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Resumen

Las poblaciones cautivas con fines de establecer sistemas de cultivo estan
sujetas a una gran pérdida de diversidad genética, esto debido a que: 1) los
individuos con que se conforma el stock son obtenidos del medio natural sin
informacion previa de la diversidad genética, 2) el stock se obtiene mediante un
efecto fundador (cuello de botella) que reduce significativamente el numero de
genes de la poblacién original, 3) son confinadas y sometidas a procesos
selectivos donde se incrementa la endogamia, y 4) no existe un monitoreo para
determinar la pérdida de diversidad genética en todo este proceso. Es por ello
que el monitoreo de la diversidad genética de lotes de peces mantenidos en
cautiverio debe de ser aplicada para realizar cruces dirigidos y minimizar la
pérdida de diversidad en las progenies. Por tal motivo, esta investigacion
pretendid evaluar la variabilidad genética en las especies nativas de bocachico,
capaz y pataldé en la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante,
Huila)., con el propdsito de obtener informacidon base para el establecimiento de
sistemas de cultivo para diversos fines. Para ello se usé la técnica conocida como
RAD sequencing (Restriction site Asociated DNA Sequencing), la cual consiste en
el corte del ADN gendmico mediante el uso de enzimas de restriccion especificas,
las cuales pueden ser seleccionadas de acuerdo con su frecuencia de corte con
el fin de reducir el genoma deseado. Esta técnica permite obtener miles de
nuevos marcadores polimérficos informativos utiles para mapeos genéticos, en
este sentido el monitoreo de la variabilidad genética en las estaciones piscicolas
es transcendental para la conservacion de la capacidad de adaptacion de una
especie, dichos resultados pemmitiran orientar objetivamente estos lotes de peces
utilizados con diferentes fines (ej. programas de repoblamiento, fines comerciales,
etc.) y asi evitar la pérdida de variabilidad genética en los reproductores y en las
progenies.

Palabras claves

Diversidad genética, cuello de botella, efecto fundador, sobrepesca, repoblacion.



Abstract

Captive populations for the purpose of establishing cultivation systems are subject
to a great loss of genetic diversity, due to the fact that: 1) the individuals that make
up the stock are obtained from the natural environment without prior information
on genetic diversity, 2) the stock is obtained through a founder effect (bottleneck)
that significantly reduces the number of genes in the original population, 3) they
are confined and subjected to selective processes where inbreeding increases,
and 4) there is no monitoring to determine the loss of genetic diversity throughout
this process. That is why the monitoring of the genetic diversity of batches of fish
kept in captivity should be applied to carry out directed crosses and minimize the
loss of diversity in the progeny. For this reason, this research aimed to evaluate
the genetic variability in the native species of bocachico, capaz and patal¢ in the
fish farm. Gigante - AUNAP (Huila), in order to obtain basic information for the
establishment of cultivation systems for various purposes. For this, the technique
known as RAD sequencing (Restriction site Associated DNA Sequencing) was
used, which consists of cutting genomic DNA through the use of specific
restriction enzymes, which can be selected according to their cutting frequency
with the in order to narrow down the desired genome. This technique allows to
obtain thousands of new informative polymorphic markers useful for genetic
mapping, in this sense the monitoring of the genetic variability in the fish farming
stations is transcendental for the conservation of the adaptability of a species,
these results will allow to objectively orient these batches of fish used for different
purposes (eg restocking programs, commercial purposes, etc.) and thus avoid the
loss of genetic variability in broodstock and progeny.

Keywords:
Genetic diversity, bottleneck, founder effect, overfishing, resettiement.
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1. Introduccion

La variabilidad genética, en sentido mas amplio, es el componente mas basico de
la biodiversidad y se define como las variaciones heredables que ocurren en cada
organismo, entre los individuos de una poblacion y entre las poblaciones dentro
de una especie (Pifiero et al., 2008). Dichas variaciones surgen en el seno de las
poblaciones mediante mutaciones espontaneas o por inmigracién de individuos
de poblaciones diferentes genéticamente (FAO/PNUMA, 1984), y son el
componente principal de la adaptacion a los cambios en el ambiente y el motor de
la evolucion y su monitoreo es vital en poblaciones pequefias y aisladas o
confinadas, porque permite evaluar su capacidad a responder a presiones del
ambiente y perpetuarse.

Para el pais no se han documentado los efectos producidos por factores como la
sobrepesca indiscriminada, la construccidon de estructuras hidraulicas y el
deterioro y fragmentaciéon del habitat sobre la diversidad genética de las especies
de peces nativos (ej. bocachico, capaz y patald); es posible que debido a estos
factores haya una pérdida de genes adaptativos, interrupcion en el flujo de genes,
cuellos de botella o sean afectados por deriva genética. Por ejemplo, es bien
documentado que el aislamiento poblacional ocasionado por represas tiende a
reducir el flujo genético y la variabilidad genética de las poblaciones aisladas v,
por consiguiente, la habilidad adaptativa para soportar los cambios ambientales,
generando restricciones en el potencial adaptativo y en la supervivencia (Hanfling
y Brandl, 1998).

Para minimizar esta problematica, en especial por la sobrepesca, se han
implementado diversas medidas de proteccion a los recursos hidrobiolégicos
como son: la implementacién de tallas minimas de captura, la prohibicién de
algunas artes de pesca, vedas y la repoblacién de los sistemas Iénticos y l6ticos
(Agostinho et al., 2005). Si bien esta ultima alternativa ha sido una de las mas
usadas en varios paises de sur América y la mas prometedora, esta practica
puede en diversos casos ser ineficaz y magnificar el impacto ambiental, ya que
los programas de repoblamiento que actualmente se llevan a cabo no se basan
en criterios técnicos y cientificos. Dichos criterios se refieren a los aspectos
genéticos que no suelen tenerse en cuenta en los programas de cruza de
especies, favoreciendo la mezcla de reproductores emparentados entre si y
arrojando como consecuencia la reduccion de la variabilidad genética (Moreira et
al., 2003; Povh et al., 2006). Lo anterior puede promover en la poblaciéon una
mayor sensibilidad a las variaciones ambientales, afectando el crecimiento, la
reproduccion y en ocasiones conllevando a la extincion (Lopera-Barrero et al.,
2006).



Lo anterior tiene una importante connotacién si se tiene en consideracion que
poblaciones cautivas con fines de establecer sistemas de cultivo estan sujetas a
una gran pérdida de diversidad genética, esto debido a que i) son originadas
mediante un cuello de botella que reduce significativamente el numero de genes
de la poblacion original, vy ii) su establecimiento es un efecto fundador en el cual
el proceso de seleccion consiste en cruzar individuos con caracteristicas
deseadas para ser fijadas en la poblacion tras cruces sucesivos a lo largo de
varias generaciones; esto involucra el uso de individuos emparentados (ej. primos
o hermanos), lo que reduce drasticamente la diversidad genética por endogamia
(FAO/PNUMA, 1984). Es por ello que el monitoreo de la diversidad genética de
lotes de peces mantenidos en estaciones piscicolas con fines de repoblamiento
tiene una gran importancia para la conservacion de las especies de peces en
ambientes naturales (Povh et al., 2008).

En Colombia, los repoblamientos han representado una estrategia importante en
el esfuerzo por garantizar la seguridad alimentaria de las comunidades locales;
por ejemplo, los registros de repoblamientos con bocachico en la cuenca del rio
Magdalena en los sectores medio y bajo, han aumentado (Ayazo et al., 2018). En
este sentido, Torregroza et al. (2015), y Orozco y Narvaez (2014), reportaron una
baja variabilidad genética en poblaciones naturales y cautivas de bocachico en la
cuenca del rio Magdalena, lo que sugiere un posible efecto de lo descrito
anteriormente. Por otro lado, Perdomo et al. (2014), evaluando la diversidad
genética en el patalo en el rio Rancheria y La Miel (rio Magdalena) hallaron una
variabilidad de moderada a alta; mientras que para el capaz no se reporta ningun
tipo de estudio en el ambito genético.

