Variabilidad genética de Brycon henni (Characiformes: Characidae) en la
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Abstract: Genetic variability of Brycon henni (Characiformes: Characidae) in the middle basin of Nare
and Guatapé rivers, Magdalena River system, Colombia. Brycon henni is a native species in Magdalena’s
River basin, and because of its cultural and economic importance, is strongly overexploited. This study aimed
to describe the genetic variability and population structure of this species from Nare and Guatapé rivers basins.
A total of 195 individuals were collected and DNA extractions were obtained from muscle and blood tissue.
Fourteen primers were evaluated with the RAPD technique, being four of them polymorphic, and produced
66 different fragments (63% polymorphism). Besides, using the molecular variance (AMOVA) analysis, the
population structure was described for all sites (®g,=0.297, ®,=0.163; Nare and Guatapé river basins, respec-
tively), and suggested the importance of the migratory behaviour of the species in the genetic differentiation.
Genetic distances among sampled sites showed that most of the genetic differentiation occurred between sites
Guatapé and EI Cardal with respect to the others. A Mantel Test demonstrated a correlation between genetic and
geographic distances (r=0.431 both of the basins evaluated; r=0.377, Nare river middle basin), and suggested
isolation by distance. The outcomes obtained in this study have valuable implications in species conservation
and the genetic variability of natural populations of B. henni, and should be complemented with morphological

analyses. Rev. Biol. Trop. 59 (1): 269-282. Epub 2011 March O1.
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En Colombia, los rios andinos estan some-
tidos a problemaéticas asociadas con la alte-
racion de ecosistemas por fragmentacion y
pérdida de habitat, alteracidon en las dinamicas
de regulacién hidrica, pérdida de la cobertura
vegetal de sus laderas, presion sobre recursos
hidrobioldgicos, contaminacidn, entre otros
problemas, lo cual conlleva a una alta pérdida
de biodiversidad (Mojica 1999, Mojica et al.
2002). El pais posee un enorme potencial en
recurso ictico, debido a que se han estimado
en mas de 1 400 las especies de peces de agua
dulce solo a partir de informacion secundaria
y de ejemplares de museo, lo que da cuenta

de la alta diversidad de la ictiofauna nativa
(Maldonado-Ocampo et al. 2008).

Brycon henni, conocida popularmente
como sabaleta, es una especie nativa con
una amplia distribucién en Colombia, con
alta importancia para la seguridad alimentaria
de los pobladores riberefios. Ademas es una
alternativa promisoria para realizar reintroduc-
ciones como opcidon para la conservacidon de
la especie y el desarrollo de pesca deportiva
(Montoya et al. 2006). B. henni no aparece en
ninguna de las categorfas de riesgo propuestas
por el libro rojo de peces dulceacuicolas de
Colombia (Mojica et al. 2002), ni en la lista
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roja de especies amenazadas de la Union Inter-
nacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN 2003). Sin embargo, su sobreexplota-
cion podria conllevar a la pérdida de su varia-
bilidad genética.

Las modificaciones de las condiciones
ambientales en sistemas 16ticos pueden redu-
cir las poblaciones de peces. En particular, la
construccion de presas puede producir serios
impactos en sus comunidades, debido a que
perturba o bloquea sus migraciones (Mori-
ta & Yamamoto 2002; Katano et al. 2003,
2006). Tales modificaciones ocasionadas por
la construccidon de embalses (Juarez & Varsi
1992), como ocurre en los rios Nare y Gua-
tapé (oriente del Departamento de Antioquia,
Colombia), podrian originar impactos sobre
las poblaciones de sabaleta presentes en este
rio. Esta especie es considerada un nadador de
potencia, con preferencia por zonas de rios con
corrientes fuertes y turbulentas (Maldonado-
Ocampo et al. 2005). No obstante, dado que
hay informacion relacionada con migracion de
la sabaleta a cortas distancias dentro de los rios
pequenos y riachuelos o quebradas (Perdomo
1978, Jiménez et al. 1998), este comportamien-
to podria ser una causa adicional que genere
estructuracion genética de sus poblaciones.

Por ello, el proposito de este trabajo es
utilizar marcadores moleculares altamente poli-
morficos para realizar una evaluacion genético-
poblacional de la sabaleta presente en el oriente
antioquefio y determinar si existe una relacion
del efecto de los embalses de las cuencas medias
de los rios Nare y Guatapé sobre la variabilidad
genética de esta especie. Asi mismo, se busca
determinar si el comportamiento migratorio
parcial de ésta especie es una de las causas
principales de su diferenciacion. Se utiliza-
ron marcadores RAPD’s (Random Amplifyed
Polimorphic DNA — Polimorfismos de ADN
Amplificados Aleatoriamente) (Williams et al.
1990), puesto que han sido previamente usados
con éxito en varias especies de peces del géne-
ro Brycon - (B. cephalus, Wasko et al. 2004;
B. henni, Pineda et al. 2004, 2007; B. orbign-
yanus, Lopera-Barrero et al. 2006, 2008), asi
como en otras especies de peces (Pineda et al.

