los 50°C. Las muestras para la
electroforesis se desnaturalizaron por calor (3 minutos a94°C) antesde ser
colocadas en € gel. Se sirvieron por pozo, 2.5 ml de muestra y 2.5 ml de
buffer de secuencia (xilenecianol 0.05%, azul de bromofenol 0.05%,
formamidaa 95%Yy EDTA 10 mM). Laelectroforesis se efectud durante 2
horas, aproximadamente, a55 Watsy 50 °C de temperatura constante. Una
vez que termind la electroforesis, se desmonto el ensamblajedel gd vy se
separaronlosvidriosy sobree vidrio grande quedo € gel depoliacrilamida
parasu posterior tincion con plata. Luego, € gel se colocd en acido acético
durante 20 minutosy selavé en aguadestiladatresveces. Seimpregno con
nitrato de plata, en unaproporcion de 1 g/l con € propdsito devisualizar las
bandas por tincion de plata. Serevel 6 €l gel con carbonato de sodio Na,O,
durante 15 minutos, se secO a medio ambiente y se procedié a hacer la
lectura de las bandas, mediante unalampara de luz opaca. Finalmente, se
levantaron las matrices correspondientes, se tomaron las fotografias y
efectuaron losandlisis estadisticosrespectivos.

L ECTURA DE GELES DE POLIACRILAMIDA

L os geles de poliacrilamida se observaron en un transiluminador de
luz blanca. Para realizar el conteo de bandas se siguieron las
recomendaciones, formuladas por LYncH & MiLLican (1994),
construyendo unamatriz de presencia (1) y ausencia(0). Conlaayudade
unaregla T se examind cada uno de los individuos para establecer si
presentaban, unabandadeterminadacon buenaintensidady visualizacion.
Se estableci6 quelosaelosdediferenteloci no presentan comigracion a
lamisma posicion y cadalocus se traté como un sistema de dos alel os.

ANALISIS ESTADISTICO Y DE AGRUPACION
L os datos de patrones de bandas AFLP's de cada individuo fueron
codificados (presencia/ausencia) en unamatriz basicade datosbinariosa

Nnartivr dAala ~11al eca hiciaran yv7ari e anAlici e
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ProrPOsITOS TAXONOMICOS

Se derivo una matriz de distancia (1-M) generada por el programa
RAPDPLOT-FORTRAN elaborado por Black (1995) que estima la
fraccion de empargjamientos (M) mediante laformula:

M= N,/ N_ (1)
De donde N, es el numero total de emparejamientos entre los individuos A y

B (tanto para bandas ausentes 0 presentes) y N. el numero total de loci
(fragmentos) en el estudio.

Se asume gue los fragmentos que comigran se originan de idénticos
alelosy laausenciade un alel 0 se debe auna mutaci on ancestral, esdecir
los alelos son idénticos en su estado. Se obtiene una clara separacion de
individuos estrechamente rel acionados bajo este método, por lo cual se
recomiendasu uso paraestudiosintra-especificos. Asi, obtenidalamatriz
dedistancia, se procedio arealizar un analisisde agrupamiento por medio
del programa NEIGHBOR-PHYLIP 3.6 (alpha2), generando un
dendogramabajo e método UPGMA que agrupalas parejas por promedios
no ponderados. Ademas con €l 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 mediante el programa
TREEVIEM.

CoOMPARACION DE SUBPOBLACIONES

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

D, =-In(l,)
J

| - xy
Voo 3, 3,)

Dedondel =5,/ 5,5, endonde 5, 5 y 5,, sonlasmedias estimadas de
las poblaciones X y Y en todos los loci. Los valores fueron corregidos por el
factor de LyncH & MiLLican (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 unade | as poblaciones en estudio por medio dela
técnica NEIGHBOR-PHY LIP 3.6 (alpha2) bajo el método UPGMA. A
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partir de esto se obtuvo un arbol unico por medio de latécnica consenso
estrictoy laregladelamayoria. Los arbolesfinalesfueron diagramados
y observados en el programa TREEVIEM.