Por tal motivo, esta investigacion pretende evaluar los niveles de diversidad
genética de los stocks de reproductores de especies nativas de bocachico, capaz
y patalé en la estacién piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila). con
el proposito de establecer informacion base para el establecimiento de sistemas
de cruzas de reproductores usados en sistemas de repoblamiento.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar la variabilidad genética en las especies nativas de bocachico (Prochilodus
magdalenae), capaz (Pimelodus grosskopfii) y patald (Ichthyolephas longirostris)
en la estacion piscicola de Gigante - AUNAP (Huila), para el establecimiento de
sistemas de repoblamientos mediante el uso de la herramienta molecular RAD
sequencing.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles de variabilidad genética grupal e individual en las
especies nativas de bocachico, capaz y patal6 en la estacidn piscicola del

Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

2. Evaluar la estructura genética de los stocks de las especies objeto de
estudios bocachico, capaz y patal6 en la estacion piscicola del Alto

Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

3. Proponer listados de variabilidad genética individual que pemita el cruce
dirigido de individuos de las especies nativas de bocachico, capaz y patald

con el fin de establecer sistemas de repoblamiento con criterio genético.



3. Marco teérico
3.1 Prochilodus magdalenae (Steindachner 1879)

Conocida con el nombre comun de bocachico, de boca pequefa, labios carnosos
en forma de disco mas o menos protractil, dientes pequefios y numerosos, espina
pre-dorsal. Sus escamas son rugosas Yy asperas al tacto (Mojica et al., 2012). Es
un pez detritivoro, pues su dieta estda compuesta basicamente por detritos
organicos principalmente depositados en los fondos de los rios, ciénagas o
estanques (Cortés, 2003). Es una especie migratoria cuyo ciclo de vida esta
relacionado con los patrones hidrologicos de inundacién y estiaje (Dahl, 1971). Es
la especie dulceacuicola con mayor importancia comercial en Colombia; ha
sustentado por muchos afos el mayor porcentaje de las pesquerias en el
Magdalena, Sinu y Atrato (Mojica et al., 2002; Olaya—Nieto et al., 2003; Rivas et
al., 1999).

Figura 1. Calle, J. (2004, 4 febrero). Prochilodus magdalenae [llustracion].
http://repository.humboldt.org.co/handle/20.500.11761/33467 ?locale -attribute=en

3.2 Pimelodus grosskopfii (Steindachner, 1879)

Conocido como capaz o barbudo (Maldonado-Ocampo et al., 2005). Es un pez de
habitos alimenticios omnivoros, con preferencia por insectos, macroinvertebrados
y peces (Villa-Navarro, 1999). Tiene dos migraciones anuales, coincidentes con
las variaciones anuales del caudal del rio Magdalena (Mojica et al., 2012). Por las

caracteristicas de calidad de su carne, tiene alta aceptacién en el mercado
nacional y un significativo valor comercial (Valbuena et al., 2012).


http://repository.humboldt.org.co/handle/20.500.11761/33467?locale-attribute=en

Figura 2. Calle, J. (2004, febrero 3). Pimelodus grosskopfii [llustracion].
http://repository.humboldt.org.co/handle/20.500.11761/33596?locale -attribute=es

3.3 Ichthyoelephas longirostris (Steindachner, 1879)

Conocida como patald, es una especie con distribucién en la cuenca de los rios
Magdalena y Rancheria (Roman Valencia y Ortiz-Munoz, 2001; Mojica et
al., 2002). Su alimentacién es limnoéfaga con caracteristicas omnivoras, siendo
mas frecuente el material inerte y vegetal (Caicedo y Prado, 2014). Aceptacion
para el consumo debido a la calidad de su carne, la especie se reproduce en
aguas torrentosas, migrando en cardumenes (Perdomo et al., 2014).

Figura 3. Calle, J. (2004, febrero 3). Ichthyoelephas Ilongirostris [llustracion].
http://repository.humboldt.org.co/handle/20.500.11761/33574



http://repository.humboldt.org.co/handle/20.500.11761/33596?locale-attribute=es
http://repository.humboldt.org.co/handle/20.500.11761/33574

3.4 Importancia de la diversidad genética y los principales parametros para
su estimacion

La diversidad genética se origina a nivel molecular en los acidos nucleicos, a
partir de las mutaciones en las bases nucleotidicas del mismo individuo, estas
mutaciones originadas pueden ser eliminadas o fijadas por la seleccion natural o
por procesos aleatorios como es la deriva genética (Moreno, 2001).

Variabilidad genética ampliamente es el componente mas elemental de la
biodiversidad y se refiere a las variaciones heredables que suceden en cada
organismo, entre los individuos de una poblacién (Pifiero et al., 2008); estas
variaciones dan lugar a los diferentes genotipos y son el combustible para que
cualquier especie pueda evolucionar y adaptarse a los cambios ambientales,
experimentando una posibilidad menor de extincion (Donoso, 2004). Por lo que su
comprension, es de vital importancia para la conservacidon de especies
amenazadas, como para el rendimiento de la productividad agricolas, pecuarias,
y el manejo del recurso pesquero (FAO/PNUMA, 1984)

La medicion de la diversidad genética de las poblaciones se realiza con la ayuda
de marcadores moleculares y utilizando diversos parametros de estimacion como
lo son:

3.5 Polimorfismo

El polimorfismo es un estipulado del numero de loci variable en una poblacion y
se calcula dividiendo el numero de loci polimérficos de esta entre el numero total
de loci analizados (Sosa et al., 2002).

_ N2total de loci polimoér fico
B N total de loci

El polimorfismo genético son variantes que aparecen por mutaciones en algunos
individuos, se trasfieren a la descendencia y adquieren cierta frecuencia en la
poblacién; tras multiples generaciones, podria conllevar a fortalecer a cada
individuo de una poblacion y proporcionarles ventajas (Guttmacher, 2002).

3.6 Riqueza alélica

La riqueza alélica (A) es el numero medio de alelos por locus y cuantifica el
nuamero total de alelos diferentes detectado en una poblacién. Numero medio de

alelos por locus (A), constituye una medida de la variabilidad genética que
6



cuantifica el numero total de alelos desiguales encontrados en cada uno de los
loci de una poblacion.

L
_ 1 _
A= EZaf 1 < A <maxa

I=1

Cada poblacion pude sufrir una mayor o menor disminucion en su diferenciacion
genética original debido al “efecto fundador’ o “cuello de botella”, fenédmeno
natural que afecta especialmente a aquellos alelos de mas baja frecuencia
(Bouzat, 2010).

3.7 Heterocigosidad

La heterocigosidad mide la proporcion de individuos heterocigotos, para un
determinado locus dividido entre el numero total de la muestra.

3.7.1 La heterocigosidad observada (Ho) Estima la probabilidad, en organismos
con cruzamiento al azar, que dos alelos escogidos en una poblacion sean
diferentes, calculada asi a partir de los genotipos observados en una muestra
poblacional (Tripp, 2009).

3.7.2 La heterocigosidad esperada (He) Es la medida mas completa para
evaluar la variabilidad presente en cada locus en una poblacion en relacion al
numero de heterocigotos. La heterocigosidad esperada mide la igualdad o
equidad de las frecuencias alélicas en los loci (Hoelzel, 1998; Sosa et al., 2002).
Condicionada por el valor de su frecuencia. Cuando las poblaciones estan bajo
equilibrio Hardy-Weinberg, la heterocigosidad logra ser calculada a partir de la
frecuencia alélica.

3.8 indice de endogamia

También conocido como coeficiente de fijacion (Fis) es una estimacion de la
endogamia en una poblacién por el apareamiento con individuos relacionados o
emparentados entre si. Fis puede variar de 1 a —1; pudiendo ser un valor positivo
que indique de un deterioro en la heterocigosis y un valor negativo considerado
como una exuberancia de heterocigoticos en la poblacién con relacion a las
proporciones deseadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg (Hartl, 1997; Caujapé,
2006).