2004, Povh et al. 2005, Vieira et al. 2005) y de
vertebrados (Soto-Marambio 2003). Este mar-
cador molecular es una herramienta til para
evaluar polimorfismo genético en las poblacio-
nes estudiadas y obtener informacién sobre su
diversidad genética, sin tener un conocimiento
previo de la genética de la especie en cuestion
(Barman et al. 2002, Barfai et al. 2003), como
lo exigen marcadores moleculares como los
microsatélites y RFLP’s (Hartl & Clark 1997,
Kang et al. 2006, Moreira et al. 2007). Este
trabajo puede ser de utilidad como una medida
inicial de evaluacion genética de esta especie
en el oriente antioqueio, con relacion a los
planes de conservacion y manejo de la misma.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y coleccion de muestras:
Las colecciones de peces se realizaron entre
octubre de 2007 y mayo de 2008 en diferen-
tes sectores de las cuencas medias de los rios
Nare y Guatapé, en Antioquia, Colombia. Los
sitios de muestreo se encuentran interrumpidos
por los embalses Penol-Guatapé (quebradas
La Compania, Puente Tierra, La Magdalena
y Santa Gertrudis), Jaguas-San Lorenzo (que-
bradas El Nusito y San Lorenzo, y rio Nare)
y Playas (rio Guatapé y quebrada El Cardal)
(Cuadro 1). Una de las estaciones de muestreo
(Aguas arriba embalse Penol-Guatapé), estuvo
conformada por tres sitios diferentes, debido
a que son muy cercanos entre si y drenan al
mismo embalse (Penol-Guatapé), estan locali-
zados aproximadamente a 2 000msnm y fueron
los sitios con menor nimero de muestras (19 en
total) (Cuadro 1). Los ejemplares se capturaron
utilizando diferentes artes de pesca (eléctrica,
atarraya, nasa, sehuelos) y de cada uno de ellos
se colectd aprox. 1.0g de tejido de la region
anterior del muasculo epiaxial y/o 0.5-1ml de
sangre periférica obtenida mediante puncidon
de la vena caudal. Los tejidos colectados se
introdujeron en viales para microcentrifuga
(AMERICAN SCIENTIFIC, USA) de 2.0ml,
los cuales contenian solucion buffer de colec-
ta (0.IM Tris, 0.1IM EDTA, 0.01M NaCl y
0.5% p/v SDS) y se refrigeraron a 4°C. Se
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CUADRO 1
Estaciones de muestreo y ejemplares evaluados de Brycon henni

TABLE 1
Sampling sites and Brycon henni specimens evaluated per station

Estacion de muestreo Cuenca Sitios por Estacion Municipio Coorde:nadas Altitud . N?
geograficas (msnm) indiv.
Aguas arriba embalse Rio Nare Quebrada La Magdalena ~ San Vicente 6°18°13.3” N 2003 9
Pefol-Guatapé (AP) 75°14°14.8” W
Q. La Compainia San Vicente 6°14°49.8” N 2094 6
75°19.17.1” W
Q. Puente Tierra El Petol 6°13°36.4” N 1 990 4
75°16°22.7" W
Total AP 19
Aguas abajo embalse Rio Nare Q. Santa Gertrudis Concepcion 6°19°32.3” N 1820 28
Pefol-Guatapé 75°09°50.4” W
Aguas arriba embalse Rio Nare Q. El Nusito San Roque 6°26’8.3” N 1256 22
San Lorenzo 75°03°7.2” W
Q. San Lorenzo Alejandria 6°22°27.3” N 1250 32
75°03°50.7" W
Aguas abajo embalse Rio Nare Rio Nare San Rafael 6°24°19.4” N 694 33
San Lorenzo 74°55°10.7" W
Aguas arriba embalse Rio Guatapé Rio Guatapé San Rafael 6°16°52” N 1209 31
Playas 75°06°0.6” W
Aguas abajo embalse Rio Guatapé Q. El Cardal San Carlos 6°16°56.4” N 898 30
Playas 74°55°37.7" W
Total individuos 195

transportaron a los Laboratorios de Ecologia
Aplicada -LECA-, Area de Fauna Silvestre
(Departamento de Ciencias Forestales), y de
Biologia Molecular y Celular (Escuela de
Biociencias), de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Medellin. Alli se almacenaron
a -20°C, antes de someterse a procesos de
extraccion de ADN.

Extracciones de ADN genomico: Para la
extraccion de ADN gendmico total a partir de
los tejidos de los ejemplares de sabaleta captu-
rados (sangre y musculo), se utilizd el método
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (Sam-
brook et al. 1989, Taggart et al. 1992), con
algunas modificaciones. Se tomaron aproxima-
damente 0.3g de tejido, se maceraron y resus-
pendieron en 50041 de solucidon de extraccion
STE (0,1M Tris, 0,01M NaCl, 0,5M EDTA) en

viales nuevos y estériles de 2.0ml. Se adicio-
naron 30ul SDS 10% y 15ul de proteinasa K
(FERMENTAS UAB, CANADA) (20mg/ml) y
se dejaron incubando por 14-16 hr a una tempe-
ratura de 55°C. Posteriormente, se adicionaron
400ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),
se agitaron suavemente por dos minutos y se
centrifugaron a 13 000rpm durante 15min. Se
tomd el sobrenadante, se adicionaron 400ul de
isopropanol frio, se homogenizd suavemente y
se centrifugd nuevamente a 13 000rpm por 15
min. Se descartd el sobrenadante y el tubo se
resuspendid con 100u1 de agua ultrapura esté-
ril, se almacend por 24 hr a 4°C para la com-
pleta hidratacion y dilucion de las extracciones,
finalmente se adicionaron a cada muestra 2ul
de RNAsa A (FERMENTAS UAB, CANADA)
y se incubd por 30 min a 37°C. Por tltimo el
ADN se almaceno a 4°C.
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Evaluacion de la calidad y cantidad de
ADN obtenido en las extracciones: La can-
tidad y calidad del ADN extraido se evalud en
geles de agarosa (0.8%) tehidos con bromuro
de etidio (EtBr), se verifico en transiluminador
de luz U.V. y se cuantificd con ayuda de un
espectrofotometro (ThermoScientific, USA),
para lo cual la concentracion del ADN gend-
mico se determind mediante un anilisis de
absorbancia a una longitud de onda de 260nm.

