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Resumen

La diversidad genética de las especies representa la base que asegura su capacidad reproductiva,
resistencia a enfermedades y a cambios ambientales. En peces de agua dulce una parte
importante de la diversidad es el reflejo de la diferenciacion poblacional. El presente estudio esta
orientado a definir la diversidad genética de Potamotrygon magdalenae, para determinar si ésta
consiste de una poblacién panmictica distribuida a lo largo de la cuenca del rio Magdalena o si se
encuentra estructurada como varias poblaciones genéticamente discretas en diferentes regiones
geograficas. Se recolectaron muestras de tejido muscular de 120 individuos de cinco locadidades,
dos localidades del Bajo Magdalena y tres localidades del Medio Magdalena. EI ADNmt fue
amplificado usando cebador universal para el gen citocromo oxidasa | (COIl) para su posterior
secuenciacion y analisis. se estimé la estructura poblacional y se elaboré una red de haplotipos;
asi mismo, se realizaron los estadisticos de las pruebas de neutralidad, un analisis Bayesian
Skyline Plot o Perfil Demografico Bayesiano y también se realizé un grafico circular de flujo de
migracion en R con los datos de MIGRATE, con el fin de visualizar migracion entre localidades. Se
obtuvo un total de 112 secuencias (549 pb) del gen COI del ADNmt, encontrando 22 sitios
polimorficos (S), los cuales representaron 20 haplotipos (h). Los valores promedio de diversidad
genética estimados para todas las muestras fue moderado en el caso de la diversidad haplotipica
(Hd = 0.47) y notablemente bajo en el caso de la diversidad nucleotidica (r = 0.0001). Las
estimaciones de diferenciacién genética pareadas ®sr con el marcador COIl entre las zonas de
muestreo permiti6 determinar diferencias entre localidades, esto probablemente puede estar
influenciado por barreras fisico-hidrograficas, marcadas con el régimen hidrolégico y orogréfico de
la cuenca del rio Magdalena. La poblacién mas divergente fue Guarinocito, la cual se aisla de las
otras localidades, porque ésta localidad se origind por un cauce del rio Magdalena abandonado
donde solo hay flujo en época de lluvia y es una laguna semi-cerrada. La red de haplotipos
muestra que 78 de las secuencias tienen un haplotipo dominante (Pm-1) presente en todas las
localidades, seguido del Pm-2 que lo comparten siete secuencias; asi mismo, en las 112
secuencias usadas hay 17 haplotipos unicos, de los cuales seis pertenecen a individuos de la
localidad de Ayapel. Los analisis de demografia histérica indican una tendencia hacia la expansion
espacial y demografica. Los valores de flujo genético y tamafio efectivo poblacional fueron altos en
la localidad de Ayapel y muy bajos en Guarinocito, concordando con los resultados obtenidos de
estructura poblacional. Esta evaluacion genética inicial con las secuencias de ADNmt del gen COI
sugiere una separacion entre las localidades estudiadas a lo largo del rio Magdalena, lo cual puede
tener implicaciones relevantes en la conservacion de la variabilidad genética de las poblaciones

naturales de la raya de agua dulce endémica para Colombia P. magdalenae.
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. INTRODUCCION

La genética de poblaciones es una disciplina que ofrece una base tedrica, para entender
los procesos adaptativos y de evolucion de las especies y para hacer predicciones sobre
su estatus en el futuro (Eguiarte et al., 1990), al examinar la variaciéon genética en las
poblaciones, en un contexto biogeografico puede dar indicios de asociaciones histéricas y
los procesos que han derivado en la divergencia genética, que en su momento, pueden
conducir a la especiacién. Dicha informacioén brinda una importante base para la definiciéon
de estrategias de manejo y conservacion. El primer paso para inferir los procesos
evolutivos en las poblaciones, es entender como han sido derivados los patrones de

variacion genética en un contexto geografico (Eguiarte et al., 2007).

La diversidad genética de las especies es crucial para mantener sus expectativas
evolutivas y representa la base que asegura la capacidad reproductiva, la resistencia a
enfermedades y la capacidad de respuesta a los cambios ambientales (Frankham, 1995;
Hedrick, 2001; Wang et al., 2002). En peces de agua dulce una parte importante de la
diversidad resulta de procesos evolutivos que conducen a la diferenciacién genética de
las poblaciones (Ward et al., 1994; Waples, 1998). Los proceso evolutivos encargados de
la variacion genética en las poblaciones son mutacidon, recombinacién, deriva génica,
migracion, endogamia y selecciéon natural (Hamilton, 2009). Dicha diferenciacion se debe
a que a lo largo de la historia de las poblaciones, han surgido barreras temporales,
conductuales o geogréaficas que separan a la poblaciéon inicial, de manera que los
diferentes grupos poblacionales se aislan reproductivamente parcial o totalmente,

permitiendo la acumulacién de diferencias genéticas (Laikre et al., 2005).