3.9 Equilibrio de Hardy-Weinberg

El equilibrio de Hardy-Weinberg, asume como poblacion ideal un modelo
hipotético y establece que las frecuencias de los alelos permanecen constantes
de una generacion a otra (Iniesta, 2005). Acorde a los siguientes supuestos: el
cruzamiento es aleatorio, la composicion genética debe permanecer en equilibrio
mientras no haya mutaciones, migraciones o seleccién natural (Frankham et al.,
2009).

3.10 Deriva genética

La deriva génica es un cambio en las frecuencias alélicas de una poblacién, que
ocurre de generaciéon en generacion y debido a que las poblaciones son finitas en
namero, las frecuencias génicas pueden cambiar por un puro proceso de azar, de
modo que las especies con mayor diversidad genética tiene mayores
posibilidades de colonizar un rango mas amplio de ambientes y de responder
evolutivamente a esos cambios (Ferriére et al., 2004; Hunter y Gibbs, 2007).

3.11 Cuello de botella

El efecto de cuello de botella genético es cuando una poblaciéon ha sufrido un
fuerte descenso en el numero de individuos como resultado de un cambio
desfavorable y brusco en las condiciones ambientales (Taboada ef al., 2015). Ya
que provoca una seleccidn aguda de los alelos mas frecuentes que tienden a
fijarse en los individuos sobrevivientes, mientras que los menos frecuentes o
raros disminuyen o desaparecen por completo (Klug et al.,2006)
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Figura 4. OpenStax  College,. (s. f.). Cuello de botella [Nustracion].

https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/natural-selection/population-genetics/a/genetic-
drift-founder-bottleneck



https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/natural-selection/population-genetics/a/genetic-drift-founder-bottleneck
https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/natural-selection/population-genetics/a/genetic-drift-founder-bottleneck

3.12 Efecto fundador

Se considera la formacién de una poblacion a partir de unos pocos individuos.
Esto podria ocurrir en muchas situaciones, como el establecimiento de una nueva
poblacion de unos pocos individuos “fundadores” que proceden de una poblacion
originaria y donde dichos individuos “fundadores” sdlo llevan una pequefa porcién
de la variabilidad genética de la poblacion originaria. Asi, la nueva poblacion
fundadora podria poseer una estructura de alelos muy desigual en comparacion a
la poblacién originaria debido a que su informacion genética proviene de una
pequefia parte de dicha poblacién (Mufioz, 2009).

Figura 5. Qz10. (2006, 27 septiembre). Efecto fundador [llustracién].
https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/natural-selection/population-genetics/a/genetic-
drift-founder-bottleneck

3.13 Endogamia

La endogamia se refiere al apareamiento de individuos relacionados, lo que
significa que tienen uno o mas antepasados en comun. Cuanto mas cercano sea
el parentesco entre dos animales, mayor es el porcentaje de consanguinidad en
la progenie resultante (Ralls et al, 2013). Esto ha de tener grandes
consecuencias sobre la estructura genética de la poblacién, ya que este suceso
tiende a incrementar la porcion de homocigotos, con un descenso de la
frecuencia de heterocigotos.

Por ende, todos estos conceptos son importantes para comprender cémo la
diversidad genética se comporta bajo ciertos escenarios, por ejemplo,
9
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poblaciones reducidas en tamafio y aisladas son mas susceptibles al efecto de la
endogamia y la deriva genética, asi mismo, poblaciones cautivas tienden a ser
mas susceptibles debido al efecto que produce el confinamiento y cruces
selectivos que conllevan a una mayor pérdida de la diversidad genética. Por lo
tanto, la cuantificacion de la variabilidad genética como un indicador del potencial
adaptativo y de las relaciones genéticas entre grupos de poblaciones, es un
importante paso para establecer procesos de depresion endogamica, reducciones
recientes en el tamafo poblacional (cuellos de botella), y ruptura en el flujo de
genes (DeSalle y Amato, 2004).

3.14 Técnica RAD-seq

La variabilidad genética se estima mediante el uso de la técnica molecular
denominada secuenciacion de marcadores de ADN asociados a sitios de
restriccion RAD-Seq (por su sigla en inglés Restriction site Asociated DNA
Sequencing), la cual consiste en el corte del ADN gendémico mediante el uso de
enzimas de restriccion especificas, las cuales pueden ser seleccionadas de
acuerdo con su frecuencia de corte para la reduccién del genoma deseado; esto
permite jugar con la posibilidad de obtener una menor cantidad de marcadores
con una mayor profundidad del genoma y viceversa (Lopez de Heredia, 2016).

Los fragmentos cortados son ligados a adaptadores especificos los cuales haran
posible la secuenciacidn masiva mediante su acople a plataformas llumina, previo
a un proceso de amplificacion (PCR) con el fin de obtener la cantidad de ADN
suficiente para su cobertura y/o representatividad (Baird et al., 2008). Esta técnica
permite obtener miles de nuevos marcadores polimérficos informativos utiles para
mapeos genéticos, sin la necesidad de tener genomas de referencia; es eficiente
y de bajo costo para realizar estudios poblacionales (Reitzel et al., 2013).
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Figura 6. Lopez de Heredia. (2016, enero). Esquema de la metodologia de genotipado RAD-seq
[llustacion]. https://www.researchgate.net/publication/311689618
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4. Materiales y Métodos

4.1 Area de estudio

El area de estudio se llevo a cabo en la estacion piscicola de Gigante - AUNAP
(Huila), la cual esta geograficamente localizada a los 0°55'16” de latitud Norte y
74' 25” de longitud Este, cuenta con un area total 29 hectareas y 5.5 ha en espejo
de agua. Se halla situada aproximadamente a 3 Km del municipio de Gigante, en
el departamento del Huila, a 960 m.s.n.m. Cuenta con una temperatura promedio
de 24 °C y precipitacién de 1250 mm al afio (ICA, 2019).

4.2 Fase de campo

4.2.1 Marcaje de animales y toma de muestras

Para la marcacion, se usaron 262 peces (82 bocachicos, 95 capaz y 85 patald)
los cuales, fueron sedados siendo inmersos en aproximadamente 0,5 mg/L de
eugenol disuelto en 10 litros de agua, entre 60 a 120 segundos o hasta la perdida
parcial del nado. Dicha marcacion se realizé6 de forma subcutanea en la zona
media dorsal del ejemplar. Para ello, se us6 un aplicador con diametro de punta
de 2,15 mm, dotado de un Glass-transponder de 12 mm de largo y un ancho de
2.12 mm aproximadamente, el cual fue provisto de un microchip identificado con
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un codigo alfanumeérico que pemnitira identificar cada ejemplar por medio de un
lector electronico PetScan, sin necesidad de tener contacto directo con el
reproductor.

Ea

Figura 7. De Luque (2019, julio). Glass-Transponders, aplicador y lector electrénico PetScan.

Para los analisis genéticos, se les tomd una muestra de tejido correspondiente a
la aleta caudal (1 cm) a los reproductores actuales de la estacion piscicola, dicha
muestra se fijj6 con etanol de calidad molecular, en un tubo eppendorf
previamente rotulado, con el fin de evitar la degradacion del ADN. Posterior a la
insercidon y corte de la aleta caudal, se efectuo una profilaxis, la cual consistio en
la aplicacion de Isodine solucion disuelto en agua, en las posibles heridas
ocasionadas para evitar que los ejemplares contraigan algun tipo de infeccion
bacteriana. Las muestras fueron transportadas al laboratorio de genética
molecular de la Universidad del Magdalena (sede principal), donde estuvieron
organizadas y preservadas a una temperatura de -20 °C.
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Las muestras obtenidas fueron enviadas al laboratorio Australian Genome
Research Facility Ltd. (Melbourne, Australia) para su procesamiento y obtencion
de datos gendmicos; el cual consistio la preparacion de las librerias mediante la
técnica de doble digestién de sitios de restriccion asociados al ADN (ddRAD:
Double digest restriction-site associated DNA) usando el protocolo propuesto por
(Peterson et al., 2012) e incluyendo los siguientes pasos:

4.3.1 Digestion con enzimas de restriccion

Digestion de ADN usando un set de seis enzimas (Pstl, Mspl, Msel, Nlalll,
HpyCh41V, EcoRl) y realizando una preparacién de ocho bibliotecas de doble
digestion (Pstl/Mspl, Pst/Msel, Pst/Nlalll, Pst/HpyCh4lV, EcoRI/Mspl, EcoRI/Msel,
EcoRI/Nlalll y EcoRI/HpyCh4lV) a partir de un conjunto de tres muestras
representativas en cada especie. El propdsito para la preparacién de estas
librerias es evitar las regiones repetidas que aparecen como una banda en el gel
y como un pico en el electroferograma, idealmente deberia haber un perfil
uniforme dentro de la ventana de seleccién de tamano (280 pb - 342 pb o 280 pb
- 375 pb). La presencia de una region de repeticion dentro de la ventana de
seleccion de tamafio puede reducir la cantidad de SNPs que pueden ser llamados
mediante linea de comandos. Cuando hubo multiples combinaciones que
producen un perfil aceptable, se selecciond la combinacion que presentaba el
nivel mas alto de amplificacion. Esta seleccién del tamafio de contigs ligados
digeridos combinados se seleccioné utilizando el método Blue Pippin.