Estandarizacion del proceso de ampli-
ficacion de loci de RAPD (Polimorfismos de
ADN Amplificados Aleatoriamente): Inicial-
mente, se probaron 14 cebadores decameros
para RAPD de las series OPBA, OPAN y OPE
(OPERON TECHNOLOGIES, USA) (Cuadro
2), los cuales se sometieron a evaluacion para
detectar como primera medida contaminacion
de los mismos, seguido de la identificacion de
los mas polimorficos al momento de efectuar
las reacciones de amplificacion aleatoria de
ADN mediante PCR (Polymerase Chain Reac-
tion, Amplificacion en Cadena de la Polimera-
sa). Para obtener productos de amplificacion

CUADRO 2
Cebadores RAPD probados en este estudio

TABLE 2
RAPD primers tested for this study

Cebador Secuencia % G-C
OPBAO03 GTGCGAGAAC 60
OPBAI10 GGACGTTGAG 60
OPBAI13 AGGGCGAATG 60
OPBA14 TCGGGAGTGG 70
OPBAI16 CCACGCATCA 60
OPBA17 TGTACCCCTG 60
OPBA20 GAGCGCTACC 70
OPANOS5 GGGTGCAGTT 60
OPAN10 CTGTGTGCTC 60
OPANI1 GTCCATGCAG 60
OPAN14 AGCCGGGTAA 60
OPAN17 TCAGCACAGG 60
OPE02 GGTGCGGGAA 70
OPEO7 AGATGCAGCC 60

de secuencias RAPD (Random Amplifyed Poli-
morphic DNA), se tuvieron en cuenta diferentes
condiciones, a partir de las recomendadas por
Williams et al. 1990, Wasko et al. 2004, Pineda
et al. 2004, 2007 y Lopera-Barrero et al. 2008.
Ademas, se incluyeron variaciones a las condi-
ciones mencionadas por los autores sehalados,
en las concentraciones usadas de cada reactivo
y en los perfiles térmicos de amplificacion. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador PT-100 (MJ RESEARCH, USA)
en viales de 200ul, en cada uno de los cuales
se adiciond la mezcla de reaccion que contenia
1ul de ADN molde (30-60ng), 0.5U de Tagq
polimerasa (FERMENTAS UAB, CANADA),
0.2mM de una solucién de los cuatro deoxinu-
cleotidos trifosfatados (AINTPs; FERMENTAS
UAB, CANADA), 2.0mM MgCl, (FERMEN-
TAS UAB, CANADA), 10pmol de cebador
(primer) (IDT, OHIO- USA) y 2.5ul de solu-
cion buffer 10X (200mM Tris-HCl pH 8.4,
500mM KCl y 1.5mM MgCl,) (FERMENTAS
UAB, CANADA). El volumen final por reac-
cion fue 25ul. Se estandarizaron las concentra-
ciones de ADN, de cloruro de magnesio y las
temperaturas de hibridizacion de los cebadores.
El perfil térmico para las reacciones de PCR
incluy6: temperatura inicial de 94°C durante
cinco minutos, seguida de 35-40 ciclos de un
minuto a 95°C, entre 35-45s a una temperatura
optima de alineamiento (36°C) y un minuto a
72°C. Por wltimo, una extension final de dos
minutos a 72°C. Los productos de amplifica-
cion se almacenaron a -20°C.

Determinacion del tamafio de los frag-
mentos obtenidos por PCR: Los productos de
amplificacion se cargaron en geles de agarosa
(1.5%) en tampon TBE 1X (0.089M Tris Base,
0.089M écido borico y 0.002 M EDTA) y se
utilizd una escalera de peso molecular, la cual
contiene 14 bandas entre 100-3 000 pares
de bases (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA
Ladder, FERMENTAS CANADA INC.). Para
su visualizacidon, los geles se tiferon con
bromuro de etidio (0.5xg/ml) y se sometie-
ron a electroforesis en camaras horizontales
(BIO-RAD, USA). Las condiciones de corrido
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fueron 80V y 400mA durante dos horas. Los
geles se observaron sobre una pantalla de luz
ultravioleta para confirmar la efectividad de
la amplificacidon. Posteriomente, los geles
se fotografiaron en un equipo de captura de
imagenes (BIODOC ANALYZE -BIOME-
TRA, GERMANY) y las imagenes se guar-
daron en formato JPG para el andlisis de las
bandas (fragmentos) obtenidas. Debido a los
potenciales problemas de replicabilidad de
la amplificacion relacionados con la técnica
de RAPDs, aproximadamente el 25% de las
muestras fueron amplificadas y corridas elec-
troforéticamente por duplicado.

La presencia (1) o ausencia (0) de frag-
mentos de tamahos moleculares idénticos
obtenidos por la técnica de RAPDs, se uso
para la construccidon de una matriz de dis-
tancias genéticas de Nei (Nei 1978). Estas
distancias fueron agrupadas con el algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean, Método No Ponderado
de Apareamiento por Grupos con Media Arit-
mética), obtenido con el programa MEGA 4.0
(Kumar et al. 2008). La variabilidad genética
se determind por el porcentaje de loci (frag-
mentos) polimorficos. El analisis de estructura
poblacional se obtuvo mediante un analisis de
varianza molecular (AMOVA), Dy descrito
por Excoffier et al. (1992) y Michalakis &
Excoffier (1996). La diferenciacion genética
entre poblaciones se establecid por medio de
la definicion propuesta por Wright (1965),
en la cual valores entre 0.00-0.05; 0.05-0.15;
0.15-0.25 y >0.25 indican pequeha, mode-
rada, alta y elevada diferenciacion genética,
respectivamente (Hartl & Clark 1997). Adi-
cionalmente, se llevaron a cabo analisis de
distancia e identidad genética insesgados,
seglin lo descrito por Nei (1978). Luego, se
realizd una prueba de Mantel con 999 permu-
taciones, para evaluar la posible correlacion
entre las matrices de distancias genética y
geografica. Mediante la prueba de Mantel,
se pueden mostrar patrones de aislamiento
por distancia (Wright 1943). La matriz de
distancias genéticas, los analisis de distancias
e identidades genéticas y la prueba de Mantel

fueron realizados con el programa GenAlEx
(Peakall & Smouse 2006).