Las poblaciones pueden variar en cuanto a su conectividad en paisajes heterogéneos o
fragmentados, como en el caso de la cuenca del Magdalena que tiene un régimen
hidrolégico de acuerdo a las diferentes regiones climaticas que atraviesa el rio, o estar
influida por historias biogeograficas espacialmente diversas que determinan la variacion

genética actual (Excoffier et al., 2009).



Son numerosas las hipotesis que se han propuesto para explicar el origen y
diversificacion de la ictiofauna dulceacuicola de la region, entre las que destacan:

1) las transgresiones marinas del Mioceno Temprano (Lovejoy et al., 1998; Lovejoy et al.,
2006); 2) las elevaciones de sistemas montafiosos y el tiempo de aislamiento de drenajes
transandinos (Albert et al., 2006); 3) las conexiones histéricas que permitieron la
dispersion entre drenajes (Hubert y Renno, 2006; Hubert et al., 2007a); 4) los refugios
originados durante el Pleistoceno (Hubert et al., 2007b) y 5) los cambios de curso,
eventos de captura y divisoria de aguas de los grandes rios de América del Sur (Lundberg
et al., 1998).

Para entender la influencia de estos factores, primero hay que ser capaz de describir y
cuantificar la cantidad de variacion genética en una poblacién y el patrén de variaciéon
genética entre poblaciones (Hedrick, 2012). Esto posteriormente puede ser utilizada para
reconstruir la historia evolutiva, examinar la situacién contemporanea de las poblaciones
en cuanto a sus niveles de variabilidad genética y con base en esto implementar

estrategias de gestion (Hedrick y Hurt, 2012).

Potamotrygonidea es la uUnica familia de peces cartilaginosos restringida a habitats
dulceacuicolas con unas 23 especies reconocidas como validas hasta el momento (Lasso
et al., 2013, 2016). Es exclusiva de Sudamérica y presenta una amplia distribucién, desde
la cuenca del rio Atrato en Colombia hasta el sistema del rio de la Plata en Argentina
(Dahl, 1971; Rosa, 1985; Mojica et al., 2005; Maldonado-Ocampo et al., 2006; Mejia-Falla
et al., 2009).

Los Potamotrygénidos son un grupo muy complejo desde el punto de vista taxonomico,
encontrando dificultades en la identificacion (Rosa et al., 2010; de Carvalho y Lovejoy,
2011; de Carvalho et al., 2011) y ecolégico pues los vacios de informacion hacen dificil
conocer la condicién poblacional real de las especies presentes en los ecosistemas
dulceacuicolas de Colombia (Mejia-Falla et al., 2009). Su historia de vida incluye
caracteristicas similares a sus congéneres marinos (Holden, 1974) y son vulnerables a
actividades antropicas en su medio natural. Dentro de las amenazas en las cuencas,
estan la pesca de subsistencia con propdsitos de consumo y ornamental, la captura

incidental y directa para evitar accidentes con su espina, asi como la alteracion,
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destruccién y contaminacién de sus habitats (Mojica et al., 2002; Araujo et al., 2004;
Mejia- Falla et al., 2009).

Potamotrygon magdalenae es la unica especie de rayas de agua dulce endémica de
Colombia. Se encuentra presente a lo largo de la cuenca del rio Magdalena y sus
principales tributarios (Dahl, 1971), asi como en las cuencas del Atrato, Cauca,

Catatumbo y San Jorge (Mejia- Falla et al., 2009).

Esta especie ha sido catalogada tanto por la Unién Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (UICN) y a nivel nacional bajo el estatus de casi amenazada (NT) (Charvet-
Almeida y Almeida, 2009; Mojica et al.,, 2012). En consecuencia, resulta necesario
desarrollar investigaciones sobre su biologia, ecologia y aspectos relacionados con su
explotacién y conservacidn como recursos pesqueros de importancia comercial. Asi
mismo, a nivel nacional, se establecio en el Plan de Accién Nacional para la Conservacion
y Manejo de Tiburones, Rayas y Quimeras de Colombia (PAN - Tiburones Colombia)
(Caldas et al., 2010), con un grado de prioridad alta para P. magdalenae, identificando
ademas la necesidad de generar informacion sobre aspectos de genética poblacional,

definiendo acciones a corto plazo para aguas continentales.