DivERSIDAD Y ESTRUCTURA GGENETICA DE LA POBLACION

Para analizar |a tasa de migracion entre las tres poblaciones de cada
una de las tres especies del estudio se calcularan los estadisticos F, de
WRIGHT (1978), Thetade WEIR Y CockERHAM (1984) y LYNCH Y MILLIGAN
(1994). Latasade migracion por generacion (Nm) entre poblacionesfue
estimada de F_. apartir de laformula

Nm= (1-F_)/4F_ (3)

Asumiendo un modelo de islas de migracién entre poblaciones.

Los célculos fueron realizados utilizando el programa RAPDFST-FORTRAN
elaborado por BLack (1995). El valor de Nm es el producto de un tamafio de
poblacion (N) potencialmente grande y una frecuencia potencial mente pequefia,

y m latasa de migracion.

RESULTADOSY DISCUSION

PoBLACIONES Y SUBPOBLACIONES

El analisis de polimorfismo molecular de AFLP, con base en 92 loci
para un tamarno muestral de 122, mostré cinco subpoblaciones (Fig. 1).
Se determind una separacion poblacional estadisticamente significativa
entre tres subpoblaciones de LaBalsa, unaen laestacion de LaVirginia
y unaen laestacion de Riofrio.

El agrupamiento AFLP obtenido a partir del andlisis de Bootstrap,
utilizando una matriz (1-s), establecié una separacion significativa del
100% entre una subpoblacion delaestacion deLaBalsa 1l con €l resto de
agrupamientos, del grupo de la estacion de Riofrio con relacion al resto
de gruposy también de grupo delaestacion de LaVirginia5 con €l resto
de grupos (Fig. 2).

Al computar lasdistanciasde Nei (Tabla4), seregistro, en laestacion
de muestreo de LaBalsa, |lamenor distanciaentre las subpoblaciones de
LaBalsaly 2(0.558) mientras que lamayor distancia se registro entre
las subpoblacionesde LaBalsa2y 4 (0.364) (Tabla4). Al determinar las
distancias genéticas entre estaciones de muestreo se establece la mayor
entre La Balsay Riofrio (0.715) y la menor entre las estaciones de La
Virginiay Riofrio (0.574) (Tabla 4).

HETEROCIGOSIDAD MEDIA ESPERADA
L os patrones de bandas A FL P, revel aron polimorfismo genético entre
estaciones (Tabla5). La heterocigosidad promedio esperada, fue mayor
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Fig. 1. Arbol consenso de poblaciones a partir de un andlisis Bootstrap de andas de AFLP de P.
reticulatus capturados en las estacionesde LaBalsa, Riofrioy LaVirginiadelacuencaaltadel Rio
Cauca — Colombia, elaborado mediante el programa NEIGHBOR, usando el andlisis NJy una
meatriz dedistanciaS. Lascifrasdelasramassignifican, el porcentsje de consistenciadel agrupamiento.

en la estacion de La Balsa (0,400) la menor en Riofrio (0.039). Sin
embargo, al evaluar las tres estaciones en conjunto, se establecié una
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Riofrio 3

La Virginia5 ——————————=«¢

—— LaBalsal ™

La Balsa 2

0. La Balsa 4

Fig. 2. Arbol consenso de subpoblacionesapartir de un andlisisbootstrap de bandas A FL P de bocachico
(P. reticulatus) capturados en las estacionesde LaBalsa, Riofrioy LaVirginiadelacuencaatadel
Rio Cauca— Colombia, elaborado por el programa NEIGHBOR, usando el analisisNJy unamatriz
dedistanciadeNei. Lascifrasdelasramassignifican el porcentaje de consistenciadel agrupamiento

Tabla4. Promedio de distancias genéticas entre cinco subpobl aciones de bocachico (P. reticul atus)
detres estaciones de muestreo de la cuencaatadel Rio Cauca— Colombiacomparando 92 loci de
AFLP.

Estacion LaBalsa1 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 o

La Virginia 5 0.589 0.554 0.466 0.574 0]
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Tablab. Heterocigosidad promedio esperada o diversidad genéticade bocachico (P. reticulatus) de
tres estaciones de muestreo delacuencaatadel Rio Cauca— Colombia, apartir de 92 loci AFLP.