RESULTADOS

Extraccion de ADN genomico total: En
la cuantificacion de ADN de todas las mues-
tras, se encontrd que sus concentraciones eran
adecuadas para realizar la amplificacion de
marcadores RAPD, debido a que sus valo-
res de absorbancia a 260nm oscilaron entre
0.012-0.212.

Amplificacion aleatoria de
Polimorfismos de ADN

Variabilidad genética: 195 ejemplares de
Brycon henni fueron genotipificados mediante
oligonucledtidos para la técnica RAPD con
el uso de cuatro secuencias de oligonucledti-
dos (OPBA13, OPBA10, OPE0O7, OPANI17)
escogidas de un total inicial de 14 secuen-
cias cebadoras. Esta escogencia se baso en la
replicabilidad de los perfiles obtenidos y el
éxito de amplificacion en todos los 195 indi-
viduos muestreados. Con estos marcadores, se
obtuvo un total de 66 fragmentos de amplifi-
cacion reproducibles, con tamafios entre 350
y 3 000pb (pares de bases), de los cuales 41
fragmentos (62.55 %) fueron polimorficos. El
menor niimero de fragmentos polimdrficos lo
aportaron los cebadores OPBA13 y OPBA10
(nueve cada uno) y el mayor niimero de frag-
mentos polimdrficos se obtuvo con el cebador
OPAN17 (12 fragmentos) (Cuadro 3). Los
valores de variabilidad genética arrojados por
la amplificacion de las secuencias RAPD en
los siete sitios de muestreo, se pueden observar
en el Cuadro 4. Adicionalmente, entre el total
de bandas amplificadas, solo se encontrd un
alelo privado para los sitios de muestreo locali-
zados aguas arriba del embalse Penol-Guatapé
(estacion de muestreo Antes Pefiol). En la Fig.
1 se puede observar uno de los geles de los
amplificados obtenidos de secuencias RAPD
en geles de agarosa de algunas de las muestras
de B. henni, en los sitios aguas arriba Penol-
Guatapé (1-19) y Santa Gertrudis (20-38). Se
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CUADRO 3
Cebadores para RAPD que amplificaron en todas las poblaciones de Brycon henni estudiadas

TABLE 3
RAPD primers that amplified for all studied Brycon henni populations

Cebador (primer)  N° loci amplificados N° loci polimorficos / cebador Rango de tamano (pares de bases)
OPBA 13 14 9 350-3 000
OPBA 10 15 9 450-2 500
OPE 07 18 11 450-2 500
OPAN 17 19 12 350-2 500
Total 66 41
CUADRO 4
Variabilidad genética de B. henni hallada con los marcadores RAPD
TABLE 4
B. henni genetic variability found with the RAPD markers
Sitio de muestreo (poblacion) g::rr?:;tiz % fr.ag,m e.ntos N .bandas N® bandas
obtenidos polimorficos privadas comunes
Quebradas antes embalse Pefiol-Guatapé (AP) 59 69.70% 1 6
Q. Santa Gertrudis (SG) 57 69.70% 0 5
Q. El Nusito (EN) 54 68.18% 0 3
Q. San Lorenzo (SL) 56 59.09% 0 2
Rio Nare (RN) 56 65.15% 0 2
Rio Guatapé (RG) 52 56.06% 0 3
Q. El Cardal (EC) 51 50.00% 0 4

diferencian algunos patrones polimorficos para
los individuos 3, 4, 6, 7, 15, 27, 34, 36, 37, con
el cebador OPAN17 (Fig. 1).

Distribucion de la variabilidad genética:
El analisis de varianza molecular (AMOVA) en
las cuencas de los rios Nare y Guatapé en con-
junto, arroj6 un valor de 30% de variabilidad
genética producida por las diferencias genéti-
cas entre los sitios de muestreo. El 70% res-
tante de esta variabilidad se debi6 a diferencias
dentro de los sitios de muestreo. Sin embargo,
cuando se realizo un AMOVA para los sitios
de la cuenca del rio Nare exclusivamente, se
encontrd que solo el 16% de la variabilidad
genética se explica por diferencias entre los
sitios de muestreo y que el resto (84%) de
la variabilidad era explicado por diferencias

274

dentro de sitios. Ademas, los estimados de
estructuracion genética () obtenidos en este
analisis, mostraron que para los sitios de mues-
treo de las dos cuencas se present6 diferencia-
cidn genética, debido a que el valor de Phi (D)
obtenido fue de 0.297 (g.1.=194, p<0.001). De
acuerdo con Excoffier et al. (1992), los valo-
res de Phi se pueden interpretar como analogos
del indice de fijacion Fg, descrito por Wright
(1965), por lo que se puede inferir que el nivel
de estructuracion genética obtenido con estos
marcadores RAPD es muy alto. Similarmente,
al analizar solo las poblaciones de la cuenca
del rio Nare (estaciones 1-5) se hall6 un valor
D, de 0.163 (g.1.=133, p<0.001). Este valor,
con relacidon a lo planteado por Excoffier er
al. (1992), se sitGia en un rango medio-alto de
estructuracion genética (Hartl & Clark 1997).
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Fig. 1. Amplificacion de RAPD con el cebador OPAN17 en las muestras 1-19 (Aguas arriba Pefiol-Guatapé) y 20-38 (Santa
Gertrudis). M: Marcador de peso molecular (100-3000pb).