4.3.2 Preparacion de librerias y secuenciacion de genomas

Las bibliotecas usadas para secuenciacidn gendémica de cada especie se
generaron en Australian Genome Research Facility Ltd (AGRF) y las librearias
preparadas para ese propoésito se desarrollaron mediante el protocolo TruSeq
Nano PCR-Free. La secuenciaciéon se llevd a cabo en una plataforma NovaSeq
6000 en una configuracion de ambos sentidos usando contigs de 150 pb. La
calidad de los “reads” se verific6 con FastQC. Los datos sin procesar recibidos
fueron procesados por el pipeline de bioinformatica STACKS v2 (Rochette et al.,
2019) para la deteccion de SNP.

4.3.3 Ensamblaje de novo de genomas

Las secuencias se demultiplexaron vy filtraron para obtener la mejor calidad de
datos, se realiz6é en el programa STACK a través del comando 'process_radtags'
en STACKS V2 (Catchen et al.,, 2011). Se elimind cualquier par de lecturas con
bases incorrectas y un puntaje de baja calidad y/o un cédigo de barras o sitio de
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corte con mas de una falta de coincidencia utilizando "process_radtags'. En
ausencia de un genoma de referencia, los loci RAD se ensamblaron de novo
utilizando la opcién 'denovo_map' en STACKS (Catchen et al., 2011). Al ser
muestras de doble secuencia se us6 el comando “—paired”, para asociar la
secuencia hermana de doble lectura. Se realizaron multiples alineaciones
basadas en diferentes valores de parametros criticos en STACKS.

Para los analisis principales en este estudio, se realizaron combinaciones de
llamadas de variantes de secuencia con parametros de programa
predeterminados con la excepcion del: 1) numero de desajustes permitidos entre
loci dentro de los individuos (-M) para el “ustacks”, 2) la profundidad minima de
cobertura requerida para crear los agrupamientos (-m) y 3) el numero de
desajustes permitidos entre loci dentro del catalogo (-n) para “cstacks” (Tabla 1).
Ademas, en el mapeo de novo, el ultimo paso se realizo utilizando el componente
de poblaciones de STACKS. Incluimos un porcentaje minimo de individuos en las
poblaciones requeridos para procesar un locus (-R = 0.8) equivalente al 80% vy
una frecuencia de alelo menor (MAF) (--min_maf = 0.02) para crear el archivo de
genotipo filtrado final.

Tabla 1. Parametros usados en STACKS por cada especie después de estandarizacion RADtaq.

Especie M m n
capaz 5 3 3
patald 4 3 2
bocachico 5 3 2

Para minimizar los efectos negativos de los datos faltantes al calcular los
parametros de distancia genética basados en la frecuencia, solo se retuvo un
unico SNP en cada locus (--write_single_snp). El archivo vcf resultante se utilizd
para los analisis gendmicos de poblaciones y para la elaboracién de estadigrafos.
Adicionalmente, se convirtié y filtré el archivo usando varios paquetes en el
programa R, PERL (vcftools) y PHYTON (Jombart, 2008; Danecek et al., 2011;
Catchen et al., 2013; R Core Team, 2019).
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4.3.4 Analisis de la diversidad genética grupal e individual

Las propiedades genéticas basicas de cada especie y los grupos genéticos se
evaluaron y describieron utilizando los estadisticos clasicos en genética de
poblaciones tales como heterocigosidad observada (Ho), esperada (He) y
coeficientes de endogamia (Fis) generados con el programa STACKS (Catchen et
al., 2013; Rochette et al., 2019).

Con el fin de determinar si la desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
es producto del exceso o de la deficiencia de heterocigotos, se prueba la
hipétesis alterna por medio de una prueba en los paquetes DIVERSITY, POPPR y
ADEGENET en el programa R (Jombart, 2008; Kamvar et al., 2014; Keenan y
Keenan, 2015).

4.3.5 Estructura genética de los lotes de reproductores

Para determinar la existencia de diferenciacion significativa en cuanto a la
distribucion de la variabilidad genética entre los individuos mantenidos en los
lotes de reproductores, se estimo el indice de fijacion Fst de Wright (1978), entre
cada uno de los reproductores muestreados utilizando el método propuesto por
Jombart et al., (2010). EI DAPC se transformo6 con los datos previos al PCA y
posteriormente aplicd un proceso de analisis discriminante (Jombart y Collins,
2015) que se expresd de manera grafica.
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5. Resultados

5.1 Variabilidad genética Global de los lotes de Reproductores

Se encontré un polimorfismo del 100% en todos los loci evaluados para las tres
especies seleccionadas en este estudio. En la tabla 2, se resumen los parametros
de diversidad genética estimados para las especies de bocachico, capaz y patald
en la estacion piscicola a través del uso de la técnica de RAD sequencing.

Con respecto a los datos proporcionados en la Tabla 2, se puede observar que la
especie que generé mayor cantidad de sitios variantes fue el patalé con 13.048. A
pesar de lo anterior, esta no fue la especie que presentd los mayores valores de
heterocigosidad observada (Ho). La especie con mayor variabilidad genética fue
el capaz, siendo el bocachico la especie que presento los valores mas bajos.

Tabla 2. Parametros globales de diversidad genética en las especies de bocachico, capaz y
patald, en la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

Especie Sitios Sitios % Ho He Endogamia
Variantes polimorfismo
capaz 579777 2057 0,35479 0,00055  0,00061 0,00041
patalé 4973865 13048 0,26233 0,00083  0,00076 -0,00019
bocachico 36713 33 0.08444 0,00011 0,00009 0,00001

En forma general, para los sistemas de reproductores evaluados se puede
observar que los valores de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) son
muy similares para cada especie de la estacién piscicola. Este aspecto es
importante debido a que la similitud entre el Ho y el He puede ser un indicativo de
una buena condicién genética de los animales y/o reproductores seleccionados.
Por otro lado, un aspecto importante a considerar es el valor de endogamia en los
sistemas de reproductores seleccionados, para lo cual se logré evidencia que
este indice presentd valores bajos (Tabla 2).
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5.2 Variabilidad genética individual de los lotes de reproductores

e Patald

En la especie nativa de patald, el indice de variabilidad genética observada (Ho),

oscilé entre 0.059 a 0.3, con valor promedio de 0.29. En la figura 9, se pueden
evidenciar los valores de Ho para el grupo de reproductores de patalé (Anexo 1).
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Figura 8: Variaciéon de la diversidad genética individual (Ho) en los reproductores de patal6 en la
estacién piscicola de Gigante - AUNAP (Huila).

e Bocachico

Para la especie de bocachico, se evidencié que varios de los animales
seleccionados en el estudio, presentaron niveles muy bajos para el indice de Ho,
presentandose asi una oscilacion muy amplia entre los menores y mayores
valores registrados para este indice en los animales. A pesar de lo anterior, en
términos generales se pudo evidenciar que pocos animales mostraron buenos
valores para el indice Ho en esta poblacion (Anexo 3), de acuerdo con lo descrito
por (Saenz-Agudelo et al., 2015).
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Figura 9. Variacion de la diversidad genética individual (Ho) en los reproductores de bocachico en

la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

Capaz

Para la especie capaz, se presentaron de manera global los valores mas altos de

diversidad genética (Tabla 2).