Individuos  Heterocigosidad Promedio

Tipo de Marcador  Estacion analizados Esperada

La Balsa 42 0.365

La Virginia 59 0.091
AFLP

Riofrio 21 0.039

Todas 162 0.400

Tabla 6. Estimados de F_ y tasas de migracion (Nm) apartir de 92 loci AFLP, en poblaciones de
bocachico (P reticul atus) de tres estaciones de capturaen lacuencaaltadel Rio Cauca— Colombia.

Estaciones Wright's Theta Lynch y Milligan

Tipo de Marcador Comparadas Fer Nm Fer Nm Fer Nm

AFLP  LaBalsa—Riofio  03% 05 0577 02 0584 02

La Balsa — La Virginia 0.354 0.5 0573 0.2 0503 0.2

Riofrio — La Virginia  0.602 0 0841 0 085 0
Todas 0518 0.2 0.648 0.1 0635 0.1

Con relacion aotras investigaciones reali zadas con peces tel edsteos,
mediante marcadores molecularestipo AFLP, estas han sido escasas; sin
embargo esimportante destacar con propositos de discusion, los estudios
realizados por SpruELL et al. (1999) quienes determinaron un nimero de
bandas promedio en el Salmén Rosado de 30. Liu et al. (1998), cuantifico
de 50 a 120 bandas en € Cadfish (Ictalurus spp) mediante lacombinacion
de enzimas EcoRI y Msel. La Carpa mostré un promedio de 80 bandas
en lainvestigacion realizada por Davip et al. (2001).

ValoresaltosdeF_, resultantesde similitudes dentro delas poblaciones
y diversidad de las poblaciones de carpas como |o demuestra la
investigacion de Davip et al. (2001) quienesestimaron F_. (0.37) utilizando
41 loci SSR (Simple sequence repeats). Este estimativo fue similar a
obtenido mediante andlisisAFL P corroborando la estructuragenéticade
la poblacion sel eccionada.
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heterocigosidad de 0.400. Los anteriores valores, indican la mayor
heterocigosidad de esta especie ictica en la estacion de captura de La
Ba say pobl aciones genéticamente homogéneas en las estaciones de Riofrio
y La Virginia respectivamente, debido a las barreras fisiograficas,
artificialesy contaminantes

Tasa DE MIGRACION POR (GENERACION

El andlisis de la tasa de migracion por generacion Nm, mostro una
tasabgjadeindividuos migrantes por generacion (Tabla6). Igual tendencia,
se presenta entre | as di stintas estaciones de muestreo. Lo anterior indica
laausenciadeflujo de genesdebido alas barreras contaminantes presentes
entre los municipios de Cali y Tulua (UNIVERsIDAD DEL VALLE, 2001).

Segun OrTEGA €t al. (2000), el bocachico es una especie altamente
afectada en cuanto a su abundancia, debido fundamentalmente a la
sobreexplotacion, utilizacion de mallasfina, pescailicitacon dinamitay
destruccion de su habitat, debido a que prefiere ciénagas y lagunas con
temperaturadel aguade 20-24°C y se ubica en sitios con sustrato |odoso
y las rocas estan recubiertas por abundante perifiton. Esta especie, es
tol erante amoderada contaminaci on, bajas concentraciones de oxigenoy
gran cantidad de materiaorganica. Sin embargo y apesar de ser laespecie
reofilica de mayor importanciaeconémicaen los rios de Colombiay en
las pesquerias locales, los mencionados autores solo |os registraron en
algunos sectores del rio Caucay en el rio Jamundi lo que demuestra la
vulnerabilidad de estaespecie.

Igualmente, Davip et al. (op. cit.) establecieron que las distancias
genéticas promedias calculadas para todas las poblaciones de Carpas
presentaron altacorrelacion negativacon € nivel de polimorfismo estimado
por |a proporcién de bandas polimarficas dentro de cada poblacion. En
conclusién, los mencionados autores comprobaron el potencial de SSRy
AFLP paraestudios genéticosy de biodiversidad de poblacionesicticas.

Nakamura et al. (2001) realizaron un estudio sobre incidencia de
albinismo oculucutdneo (OCA) en trucha Arco Iris mediante la técnica
AFLPy analisissegregante (BSA) paramapear el geninvolucrado en €l
albinismo. Los mencionados autores determinaron cuatro marcadores
AFLPfuertementeligadosal locus 6culo dominante.