Fig. 1. RAPD amplification with OPAN17 primer on samples 1-19 (Aguas arriba Pefnol-Guatapé) and 20-38 (Santa
Gertrudis). M: Molecular weight marker (100-3000bp).

CUADRO 5
Matriz de distancias genéticas (bajo la diagonal) e identidades genéticas (sobre la diagonal) de Nei (1978),
para las siete poblaciones muestreadas de B. henni en las cuencas de los rios Nare y Guatapé

TABLE 5
Nei'’s genetic distance matrix (below diagonal) and genetic identities (above diagonal) for seven sampled
B. henni populations of Nare and Guatapé river basins

Poblacion AP SG EN SL RN RG IE(C
Q. Antes Pefiol - 0.945 0.925 0.948 0.944 0.866 0.811
Q. Santa Gertrudis 0.057 - 0.963 0.965 0.941 0.881 0.810
Q. EI Nusito 0.077 0.038 - 0.956 0.944 0.920 0.852
Q. San Lorenzo 0.054 0.036 0.045 - 0.969 0.898 0.853
Rio Nare 0.057 0.061 0.058 0.032 - 0.901 0.874
Rio Guatapé 0.144 0.127 0.083 0.107 0.104 - 0.911
Q. El Cardal 0.210 0.211 0.161 0.159 0.135 0.093 -

Distancia genética entre poblaciones:
En el Cuadro 5 se encuentran las matrices de
distancias genéticas de Nei (1978) (debajo de
la diagonal) y de identidades genéticas (sobre
la diagonal). En la comparacion por pares
de poblaciones, cuando se evaluaron las dos
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cuencas muestreadas (rios Nare y Guatapé) se
encontrd que para la especie B. henni, la menor
distancia genética observada entre poblaciones
fue de 0.032 (Quebrada San Lorenzo y rio
Nare) y la mayor distancia genética fue de
0.211 (entre las quebradas Santa Gertrudis y El
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Cardal). Asi mismo, en la matriz de distancias
genéticas de Nei (1978), se pudo discriminar
entre ejemplares provenientes de las dos sub-
cuencas de donde se extrajeron (rio Nare,
poblaciones 1-5, vs rio Guatapé, poblaciones
6-7). Adicionalmente, los datos de identidad
genética obtenidos con estos marcadores mole-
culares indican que las poblaciones de la sub-
cuenca del rio Nare son muy similares entre
si, produciendo valores entre 0.925-0.969. El
valor obtenido de identidad genética de Nei
(1973) para las poblaciones del rio Guatapé fue
de 0.911, siendo inferior a los obtenidos para
las poblaciones del rio Nare. Al comparar los
drenajes evaluados, se diferenciaron las pobla-
ciones de B. henni de la cuenca media del rio
Guatapé (rios Guatapé y quebrada El Cardal),
con respecto a las poblaciones de la cuenca
media del rio Nare (quebradas La Magdalena,
Santa Gertrudis, San Lorenzo y El Nusito; Rio
Nare), debido a que compartieron distancias
genéticas mas similares entre si (Fig. 2).

Test de Mantel: Para todas las poblacio-
nes evaluadas en los rios Nare y Guatapé, asi
como para la cuenca del rio Nare, se encontrd

una correlacion positiva significativa entre la
distancia genética y la geografica (coeficiente
de correlacion Rxy=0.431, p<0.001, ambas
cuencas; Rxy=0.377, p<0.001, cuenca del rio
Nare). Estos resultados sugieren que la especie
estudiada presenta aislamiento por distancia
(Wright 1943).

DISCUSION

La caracterizacion genotipica de diferen-
tes especies del género Brycon, asi como
la evaluacion de su estructura poblacional
mediante marcadores moleculares RAPD, ha
sido demostrada en B. cephalus (Wasko et al.
2004), B. henni (Pineda et al. 2004, 2007) y
B. orbignyanus (Lopera-Barrero et al. 20006,
2008), lo que refleja la validez y la vigencia
de esta técnica para la realizacion de estudios
sobre la variabilidad genética de B. henni y el
analisis de su estructura genético-poblacional.

En el presente estudio se hall6 un nivel
de polimorfismo promedio cercano al 63% y
para todas las poblaciones muestreadas entre
50-70%. Para el rio Nare, en las poblaciones
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Fig. 2. Dendrograma UPGMA de distancias genéticas de Nei (1978) para las poblaciones de las cuencas de los rios Nare y
Guatapé. Sitios de muestreo: A.P.: Antes Pefol, S.G: Santa Gertrudis, S.L.: San Lorenzo, R.N.: Rio Nare, E.N.: El Nusito,

R.G.: Rio Guatapé y E.C.: El Cardal.