Sin embargo, de manera individual podemos

observar como fue la oscilacién de este indice en la poblacion para esta especie.

Se pudo evidenciar que esta varié entre 0.07 a 0.17 entre el menor y el mayor
valor registrado para este indice. Lo anterior indica que esta especie presenta

bajos valores de diversidad genética.
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Figura 10. Variacion de la diversidad genética individual (Ho) en los reproductores de capazen la
estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

5.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg en los lotes de reproductores

Para las muestras de los reproductores analizados, se pudo evidenciar que, para
las especies de bocachico, capaz y patalé en la estacion piscicola de Gigante -
AUNAP (Huila), se presentaron desviaciones del equilibrio de H-W (P<0.0001).
De acuerdo con los resultados de variabilidad genética, es probable que esta
desviacion este asociada principalmente a un déficit de heterocigotos, en las
especies en la estacidon piscicola, y esto puede verse reflejado en los bajos
valores de heterocigosidad. Por lo tanto, la hipotesis nula de apareamiento al azar
que plantea el modelo fue rechazada para las especies consideradas. En el
Anexo 2, se puede evidenciar los resultados de la prueba por loci evaluado y su
valor de significancia.
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5.4 Estructura genética de los lotes de reproductores

Entre los andlisis mas comunes para comprender la distribucion de diversidad
genética en poblaciones, esta el analisis de componentes principales (PCoA)
basado en los datos estimados a partir del calculo del indice de Fst. De acuerdo
con lo anterior, se pudo evidenciar que entre las especies muestreadas de capaz
y patalé existe una tendencia clara de la conformacion de tres cluster o tres
poblaciones diferenciadas (Figura 11).

PCoA Axis 2 ( 3.5 %)
PCoA Axis 2 (9.8 %)

PCod Axis 1(67%) ' PCoA Axis 1(229%)

Figura 11. Distribucion genética de los individuos en el PCoA en funcion de su diferenciacion
genética. A) capazy B) patal6.

En el grafico se puede evidenciar, el patréon de distribucion de la variacion
genética dentro de las poblaciones de capaz y patald: lo anterior indica que la
distribuciéon de la variabilidad genética en las poblaciones antes mencionadas no
es homogéneo, basado en las agrupaciones de puntos en las graficas ilustradas
arriba. Estas agrupaciones de individuos se dan por la similitud genética existente
entre ellos.

En primera instancia, se analiz6 la distribucién de la diversidad genética de la
poblacién de bocachico a través de un PCoA, en el cual se pudo evidenciar que la
poblacion de bocachico en la estacién piscicola se comporté como una sola
unidad discreta (Figura 12). Sin embargo, cuando los genotipos de los individuos
fueron analizados en el programa STRUCTURE para estimar el numero de
poblaciones genéticamente homogéneas (K) para esta especie, a diferencia de
las especies de capaz y patald, se pudo evidenciar que de acuerdo con el método

21



propuesto por (Evanno et al., 2005) la presencia de dos cluster (K=2; Figura 13).
Los colores mostrados en la grafica confirman el porcentaje de asignacion de los

individuos a cada poblacion, previamente definida a uno de los dos cluster
generados por el programa.
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Figura 12. Distribucion genética de los individuos de bocachico en el PCoA en funcién de su
diferenciacion genética.
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Figura 13: Grafico barrplot con el mas alto valor para Delta K (K=2), resultado del agrupamiento
generado por el programa STRUCTURE para la estacion piscicola de Gigante - AUNAP (Huila).
Cada individuo de bocachico esta representado por una barra vertical cuyo color indica el
coeficiente de parentesco a cada uno de los cluster.

5.5 Criterios genéticos para seleccionar reproductores con fines de
repoblamiento

Con miras a realizar programas de repoblacién de las especies de capaz, patald y
bocachico, como medida de conservacion de estas especies amenazadas, en
esta investigacion luego de conocer las caracteristicas genéticas de los
reproductores de manera grupal, se evaludé la variabilidad genética individual.
Este aspecto es importante debido a que la variabilidad genética tiene un efecto
sobre los parametros de produccién, observando que la fecundidad, tasa de
fertilizacion, tasa de eclosidn y supervivencia son condicionados por el nivel de
heterocigosidad individual del reproductor (Jerez et al., 2012; Torregroza et al.,
2015).
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En este sentido, el criterio genético empleado para seleccionar los reproductores
antes mencionados fue principalmente aquel que indicd que los animales tenian
altos valores en cuanto a su variabilidad genética individual (Ho). Esta
aproximacion esta soportada en lo descrito por Torregroza et al., (2015). Donde
demuestra que, para la calidad genética de las progenies, entre mas alto sea la
heterocigosidad individual, esta proporciona a las progenies una mayor
heterocigosidad observada (Ho) y una menor endogamia (Fis), asumiendo que la
condicién genética es dependiente de la condicion genética del reproductor. De
acuerdo con lo anterior, en el Anexo 3, se propone un listado con los animales
que deben ser considerados a ser parte del sistema de reproductores. Aca se
debe incluir sélo un listado de los animales que sean considerados para cruces
por tener una variabilidad moderada a alta ya explicar los cruces a realizar segun
el rango de la variabilidad seleccionado.
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6. Discusion

El monitoreo de la variabilidad genética en las estaciones piscicolas es
transcendental para preservar la capacidad de adaptacion de las especies
(Saura et al., 2006) y garantizar el éxito en los programas de repoblamientos. En
este sentido, el uso de marcadores moleculares como los SNP, permitieron
revelar con alta eficiencia los alelos presentes en cada una de las especies
estudiadas. Segun (Lopera-Barrero et al., 2007), para implementar programas de
repoblacion, lo principal es investigar la variabilidad genética de los reproductores
mantenidos en cautiverio en las estaciones piscicolas y después evaluar
genéticamente las progenies, ya que un mal manejo reproductivo puede
ocasionar la pérdida significativa de variabilidad genética en tan solo una
generacioén (Moreira, 2003; Porta et al., 2006; Povh et al., 2006).

En este sentido, la variabilidad encontrada (Ho) y los valores en el indice de
fijacion (Fis), pueden ser resultado de factores histéricos que han afectado a las
poblaciones en medio natural para el caso de las especies nativas, (Mojica et al.,
2012), previos al establecimiento de los sistemas de reproductores en cada
estacion piscicola. Lo antes mencionado, posiblemente esté relacionado con: 1)
el efecto de la sobrexplotacion pesquera (posibles cuellos de botella) a la que han
sido sometidas estas especies durante décadas y que son revelados en las
estadisticas pesqueras (poner datos pesqueros de disminucidn en sus
abundancias); 2) los stocks de trabajo son una pequefa fraccién de la poblacién
original del medio natural (cuellos de botella) y probablemente con individuos con
pérdida de diversidad genética debido a lo expuesto en el punto anterior; y 3) el
establecimiento de stocks son producto de un efecto fundador (endogamia) donde
los individuos terminan emparentados debido al cruce sucesivo de los mismo
individuos, lo que conlleva a una reduccion en la variabilidad genética debido al
bajo numero de individuos usados para establecer los stocks de trabajo (Melo et
al., 2006). Los efectos de cuello de botella por sobrexplotacion y fragmentacion
de las poblaciones en el medio natural influyen en la baja variabilidad genética
asociada a la pérdida de los alelos (Orozco y Narvaez, 2014). Esta reduccion
puede llevar a la pérdida de resistencia a enfermedades y de la capacidad de
adaptabilidad (Taniguchi, 2003).