Yoon & Kim (2001) evaluaron lasimilitud genéticay ladiversidad de
poblaciones de Catfish cultivado (Slarus 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
polimarficas por cebador. L as bandas polimorficas en estas poblaciones
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variaron entre 56.4% a 59.6%. Los citados autores demostraron que €l
numero de polimorfismo RAPD identificados en ese estudio fue suficiente
paracalcular lasimilitud genéticay diversidad del Catfish de Korea.

SHIKANOT Y TANIGucH! (2002) evaluaron microsatélitesy RAPD como
herramientas paraestimular el grado de heterosisen diferentes crucesde
guppies (Poecilia reticulata). con respecto a la tolerancia de salinidad,
medidacomo el tiempo de sobrevivencia, despuésdetransferir |os peces
de agua dulce a agua salada teniendo en cuenta que esta caracteristica
muestra heterosis significativa en esta especie pero es muy sensible a
depresion por consanguinidad.

CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que el bocachico (Prochilodus
reticulatus), registro mayor heterocigosidad en laestacion de capturade
LaBalsa. En contraste, fueron genéticamente homogéneas en las estaciones
de Riofrio y La Virginia respectivamente, debido a las barreras
fisiograficas, artificialesy contaminantes, principa mente en el tramo del
rio comprendido entre losmunicipiosde Cali y TulUa. Detal maneraque
estaespecie, registro 5 subpoblacionesy lamayor distanciagenéticaentre
las subpoblacionesdelaBalsaly Balsa2. Con respecto alas estaciones
de muestreo, lamayor distanciagenéticase obtuvo entre LaBasay Riofrio
(0.715). Conrelacion alaheterocigosidad €l mayor valor paraestaespecie
se presento en LaBalsacon 0.385, seguido de LaVirginiay Riofrio con
el menor valor de 0.091. Los anteriores valores demuestran la gran
vulnerabilidad del bocachico.

RECOMENDACIONES

Desarrollar planes de conservacion y repoblamiento del bocachico de
lacuencaaltadel Rio Caucay sustributarios con gy emplares capturados
en el tramo comprendido entrelaRepresade Salvajinay laBalsa, debido
aque son los g emplares que presentan mayor heterocigosidad.

ValoresaltosdeF_, resultantesdesimilitudes dentro delas poblaciones
y diversidad de las poblaciones de carpas como |o demuestra la
investigacion de Davip et al. (2001) quienesestimaron F_. (0.37) utilizando
41 loci SSR (Simple sequence repeats). Este estimativo fue similar a
obtenido mediante anadlisisAFL P corroborando la estructuragenéticade
la poblacion seleccionada. Desarrollar programas integrales de control,
vigilanciay recuperacion en lacuencaatadel Rio Cauca, Departamento
del Valle del Cauca, con el propdsito de disminuir la contaminacion, no
solo del rio sino de sus tributarios.
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Iniciar un programa de reproduccion inducida con ejemplares de
bocachico capturados en el sector de La Balsa debido a su mayor
variabilidad genética.

Implementar por parte de las diferentes instituciones oficiales y
privadas, programas permanentesde monitoreo genético del bocachico.