Fig. 2. UPGMA dendrogram for the Nei (1978) genetic distances of the Nare and Guatapé river basin populations. Sampling
sites: A.P.: Antes Penol, S.G: Santa Gertrudis, S.L.: San Lorenzo, R.N.: Rio Nare, E.N.: El Nusito, R.G.: Rio Guatapé, and

E.C.: El Cardal.
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muestreadas antes y después del embalse
Penol-Guatapé asi como en la quebrada El
Nusito y el rio Nare, se encontraron valores
entre 65-70%. En la quebrada San Lorenzo, se
observaron valores de polimorfismo cercanos
al 60%. Para el rio Guatapé, los valores de
polimorfismo obtenidos fueron inferiores (50-
55%). Estos valores de variabilidad genética
en B. henni son altos dentro de cada pobla-
cion y bajos entre poblaciones, lo que podria
demostrar en parte la sobre-explotacion de la
especie en los lugares muestreados. La pérdida
de variabilidad genética siempre es esperada
cuando no hay un buen manejo genético en
lotes de reproductores debido al cruzamiento
de individuos emparentados, originados por
endogamia (Kang et al. 2006, Moreira et al.
2007), causando reduccion de la variabilidad
genética de una poblacion (Povh et al. 2005).
Sin embargo, un bajo tamaho de una poblacion
también es una de las causas principales de
su baja variabilidad genética (Hartl & Clark
1997). En el caso de B. henni, uno de los sitios
muestreados en este trabajo, tuvo una baja den-
sidad poblacional (estacion Antes Pefiol -AP),
lo cual puede ser considerado como una causa
adicional del bajo polimorfismo encontrado en
este estudio.

Por otro lado, las reducciones en el niimero
de loci polimorficos presentes en peces pueden
estar correlacionadas con un bajo ntimero de
ejemplares en su hébitat natural, y/o por ser
poblaciones que se utilizan para establecer
parentales para cria (Winkler et al. 1999). Para
la zona del oriente antioquefio, no se cuenta con
informacion de este tipo. Sin embargo, Pineda
et al. (2004, 2007), mostraron que la diversidad
genética en poblaciones de B. henni en Antio-
quia es relativamente alta y similar para todos
los sitios, expresada tanto en niimero de frag-
mentos totales como en el namero de fragmen-
tos inicos (rios Piedras y Humarada y estacion
piscicola San Carlos, 201, 209, 190 fragmentos
amplificados, respectivamente; 40, 20, 54 frag-
mentos Unicos, respectivamente). Los valores
superiores de polimorfismo genético en la
estacion piscicola San Carlos, podrian estar
relacionados con potenciales cruzamientos

entre ejemplares de B. henni de procedencia
desconocida, lo cual podria ayudar a explicar
los resultados obtenidos (Pineda et al. 2004,
2007). Para el establecimiento de la estacion
piscicola San Carlos, la cual se localiza en el
area de influencia del presente proyecto, se
trasladaron ejemplares de B. henni de rios con
mayor abundancia poblacional hacia rios con
menos presencia de dichos peces, sin tener las
precauciones necesarias para la identificacion
correcta de los parentales en cautiverio (Pineda
et al. 2007).

Este tipo de introducciones se deben rea-
lizar con cautela, ya que se pueden mezclar
individuos con una constitucion genética dife-
rente a la de las poblaciones receptoras, lo
cual podria tener una implicacion compleja en
el mantenimiento de B. henni debido a que la
incorporacidon de nuevos ejemplares no nece-
sariamente implica una facil adaptabilidad de
éstos a su nuevo habitat y a su vez se podrian
reproducir con las sabaletas nativas de cada
localidad.

Adicionalmente, introducciones de nuevos
ejemplares de peces de una localidad a otra
pueden generar la propagacion de enfermeda-
des. Un ejemplo de ello, es la introduccion de
los peces Pseudorasbora parva, Pungtungia
herzi, Pseudogobio esocinus, Acheilognathus
intermedia, Odontobutis interrupta, Zacco
temmincki, Zacco platypus, y Hemibarbus
labeo de China a Corea, lo cual a su vez provo-
c0 la propagacion de clonorquiasis, producida
por la bacteria parasita Clonorchis sinensis en
Corea, agente causal de una enfermedad que
era inexistente en este pais (Kim et al. 2008).

Los valores de polimorfismo genético
hallados en este estudio son similares a los
hallados por otros autores (Wasko et al. 2004,
Vieira et al. 2005, Lopera-Barrero et al. 2008),
al utilizar esta misma clase de marcadores
aleatorios en especies relacionadas y peces de
aguas continentales, indicando que los marca-
dores RAPD utilizados en este trabajo reflejan
un buen panorama de la variabilidad genética
de la sabaleta ubicada en la cuenca del rio
Nare. Wasko et al. (2004) encontraron valores
de polimorfismo de 85% en cuatro poblaciones
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amazonicas de B. cephalus. Lopera-Barrero et
al. (2008), hallaron niveles de polimorfismo
entre 54-59% en B. orbygnianus. Asi mismo,
en Tilapia Nilotica (Oreochromis niloticus), se
hallaron niveles entre 47-80 % de polimorfis-
mo. Para esta Gltima especie, la amplitud en
los rangos obtenidos se relaciona con el hecho
de que las poblaciones con menores valores de
variabilidad genética provienen de criaderos.
Ademas, en el anterior trabajo las tilapias tuvie-
ron procesos de introducciones en sus linajes
en los sitios de cria, ya que es una especie que
presenta una buena adaptacion a los efectos
del mejoramiento genético. Los menores valo-
res de polimorfismo genético hallados en ese
estudio estan directamente relacionados con
el tiempo de introduccidon de nuevos linajes
(Vieira et al. 2005).

Se encontr6 una gran diferenciacion genéti-
ca entre las poblaciones muestreadas en ambas
cuencas, lo cual podria demostrar el efecto de
los embalses sobre la estructuracion de pobla-
ciones de B. henni genéticamente diferenciadas
en la zona de muestreo, y por lo tanto, el bajo
flujo genético entre ellas. Sin embargo, esta
estructuracion también puede ser explicada por
los movimientos de migracion que realiza esta
especie (laterales cauce principal-quebradas-
cauce principal y movimientos rio arriba), los
cuales pueden considerarse como movimientos
de proteccion y no de migracion reproductiva
(Perdomo 1978, Jiménez et al. 1998). Estos
movimientos podrian ser el efecto de estructu-
racion mas valido para esta especie respecto al
efecto de separacion geografica generada por los
embalses, debido a que éstos se construyeron
hacia el ano de 1971 (Juarez & Varsi 1992). Este
es un tiempo relativamente corto para producir
estructuracion genética en la sabaleta del oriente
antioquefo, B. henni, debido a que su ciclo de
vida es relativamente largo (tiempo generacional
1.2-2.3 anos) (Builes & Uran 1974, Perdomo
1978), como para que los embalses actlien como
una barrera geografica que genere divergencia
genética en sus poblaciones.