Al evaluar la diversidad de poblaciones en medio natural o en cautividad, es
importante considerar la variabilidad genética individual ya que se pueden
establecer, cuales reproductores presentan las mejores condiciones genéticas
para realizar cruces dirigidos y producir semilla con fines de repoblacion.
Adicionalmente, se podria analizar la calidad genética de las larvas producidas;
siendo este el procedimiento adecuado para corroborar que se esta
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proporcionando a la poblacion en medio natural, la informacion adecuada para su
recuperacion genética (Machado-Schiaffino, 2007). Ademas, cada variante alélica
en una poblacion es importante porque puede ser tomada como parte de un
recurso genético en dicha poblacién, el cual puede ser el responsable y conferir a
su portador una caracteristica valiosa, como por ejemplo un aumento en la
resistencia frente a alguna enfermedad, una mejor tolerancia al frio o mejor
crecimiento (Beaumont y Hoare, 2003). Por ejemplo, comprender como se
distribuyen las frecuencias alélicas de los individuos distribuidos en un area
geografica determinada, nos pemitiria conocer si una poblacion esta conformada
por un solo stock o no.

Torregroza et al., (2015) evidencié baja variabilidad genética individual en
reproductores de bocachico en una estacion piscicola al norte de Colombia. Sin
embargo, estos autores muestran que es posible un aumento de esta variabilidad
en las progenies de bocachico posterior a un buen manejo reproductivo. Esto
basicamente indica que los criterios genéticos deben ser tenidos en cuenta a la
hora de hacer cruces selectivos con el fin de obtener progenies para programas
de repoblamientos.

Este ultimo aspecto es supremamente importante, debido a que la pérdida de
variabilidad genética en los sistemas de reproductores en las estaciones
piscicolas siempre es lo esperado cuando no hay un buen manejo genético de los
lotes de reproductores. Lo anterior es ocasionado por el cruzamiento de
individuos emparentados, lo que consecuentemente puede aumentar el
coeficiente de endogamia (Kang et al., 2006; Ortega et al., 2006) y reducir el
numero efectivo de reproductores (Ne) (Melo et al., 2006), afectando la
variabilidad genética (Povh et al., 2005).

Con miras a realizar programas de repoblacion como medida de manejo y
conservacion de las especies amenazadas como es el caso del capaz, patalé y
bocachico, en esta investigacion se dio a conocer las caracteristicas genéticas de
los reproductores, siendo un insumo importante debido a que esta influencia la
produccion y calidad genética de las larvas. Autores como Torregroza et al.,
(2015) demuestran el efecto de la variabilidad sobre la produccién, donde se pudo
observar que los parametros reproductivos tales como fecundidad, tasa de
fertilizacion, tasa de eclosién y supervivencia son afectados por el nivel de
heterocigosidad individual del reproductor.

Para la calidad genética, se hipotetiza que el nivel mas alto de heterocigosidad
individual proporciona a las progenies una mayor heterocigosidad observada (Ho)
y una menor endogamia (Fis), asumiendo que la condicibn genética es
dependiente de la condicién genética del reproductor. En este sentido, se
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proporcioné un listado de los reproductores para las tres especies con los
mayores valores de diversidad genética para los futuros cruces con miras a la
realizacion de repoblamientos en la cuenca donde estos peces habitan.

Asi mismo los lineamientos enmarcados en sistemas de repoblamiento deberian
incluir: i) una caracterizacién de las poblaciones naturales para conocer su
variabilidad genética y grado de estructuraciéon o aislamiento poblacional, a partir
de esta informacién se podria decidir donde colectar los individuos usados para el
establecimiento del sistema de parentales para dicho propdsito, pero también,
definir qué poblaciones del medio natural se debe priorizar en los programas de
repoblamiento y su afinidad genética para no cometer errores de translocacion de
genes adaptativos; ii) determinar el nivel de variabilidad genética y los mejores
individuos a ser cruzados para mantener o mejorar la ya existente en la
poblacién; iii) caracterizar la variabilidad genética en la progenie obtenida, esto
con el fin de conocer si los cruces realizados y los niveles de variabilidad genética
si funciona; iv) verificar que el nivel de variabilidad genética y la identidad de la
progenie usada para repoblar una determinada poblacion es la mas oportuna,
como descrito en el punto i); y v) verificar cada 2 o 5 generaciones maximo si el
programa de repoblamiento fue util y tuvo el efecto esperado mediante estudios
de caracterizacion genética de las poblaciones objeto de manejo y conservacion.
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7. Conclusiones

La poblacion de reproductores de las especies bocachico, capaz y patalé en la
estacion piscicola evidenciaron una variabilidad genética muy baja; sin embargo,
se verific6 que con los reproductores seleccionados se puede recuperar la
variabilidad de la poblacién natural debido a potencial genético observado con los
altos valores de heterocigosidad esperada. La pérdida de variabilidad genética en
los reproductores en la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante,
Huila). Pudo ser causada por varias razones: efecto fundador, efecto de seleccion
en los procesos de reproduccion, y de un cuello de botella reciente; factores que
reflejan el estado genético de las localidades naturales donde fueron capturados.

Los individuos 6ptimos para formar los nuevos lotes de reproductores de las
especies nativas en las estaciones piscicolas deben tener una heterocigosidad
observada (Ho) mayor o igual a 0.18 para los SNP. Sin embargo, este criterio no
fue restrictivo en los lotes analizados y se pudo identificar que los reproductores
deben manifestar valores superiores de 0.10.
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9. Anexos

ANEXO 1. Tabla de Variabilidad genética individual de los reproductores de
patald en la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

Heterocigosidad

Estacion Espécimen | Codigo ID Observada
Gigante 1 GHII0096-4A_ ATCCGC 0,33
Gigante 2 GHII0096-4A CATTCGC 0,33
Gigante 3 GHII0096-4A TTAC 0,34
Gigante 4 GHII0791-4A_AACT 0,23
Gigante 5 GHII0791-4A_CGTAC 0,22
Gigante 6 GHII0791-4A_GCGATGC 0,24
Gigante 7 GHII1109-4A CCACC 0,32

GHII1109-
Gigante 8 4A_CCTCAGCC 0,32
Gigante 9 GHII1109-4A_GACTGGC 0,32
Gigante 10 GHIIM240-4A_ATTGCC 0,31
GHII1240-
Gigante 11 4A _CATCTGGC 0,31
Gigante 12 GHIIM240-4A GTCA 0,31
GHII1412-
Gigante 13 4A _ACCTCCGC 0,33
Gigante 14 GHIIM412-4A__GCCAGT 0,33
Gigante 15 GHIIM412-4A_ TAGA 0,33
Gigante 16 GHII2375-4A ACATT 0,31
Gigante 17 GHII2375-4A AGCCTCC 0,30
Gigante 18 GHII2375-4A_CCTA 0,31
Gigante 19 GHII2506-4A_CAGTGT 0,25
Gigante 20 GHII2506-4A GATC 0,25
Gigante 21 GHII2506-4A TTAGGTGC 0,06
Gigante 22 GHII3404-4A_AACAT 0,32
GHII3404-
Gigante 23 4A GGATTGGC 0,32
Gigante 24 GHII3404-4A TGGACGC 0,32
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Gigante 25 GHII3515-4A ACTTGC 0,31
GHII3515-
Gigante 26 4A ATCGCTGC 0,31
Gigante 27 GHII3515-4A CGCGT 0,31
Gigante 28 GHII4914-4A AGAGC 0,32
Gigante 29 GHII4914-4A _GACCTT 0,32
GHII4914-
Gigante 30 4A GCTCACGC 0,32
Gigante 31 GHII5566-4A GCAT 0,31
GHII5566-
Gigante 32 4A GGAGATGC 0,31
Gigante 33 GHII5566-4A TAGCGC 0,31
GHII6327-
Gigante 34 4A CGGATGGC 0,20
Gigante 35 GHII6327-4A_CTGT 0,22
Gigante 36 GHII6327-4A_TGAACC 0,21
GHII7656-
Gigante 37 4A TAGTGCGC 0,30
Gigante 38 GHII7656-4A_ TCTGC 0,30
Gigante 39 GHII7656-4A_TTAGTGC 0,30
Gigante 40 GHII8025-4A AGGC 0,31
Gigante 41 GHII8025-4A _CGAGGT 0,31
Gigante 42 GHII8025-4A TTGAGTC 0,31
Gigante 43 GHII8211-4A_ ACTCCGC 0,31
Gigante 44 GHII8211-4A_ TTCACCGC 0,31
Gigante 45 GHIIB211-4A TTGTT 0,32
Gigante 46 GHII1109-4A_ GACTGGC 0,06
Gigante 47 GHIIM240-4A ATTGCC 0,32
GHII1240-
Gigante 48 4A CATCTGGC 0,32
Gigante 49 GHII1240-4A_ _GTCA 0,32
GHII1412-
Gigante 50 4A ACCTCCGC 0,31
Gigante 51 GHII1412-4A_GCCAGT 0,31
Gigante 52 GHII1412-4A_TAGA 0,31
Gigante 53 GHII2375-4A ACATT 0,32
Gigante 54 GHII2375-4A AGCCTCC 0,32
Gigante 55 GHII2375-4A_CCTA 0,32
Gigante 56 GHII2506-4A CAGTGT 0,31
Gigante 57 GHII2506-4A GATC 0,31
Gigante 58 GHII2506-4A TTAGGTGC 0,31
Gigante 59 GHII3404-4A AACAT 0,20
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GHII3404-