SUMARIO

O vaegeogréfico do rio Cauca, apresenta condicdes ecol 6gicas singulares
devido a existéncia de barreiras fisiohidrograficas artificiais e naturais,
representadas pela represa barragem de Salvajina e a mudanca na
declividade do rio Cauca entre os povoados de La Virginia e Caucasia
gue geram quedas e jatos que separam as bacias alta e media, além da
contaminacéo produzida pelos lancamentos de esgotos industriais e
domeésticos, provenientes de diferentes municipios. Em conseqtiéncia, a
fragmentacdo do meio aquético deste vale, possivel mente tem favorecido
apresencadominante de espéciesicticas exoticastol erantes de baixo valor
comercial, como o coroncoro (Hypostomus plecostomus) e a tilapia
(Oreochromis niloticus), restringindo a certos trechos do rio, aos peixes
nativos que requer usua mente corpos de agua com adequados niveis de
oxigénio eturbidez, impactando de maneiranegativaadiversidade genética
das espéciesicticas nativos como o bocachico (Prochilodus magdal enae),
facilitando os processos de endogamia, ao interior das populacdes. Pelo
anteriormente exposto, na presente pesquisa, foi propostaadeterminacéo
do estado de vulnerabilidade desta espécieictica, por meio de marcadores
moleculares do tipo AFL P (polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados). Para este efeito, foi obtido ADN de 122. exemplares,
coletados, nas estagOes La Balsa, Rio frio e La Virginia. O estudo
demonstrou que a técnica molecular AFLP, € util para estabelecer a
variagao genéticaintraeinterpopulacional. Os resultados determinaram
cinco sub-populagbes de bocachico (P. magdalenae), com a maior
heterocigosidade média esperada, na populacéo de LaBalsa (0.365) ea
menor no Rio frio (0.039). Os valores F_. € Nm indicam uma estrutura
genéticacom moderado intercambio de genes e constituida por popul agoes
separadas por barreiras contaminantes e fisiohidrogréficas. O analise
molecular devarianza(AMOVA) determinou umavariagéo significativa
interpopul acional de 64.1% eintrapopul acional de 35.81%. Osanteriores
dados comprovam, de acordo a historia natural desta espécie ictica, o
estado de ameaga, 0 que € muito grave, considerando que € o peixe de
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maior importanciacomercial nas pesqueiras artesanais do vale geografico
do rio Cauca.

PaLAvRrAs cHAVE: Bocachico; Prochilodus; Pisces; diversidad-genetica; Cauca.

RESUMEN

El valle geografico del rio Cauca, presenta condiciones ecol 6gicas
singulares, debido ala existencia de barreras fisiohidrograficas de tipo
artificial y natural, representadas por larepresade Salvajinay a cambio
de pendiente del rio Cauca entrelos poblados de LaVirginiay Caucasia
gue genera saltos y chorros que separan las cuencas ata y media, lo
mismo que la contaminacion causada por |las descargas industriales y
domeésticas, provenientes de diferentes municipios En consecuencia, la
fragmentacion del medio acuético deestevalle, posiblemente ha, favorecido
la presencia dominante de especies icticas foraneas tolerantes y de poco
valor comercial, como coroncoro (Hypostomus plecostomus) v tilapia
(Oreochromisniloticus), restringiendo aciertostramosdel rio, alos peces
nativos que requieren usual mente cuerpos de agua con adecuados niveles
de oxigeno y turbidez, impactado negativamente la diversidad genética
de las especies icticas nativas como el bocachico (Prochilodus
magdalenae), facilitando los proceso de endogamia, a interior de las
poblaciones. Por |0 anteriormente expuesto, la presente investigacion, se
propuso determinar el estado de vulnerabilidad de esta especie ictica,
mediante marcadores molecul arestipo AFL P (Polimorfismo delongitud
de fragmentos amplificados). Para este efecto, se obtuvo ADN de 122
gjemplares, colectadosen lasestaciones LaBalsa, Riofrioy LaVirginia.
El estudio demuestraquelatécnicamolecular AFLP, esUtil paraestablecer
lavariacion genéticaintraeinterpoblacional. Losresultados sefialan cinco
subpoblaciones de bocachico (P. magdalenae), con la mayor
heterocigosidad promedio esperada, en lapoblacion deLaBalsa (0.365)
y lamenor en Riofrio (0.039). LosvaloresF¢ y N, indican unaestructura
genéticacon moderado intercambio de genesy constituidapor poblaciones
separadas por barreras contaminantes y fisiohidrograficas. El Analisis
molecular devarianza(AMOVA,) determinaunavariacion significativa
interpoblacional de 64.1% e intrapoblacional de 35.81%. L os anteriores
datos comprueban, de acuerdo alahistorianatural de estaespecieictica,
el estado de amenaza, |o cual es grave, si se considera que es el pez de
mayor importancia comercial en las pesguerias artesanales del valle
geogréfico del rio Cauca.