Adicionalmente, es evidente la diferen-
cia existente entre las dos cuencas muestrea-
das, con relacion a los valores obtenidos de

distancias genéticas, debido a que los datos
muestran bajos valores entre las poblaciones
El Nusito, San Lorenzo y Rio Nare, de la
cuenca del rio Nare (0.054-0.077), asi como
altos niveles de distancia genética en la cuenca
del rio Guatapé (poblaciones Rio Guatapé y
El Cardal, 0.144-0.210 respectivamente). La
explicacion de este acontecimiento se puede
deber a la ausencia de flujo genético entre
ambas cuencas. Aunque en el presente trabajo
no se estimd de forma directa el niimero de
migrantes (Nm) entre las poblaciones evalua-
das, se utilizd un método indirecto con el uso
de la siguiente ecuacion: Fy. = 1/(1+4Nm)
(Wright 1931). A partir de esta formula, se
puede tomar como anélogo al valor F ;. el valor
obtenido en los célculos de estructuracion
genética (O, para las poblaciones de las dos
cuencas muestreadas=0.297; ®,. cuenca del
rio Nare=0.163). Al despejar de la ecuacion
el nimero de migrantes, arrojo un valor bajo
para todas las poblaciones en las dos cuencas
bajo estudio (rios Nare y Guatapé, Nm=0.59),
asi como para el caso de la cuenca del rio
Nare (Nm=1.0), lo cual corrobora los resul-
tados obtenidos de estructuracion genética, y
demuestra que hay un bajo flujo genético entre
las poblaciones de este estudio. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que, para con-
firmar estos resultados, es necesario evaluar
otros marcadores moleculares (i.e. regiones de
ADN microsatélite). Estos marcadores pueden
demostrar los posibles efectos de la endogamia
y podrian ayudar a determinar cuellos de bote-
1la, efecto Wahlund, deriva genética, entre otros
(Frankham et al. 2002). Adicional a esto, un
analisis de dispersion directa podria ser utiliza-
do en esta especie mediante marca-recaptura,
lo cual podria proveer elementos para un uso
mas adecuado de estimados de estructura gené-
tica en la basqueda de indicadores de flujo
genético (Whitlock & McCauley 1999).

El test de Mantel estima la correlacion
existente entre dos matrices de distancias,
tipicamente una matriz de distancias genéticas
y una matriz de distancias geograficas, con un
test de significancia por permutacion. De acuer-
do con los resultados obtenidos al correlacionar
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las matrices triangulares de distancias genética
y geografica, la significancia de este test fue
alta, demostrado por la correlacion positiva
hallada (coeficiente de correlacion Rxy=0.431,
p<0.001, cuencas medias de los rios Nare y
Guatapé; Rxy=0.377, p<0.001, cuenca del rio
Nare), sugiriendo procesos de aislamiento por
distancia en las poblaciones evaluadas (Peakall
et al. 2003). En el modelo de aislamiento
por distancia de Wright (1943), la poblacion
no estd subdividida en subunidades donantes
o receptoras de migrantes, ni es una unidad
panmictica. Los cruzamientos al azar estin
limitados por la distancia, de modo que los
individuos tendran una mayor probabilidad de
aparearse con vecinos que con individuos mas
lejanos. De este modo, se pueden agrupar a los
individuos en "vecindarios", areas definidas
por "individuos centrales" cuyos progenitores
se pueden tratar como extraidos al azar (Wright
1943) y por lo tanto, si se requiere realizar
repoblamientos de esta especie, se deberé tener
mas en cuenta las poblaciones vecinas que las
poblaciones distanciadas genéticamente, para
evitar una contaminacion genética de la saba-
leta de las cuencas medias de los rios Nare y
Guatapé en el oriente antioqueno.

El modelo de aislamiento por distancia
asume que la discontinuidad en las poblacio-
nes se produce por diversas causas. En este
trabajo la discontinuidad en las poblaciones
de B. henni se podria explicar por las barreras
geograficas entre los sitios muestreados, sus
barreras bioticas, pendientes de rios muy altas
y migraciones a corta distancia que realiza la
especie (Jiménez et al. 1998), siendo el com-
portamiento migratorio una de las causas mas
plausibles observadas en este trabajo. Se han
realizado estudios de aislamiento por distan-
cia en otras especies de peces. En Columbia
Britanica (Canada), se encontrd un fuerte aisla-
miento por distancia en poblaciones del Salmon
Oncorhynchus tshawytscha, en 22 localidades
ubicadas entre Alaska y Columbia Britanica,
al evaluarse 32 sistemas de aloenzimas. Se
encontrd que la pendiente de la regresion fue
-0.299 y r>=0.385; p<0.001 (Guthrie & Wilmot
2004). Otro estudio en el norte de Europa, el