Gigante 60 4A GGATTGGC 0,22
Gigante 61 GHII3404-4A TGGACGC 0,21
Gigante 62 GHII3515-4A ACTTGC 0,30
GHII3515-
Gigante 63 4A ATCGCTGC 0,30
GHII7656-
Gigante 64 4A TAGTGCGC 0,31
Gigante 65 GHII7656-4A TCTGC 0,31
Gigante 66 GHII7656-4A TTAGTGC 0,31
Gigante 67 GHII8025-4A AGGC 0,20
Gigante 68 GHII8025-4A CGAGGT 0,22
Gigante 69 GHII8025-4A TTGAGTC 0,21
Gigante 70 GHII8211-4A_ ACTCCGC 0,30
Gigante 71 GHII8211-4A_ TTCACCGC 0,30
Gigante 72 GHIIB211-4A TTGTT 0,22
Gigante 73 GHII1109-4A_GACTGGC 0,24
Gigante 74 GHII1240-4A_ATTGCC 0,32
GHII1240-
Gigante 75 4A CATCTGGC 0,32
Gigante 76 GHII8025-4A TTGAGTC 0,32
Gigante 77 GHII8211-4A ACTCCGC 0,31
Gigante 78 GHII8211-4A _TTCACCGC 0,31
Gigante 79 GHII8211-4A TTGTT 0,31
Gigante 80 GHII1109-4A_ GACTGGC 0,33
Gigante 81 GHII1240-4A ATTGCC 0,33
GHII1240-
Gigante 82 4A CATCTGGC 0,33
Gigante 83 GHII8025-4A TTGAGTC 0,31
Gigante 84 GHII8211-4A_ ACTCCGC 0,30
Gigante 85 GHII1109-4A_ GACTGGC 0,31
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ANEXO 2. Tabla de Variabilidad genética individual de los reproductores de
capaz en la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

Heterocigosidad

Estacion |Espécimen Cddigo ID Observada
Gigante 1 GHPg0046-3C_CATTCGC 0,093339815
Gigante 2 GHPg0166-3C_TTGAGTC 0,126397667
Gigante 3 GHPg0212-3C_GGAGATGC 0,142440447
Gigante 4 GHPg0326-3C_ACCTCCGC 0,100631988
Gigante 5 GHPg0460-3C_CATCTGGC 0,140982013
Gigante 6 GHPg1012-3C_TTAGGTGC 0,125911522
Gigante 7 GHPg1242-3C_CGGATGGC 0,075352455
Gigante 8 GHPg1335-3C_GCTCACGC 0,122508508
Gigante 9 GHPg1487-3C_ATCGCTGC 0,094312105
Gigante 10 GHPg1721-3C_TAGTGCGC 0,157997083
Gigante 11 GHPg1767-3C_GGATTGGC 0,143898882
Gigante 12 GHPg1838-3C_CCTCAGCC 0,134175984
Gigante 13 GHPg1877-3C_TTCACCGC 0,116674769
Gigante 14 GHPg2000-3C_AGAGGTTC 0,138551288
Gigante 15 GHPg2036-3D_AACT 0,137092854
Gigante 16 GHPg2316-3D_CCTA 0,123480797
Gigante 17 GHPg3465-3D_TTAC 0,16869227
Gigante 18 GHPg3476-3D_AGGC 0,141954302
Gigante 19 GHPg3544-3D_GCAT 0,162372387
Gigante 20 GHPg3655-3D_TAGA 0,160913952
Gigante 21 GHPg3690-3D_GTCA 0,144385027
Gigante 22 GHPg4105-3D_GATC 0,081672338
Gigante 23 GHPg4229-3D_CTGT 0,106465727
Gigante 24 GHPg4254-3D_AGAGC 0,140009723
Gigante 25 GHPg4467-3D_CGCGT 0,129800681
Gigante 26 GHPg4697-3D_TCTGC 0,151191055
Gigante 27 GHPg5005-3D_AACAT 0,157510938
Gigante 28 GHPg5058-3D_CCACC 0,148274186
Gigante 29 GHPg5065-3D_TTGTT 0,104521147
Gigante 30 GHPg5537-3D_GATGT 0,145843461
Gigante 31 GHPg5626-3D_CGTAC 0,148274186
Gigante 32 GHPg5689-3D_ACATT 0,162372387
Gigante 33 GHPg5744-3D_ATCCGC 0,135634419
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Gigante 34 GHPg6401-3D_CGAGGT 0,139523578
Gigante 35 GHPg6633-3D_TAGCGC 0,155080214
Gigante 36 GHPg7079-3D_GCCAGT 0,134175984
Gigante 37 GHPg7261-3D_ATTGCC 0,129800681
Gigante 38 GHPg7429-3D_CAGTGT 0,160913952
Gigante 39 GHPg7567-3D_TGAACC 0,146815751
Gigante 40 GHPg7572-3D_GACCTT 0,160427807
Gigante 41 GHPg7589-3D_ACTTGC 0,162372387
Gigante 42 GHPg7735-3D_TTAGTGC 0,167233836
Gigante 43 GHPg7890-3D_TGGACGC 0,119105493
Gigante 44 GHPg7920-3D_GACTGGC 0,148274186
Gigante 45 GHPg8269-3D_ACTCCGC 0,173553719
Gigante 46 GHPg8485-3D_CTAGGTC 0,130286825
Gigante 47 GHPg8608-3D_GCGATGC 0,125911522
Gigante 48 GHPg8736-3D_AGCCTCC 0,128342246
Gigante 49 GHPg8750-3D_CATTCGC 0,130286825
Gigante 50 GHPg8823-3D_TTGAGTC 0,119105493
Gigante 51 GHPg8906-3D_GGAGATGC 0,154107924
Gigante 52 GHPg8945-3D_ACCTCCGC 0,109868741
Gigante 53 GHPg1838-3C_CCTCAGCC 0,134175984
Gigante 54 GHPg1877-3C_TTCACCGC 0,116674769
Gigante 55 GHPg2000-3C_AGAGGTTC 0,138551288
Gigante 56 GHPg2036-3D_AACT 0,137092854
Gigante 57 GHPg2316-3D_CCTA 0,123480797
Gigante 58 GHPg3465-3D_TTAC 0,16869227
Gigante 59 GHPg3476-3D_AGGC 0,141954302
Gigante 60 GHPg3544-3D_GCAT 0,162372387
Gigante 61 GHPg3655-3D_TAGA 0,160913952
Gigante 62 GHPg3690-3D_GTCA 0,144385027
Gigante 63 GHPg4105-3D_GATC 0,081672338
Gigante 64 GHPg4229-3D_CTGT 0,106465727
Gigante 65 GHPg4254-3D_AGAGC 0,140009723
Gigante 66 GHPg4467-3D_CGCGT 0,129800681
Gigante 67 GHPg4697-3D_TCTGC 0,151191055
Gigante 68 GHPg5005-3D_AACAT 0,157510938
Gigante 69 GHPg5058-3D_CCACC 0,148274186
Gigante 70 GHPg5065-3D_TTGTT 0,104521147
Gigante 71 GHPg5537-3D_GATGT 0,145843461
Gigante 72 GHPg5626-3D_CGTAC 0,148274186
Gigante 73 GHPg1838-3C_CCTCAGCC 0,134175984
Gigante 74 GHPg1877-3C_TTCACCGC 0,116674769
Gigante 75 GHPg2000-3C_AGAGGTTC 0,138551288
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Gigante 76 GHPg2036-3D_AACT 0,137092854
Gigante 77 GHPg2316-3D_CCTA 0,123480797
Gigante 78 GHPg3465-3D_TTAC 0,16869227
Gigante 79 GHPg3476-3D_AGGC 0,141954302
Gigante 80 GHPg3544-3D_GCAT 0,162372387
Gigante 81 GHPg3655-3D_TAGA 0,160913952
Gigante 82 GHPg3690-3D_GTCA 0,144385027
Gigante 83 GHPg4105-3D_GATC 0,081672338
Gigante 84 GHPg2036-3D_AACT 0,137092854
Gigante 85 GHPg2316-3D_CCTA 0,123480797
Gigante 86 GHPg3465-3D_TTAC 0,16869227
Gigante 87 GHPg3476-3D_AGGC 0,141954302
Gigante 88 GHPg3544-3D_GCAT 0,162372387
Gigante 89 GHPg3655-3D_TAGA 0,160913952
Gigante 90 GHPg3690-3D_GTCA 0,144385027
Gigante 91 GHPg4105-3D_GATC 0,081672338
Gigante 92 GHPg4229-3D_CTGT 0,106465727
Gigante 93 GHPg4254-3D_AGAGC 0,140009723
Gigante 94 GHPg4467-3D_CGCGT 0,129800681
Gigante 95 GHPg4697-3D_TCTGC 0,151191055
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ANEXO 3. Tabla de Variabilidad genética individual de los reproductores de
bocachico en la estacion piscicola del Alto Magdalena-AUNAP (Gigante, Huila).