PaLAvRAs cLAVE: bocachico; Prochilodus; Pisces; diversidad-genetica; Cauca.
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The geographic valley of the Cauca River has certain ecological
conditionsdueto the presence of natural, artificial and pollution barriers.
Pollution is caused by industrial and domestic waste from the cities and
towns of this region. This has had a negative impact on native fish
populations, such as bocachico (Prochilodus magdalenae,) whileforeign
fish species as coroncoro (Hypostomus plecostomus) and tilapia
(Oreochromisniloticus), have prospered, restricting nativefish to certain
areas of thisriver, wherethe water offersmorefavorable physicochemical
conditions. Therefore, the fragmentation of the agquatic environment of
the geographical valley of the Cauca River, had possibly affected the
genetic diversity of bocachico (P. magdalenae) contributing to higher
Instances of the endogamy process, within popul ations. For this purpose,
genetic variability was determined through molecular markers of the kind
of AFL P (Amplified fragment length polymorphism) extracting ADN from
122 fish, caught in the sampling stations of La Balsa, Riofrio and La
Virginia. Theinvestigation demonstrated that the molecul ar technique of
AFLP, is useful in order to determine genetic variation on an intra and
inter populationlevel, mainly for ichthyic species, whose molecular genetic
history has not been determined. The results established five
subpopulations of bocachico (P. magdalenae) in three sampling stations.
The greatest genetic distance was discovered between subpopul ations of
Riofrio 3and LaBalsal (0.715). The average expected heterozygosity
was higher in the population of La Balsa (0.365) than in the population
of LaVirginia(0.091) and Riofrio (0.039). ThevaluesF_ and N _ detect
agenetic structure with amoderate exchange of genes and consisting of
populations separated by natural, artificial and water pollution barriers.
The analyses of molecular variance (AMOVA) in bocachico, showed a
significant inter popul ation variation of 35.8%. Thedataproves, in keeping
with the natural history of this fish, its serious level of vulnerability,
especially if one takes into account that it has the highest commercial
value of any fish, in the small fisheries of the geographical valley of the
Cauca River.

KEY WORDS: Prochilodus; Pisces; genetic diversity; Cauca-river..

RESUME

L a vallée géographique de la riviere Cauca présente des conditions
écologiques particuliéres en raison de |"existence de barrieres physio-
hydrographiques du type artificiel ou naturel représentées par labarrage
delaSalvajinaou le changement de la pente entre les agglomérations de
La Virginia et de Caucasia qui génere des cascades et des torrents qui
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séparent |a haute vallée de la moyenne, et auss de la contamination
causeée par les rejets industriels et domestiques des différentes
municipalités. || semble donc que lafragmentation du milieu aguatique
decettevalléeafavorisé laprésence dominante d”especesichthyol ogiques
étrangéres tolérantes et d"une valeur commerciale réduite comme le
coroncoro (Hypostomus plecostomus) et la tilapia ( Oreochromis
niloticus) qui ont repoussé vers certaines partiesdelariviere les especes
natives qui ont généralement besoin de corpsd’ eau aux niveaux d oxygene
et delimpidité adéguats. Ladiversité génétique des especesichthyol ogiques
natives, comme le bocachico (Prochilodus magdalenae), s'en est vue
compromise et |”on aobserve des processusd endogamieal’ intérieur de
ces populations. Cette étude a donc pour but de déterminer |"état de
vulnérabilité de cette espece ichthyologique au moyen d” indicateurs
mol éculaires du type AFL P (Polymorphisme de longitude des fragments
amplifiés). A cet effet, on aobtenu|”ADN de 122 exemplairesrecueillis
danslesstations LaBalsa, Rio Frio et LaVirginia. Cette éude démontre
gue la technigue moléculaire AFLP est utile pour établir la variation
génétique intra et inter- population. Les résultats signalent cing sous -
popul ations de bocachico (P. magdalenae), avec laplusforte moyenned
hétérozygocitéalaBalea(0.365) et laplusfaibleaRiofrio (0.039). Les
valeursFst et Nmindiguent une structure génétigue comportant un échange
de genesmodére, constituée par des popul ations separées par desbarrieres
contaminantes et physio-hydrographiques. L"Analyse moléculaire de
variance (AMOVA) déermineunevariation significativeinter - population
de 64.1% et intra-population de 35.81%. Ces résultats confirment, en
accord avec | histoire naturelle de cette espece ichthyol ogique, son état
d” espéce menacée, situation d”une grande gravité si I"on considere que
c est le poisson le plus important commercialement pour les pécheries
artisanales de la vall ée géographique de lariviéere Cauca.

Morts cLEs. Bocachico; Prochilodus; Pisces; diversité-génétique; riviére-Cauca.
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