cual evalud poblaciones de salmon del Atlanti-
co (Salmo salar), un analisis con aloenzimas y
microsatélites también demostrd un aislamiento
por distancia entre las poblaciones balticas y
del atlantico (r=0.477; p=0.001 (Tonteri et al.
2005). En ambos casos, las barreras geograficas
fueron las causas del aislamiento por distancia.
También puede citarse el trabajo de Mulvey et
al. (2002), quienes realizaron un test de Mantel
de tres vias usando distancia genética, distancia
geogréfica y distancia de contaminantes entre
pares de sitios. Este test se utilizd para inten-
tar correlacionar diferencias en contaminacion
de sedimentos con PAH (polycyclic aromatic
hydrocarbons; hidrocarburos policiclicos aro-
maticos), con la distancia genética obtenida por
marcadores isoenzimaticos entre las poblacio-
nes evaluadas del pez Fundulus heteroclitus en
diferentes sitios del estuario del rio Elizabeth
(Virginia, USA). El test de Mantel indicé una
correlacion positiva pero no significativa esta-
disticamente (r=0.47, =0.05), entre la diferen-
cia en contaminacion de PAH en sedimentos y
la distancia genética entre poblaciones de nueve
sitios evaluados. No obstante, coeficientes de
correlacion muy bajos y no significativos esta-
disticamente indicaron que no existia relacion
entre la distancia genética y geogréafica en peces
capturados a una escala geografica inferior
(Mulvey et al. 2002).

En otra investigacion, Bay er al. (2008),
evaluaron la diversidad genética y estructura
genética en la region control I del ADN mito-
condrial entre regiones y arrecifes en el pez arre-
cifal Acanthochromis polyacanthus, el cual tiene
amplio rango de distribucion en la Gran Barrera
de Coral de Australia. En este estudio se evalua-
ron mediante test de Mantel (1 000 permutacio-
nes), correlaciones entre matrices de distancias
genéticas y geograficas de pares de poblaciones,
utilizando para ello el programa GenAlEx 6
(Peakall & Smouse 2006). Los resultados de
analisis para el modelo de aislamiento por dis-
tancia de Wright (1943), indicaron que se halld
correlacion entre distancias genéticas y geogra-
ficas solo para algunas de las 4reas muestreadas
(Pg; vs. km: r=0.77, p=0.001). Sin embargo,
esta correlacion permanecid estadisticamente
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significativa cuando el nimero de arrecifes
muestreados se redujo a seis (dos de cada una
de las regiones evaluadas: norte, centro y sur),
para obtener un nimero de comparaciones simi-
lar al evaluado dentro de regiones (®;. vs. km:
r=0.91, p=0.02). En contraste, las distancias
genéticas y geograficas no se correlacionaron
dentro de regiones (p>0.05 para todos los casos)
(Bay et al. 2008). En el caso de las poblaciones
de B. henni analizadas en el presente trabajo, los
datos sugieren que se presenta aislamiento por
distancia, lo cual podria ser explicado en parte
por su comportamiento migratorio en cortas
distancias (Builes & Uran 1974, Perdomo 1978,
Jiménez et al. 1998).

En conclusion, en este trabajo los marca-
dores moleculares RAPD fueron ftiles en la
determinacion de la variabilidad genética de B.
henni, hallandose resultados de polimorfismo
genético similares a trabajos previos realizados
en esta especie. La estructuracion genética y el
aislamiento por distancia de B. henni, podrian
explicarse por el comportamiento migratorio
del pez en cortas distancias y por agrupaciones
(clusters) genéticas en los dendrogramas de
distancias que separaron las cuencas de los
rios Naré y Guatapé. Esta evaluacion genética
inicial es relevante para el conocimiento de la
biologia de B. henni en el oriente antioqueno,
ya que aporta informacion atil para los planes
de conservacion y manejo de esta especie. Es
recomendable que en futuras investigaciones
con B. henni se utilicen marcadores molecula-
res codominantes, que puedan determinar nive-
les de endogamia y de heterocigosidades de sus
poblaciones, entre otros analisis. Asi mismo, se
podrian implementar estudios morfologicos y
morfométricos de la especie, analisis de depre-
dadores potenciales de la sabaleta y estudios
de calidad del agua de los sitios analizados,
entre otros, que puedan ser usados como com-
plemento de los resultados obtenidos en esta
investigacion.
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RESUMEN

Brycon henni es una especie nativa de la cuenca del
rio Magdalena, Colombia, donde es fuertemente explotada,
por lo cual en este trabajo se estudio la variabilidad gené-
tica y estructura poblacional en individuos provenientes de
la cuenca media de los rios Nare y Guatapé, Antioquia. Se
recolectaron 195 ejemplares y se les extrajo ADN genomi-
co total del tejido muscular y/o sanguineo. Se evaluaron
14 cebadores para la técnica RAPD (Random Amplifyed
Polimorphic DNA), siendo cuatro de ellos polimorficos,
los cuales generaron 66 fragmentos diferentes (63% poli-
morfismo). Por medio de un anélisis de varianza molecular
(AMOVA), se determind la estructuracion poblacional
para todos los sitios evaluados y la cuenca del rio Nare
(P =0.297 y @, =0.163, respectivamente). Las distan-
cias genéticas de Nei mostraron que todas las poblaciones
diferfan entre si y que la mayor diferenciacion genética se
dio para las poblaciones del rio Guatapé y la quebrada El
Cardal. Un test de Mantel mostrd correlacion entre las dis-
tancias genéticas y geograficas (ambas cuencas, 1=0.431;
cuenca del rio Nare, r=0.377). Esto sugiere aislamiento por
distancia y separacion de grupos genéticos producidos por
los embalses sobre los rios Nare y Guatapé, lo cual puede
tener implicaciones relevantes en la conservacion de la
variabilidad genética de las poblaciones naturales de esta
especie en el oriente antioqueno.

Palabras clave: pez Neotropical, estructura poblacional,
RAPD, conservacion de Caréacidos, rio Magdalena.
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