Heterocigosidad

Estacion Espécimen Cddigo ID Ob
servada

Gigante 1 GHPmM2AF4-2C_CCTCAGCC 0
Gigante 2 GHPmM3A68-2D_CGCGT 0
Gigante 3 GHPmMECEA-2D_CATTCGC 0
Gigante 4 GHPmMFO0C9-2D_TTGAGTC 0
Gigante 5 GHPmMF1A2-2D_GGAGATGC 0
Gigante 6 GHPmMFB8A-2D_TAGTGCGC 0
Gigante 7 GHPmME7CB-2D_TGAACC 0,24
Gigante 8 GHPmM2254-2C_AGAGC 0,21
Gigante 9 GHPmM8746-2C_TGGACGC 0,21
Gigante 10 GHPmMO0691-2C_TTAC 0,18
Gigante 11 GHPmM4042-2C_CAGTGT 0,18
Gigante 12 GHPmMO041F-2C_CTAGGTC 0,15
Gigante 13 GHPmMO0C45-2C_GCGATGC 0,15
Gigante 14 GHPmM1172-2C_AGGC 0,15
Gigante 15 GHPmM2760-2C_CGCGT 0,15
Gigante 16 GHPm30EB-2D_TTAC 0,15
Gigante 17 GHPmM7382-2C_ACTTGC 0,15
Gigante 18 GHPmME9E4-2D TGGACGC 0,15
Gigante 19 GHPmMO0431-2C_CCTA 0,12
Gigante 20 GHPmM1457-2C_GCAT 0,12
Gigante 21 GHPmM3031-2C_AACAT 0,12
Gigante 22 GHPmM306C-2D_CCTA 0,12
Gigante 23 GHPm322C-2D_GCAT 0,12
Gigante 24 GHPmM3299-2C_CGTAC 0,12
Gigante 25 GHPmM3458-2C_ATCCGC 0,12
Gigante 26 GHPmM3592-2C_TAGCGC 0,12
Gigante 27 GHPmM3758-2C_ATTGCC 0,12
Gigante 28 GHPmM3CA9-2D_CCACC 0,12
Gigante 29 GHPmM4240-2C_GACCTT 0,12
Gigante 30 GHPmM486B-2D_CGAGGT 0,12
Gigante 31 GHPmM8895-2C_GACTGGC 0,12
Gigante 32 GHPmME920-2D_ACTTGC 0,12
Gigante 33 GHPmMO3AB-2C_ACTCCGC 0,09
Gigante 34 GHPmMOFA2-2C_ACCTCCGC 0,09

41




Gigante 35 GHPmM1633-2C_TAGA 0,09
Gigante 36 GHPmM1858-2C_GTCA 0,09
Gigante 37 GHPmM1AEB-2C_GCTCACGC 0,09
Gigante 38 GHPm2157-2C_CTGT 0,09
Gigante 39 GHPm3013-2C_TCTGC 0,09
Gigante 40 GHPmM3141-2C_TTGTT 0,09
Gigante 41 GHPm31E1-2D_AGGC 0,09
Gigante 42 GHPmM3387-2C_ACATT 0,09
Gigante 43 GHPmM3469-2C_CGAGGT 0,09
Gigante 44 GHPm34D7-2D_TAGA 0,09
Gigante 45 GHPmM34F0-2D_GTCA 0,09
Gigante 46 GHPm38D6-2D_AGAGC 0,09
Gigante 47 GHPmM4199-2C_TGAACC 0,09
Gigante 48 GHPmM8226-2C_TTAGTGC 0,09
Gigante 49 GHPmMES577-2D_GCCAGT 0,09
Gigante 50 GHPmES5BA-2D_ATTGCC 0,09
Gigante 51 GHPmME7EA-2D_GACCTT 0,09
Gigante 52 GHPmMEB96-2D_ACTCCGC 0,09
Gigante 53 GHPmMEC60-2D_AGCCTCC 0,09
Gigante 54 GHPmO0OD91-2C_CATTCGC 0,06
Gigante 55 GHPmMOES5B-2C_TTGAGTC 0,06
Gigante 56 GHPmM2052-2C_GATC 0,06
Gigante 57 GHPm23D6-2C_GGATTGGC 0,06
Gigante 58 GHPm2B23-2C_TTCACCGC 0,06
Gigante 59 GHPm3139-2C_CCACC 0,06
Gigante 60 GHPmM3181-2C_GATGT 0,06
Gigante 61 GHPm3B28-2D_TCTGC 0,06
Gigante 62 GHPmM3BBE-2D_AACAT 0,06
Gigante 63 GHPmMEA61-2D_GACTGGC 0,06
Gigante 64 GHPmMEBCG6-2D_CTAGGTC 0,06
Gigante 65 GHPmMECOB-2D_GCGATGC 0,06
Gigante 66 GHPmMFAD7-2D_ATCGCTGC 0,06
Gigante 67 GHPmMO0402-2C_AACT 0,03
Gigante 68 GHPmMOEF7-2C_GGAGATGC 0,03
Gigante 69 GHPmM119C-2C_CATCTGGC 0,03
Gigante 70 GHPmM11D3-2C_TTAGGTGC 0,03
Gigante 71 GHPm1B6D-2C_TAGTGCGC 0,03
Gigante 72 GHPmM2F07-2C_AGAGGTTC 0,03
Gigante 73 GHPmM2FF9-2D_AACT 0,03
Gigante 74 GHPm3DA5-2D_GATGT 0,03
Gigante 75 GHPm3E86-2D_CGTAC 0,03
Gigante 76 GHPm3F5D-2D_ACATT 0,03
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Gigante 77 GHPm3F9D-2D_ATCCGC 0,03
Gigante 78 GHPmD87D-2D_TAGCGC 0,03
Gigante 79 GHPmME70F-2D_CAGTGT 0,03
Gigante 80 GHPmME989-2D _TTAGTGC 0,03
Gigante 81 GHPmF7A0-2D_CGGATGGC 0,03
Gigante 82 GHPmMFA2A-2D_GCTCACGC 0,03
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