En este sentido, y considerando que los factores que moldean el patron de diversidad
genética varia dependiendo la especie y es el resultado en conjunto de procesos
histéricos y contemporaneos, intrinsecos (biolégicos / ecolégicos) y extrinsecos (fisicos /
ambientales) (Kelly y Palumbi, 2010), se desarrollé este estudio, con miras a caracterizar
la diversidad genética y su distribucion a lo largo del rango de distribucion de P.
magdalenae en el rio Magdalena. Se espera con ello, determinar si ésta consiste de una
poblacibn panmictica o si se encuentra estructurada como varias poblaciones
genéticamente discretas en diferentes zonas geograficas a lo largo de la cuenca, donde
pueden estar aisladas en épocas secas. La determinacion o estudio de la variabilidad
geneética poblacional en esta especie permitira un mejor manejo de sus poblaciones
(Sinclair, 1988) y un mejor entendimiento de procesos microevolutivos a los que se
encuentran sujetas (Coyne, 1994), sentando asi las bases necesarias para continuar
proyectos de investigacion orientados a la conservacion de los recursos genéticos de esta

especie.
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. MARCO TEORICO

2.1. Origen evolutivo de las rayas de agua dulce de Sur América

El registro fosil de los peces de Sudamérica muestra como a finales del Cretaceo, poco
después de la separacion de Africa y Sudamérica, ya existian familias y atn géneros de
peces actuales. En la bibliografia se registran fosiles del género Potamotrygon en los
depositos fosiliferos del Mioceno en la localidad de La Venta al norte de Neiva en
Colombia (Lundberg et al., 1986; Lundberg y Chernoff, 1992; Lundberg, 1997, 1998);
estas evidencias indican que los peces neotropicales en el Mioceno ya estaban muy
diversificados y existian la mayoria de los géneros y aun algunas especies actuales, como
por ejemplo, Phractocephalus hemiliopterus (cajaro), Lepidosiren paradoxa (pulmonado) y

Hoplias malabaricus (tararira).

Diferentes autores reconocen la ascendencia marina de los potamotrygdnidos (Miyake,
1988; Nishida, 1990; Dingerkus, 1995; McEachran et al., 1996; Lovejoy, 1996; Marques,
2000; Quijada, 2003; Dunn et al., 2003; Carvalho et al., 2004; Rosa et al., 2010), aunque
actualmente se sigue discutiendo sobre el ancestro marino mas cercano, el cual estaria
entre el nuevo género (monotipico) Megratrygon, el cual incluye a Himantura schmardae y
es grupo hermano de la familia Potamotrygonidae y Urotrygonidae (Last et al., 2016). Asi
mismo queda por resolver la incégnita si este grupo invadié el continente de América del

Sur desde las costas del Atlantico o del Pacifico (Rosa et al., 2010).

Otras hipotesis filogenéticas han propuesto varios escenarios biogeograficos para explicar
el origen de las rayas de agua dulce en América del Sur, basados en modelos
dispersionistas o vicariantes. En el primer caso el ancestro marino invadio el continente en
uno o mas episodios distintos, posiblemente a partir de la costa Atlantica. La hipotesis
vicariante destaca que el ancestro queddé “atrapado” o aislado en las cuencas de agua
dulce después de las incursiones marinas sobre el continente, fueran éstas a partir de la
costa Atlantica o Pacifica (Brooks et al., 1981; Rosa, 1985; Lovejoy, 1997; Lovejoy et al.,
1998, Carvalho et al., 2004; Rosa et al., 2010).
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La conexion del Itsmo Centroamericano entre el Pacifico oriental y el Caribe podia
proporcionar amplios intercambios de la fauna marina con distintos origenes (Pacifico o
Atlantico-Tethyana), asi como una amplia distribucion de la especie ancestral a lo largo de
la costa norte de América del Sur. Esta conexion permanecié activa durante el largo
periodo de tiempo geoldgico en el que ocurrid la diferenciacion de las rayas de agua dulce
en América del Sur, hasta la emergencia del Istmo Centroamericano en el Plioceno
superior (3 millones de afos atras) (Albert et al., 2006; Posadas y Ortiz-Jaureguizar,
2010). También hay incertidumbre acerca de la datacion del origen de los
potamotrigdnidos, ya que el intervalo sefialado en la literatura va desde el Cretacico hasta
el Mioceno (Lovejoy, 1996, 1997; Lojejoy et al., 1998; Marques 2000; Brito y Deynat,
2004; Carvalho et al., 2004).

2.2. Origen geoldgico de la cuenca del rio Magdalena

Al finalizar el Cretaceo (hace 60 millones de afios), se incremento el ciclo tectonico andino
y el vulcanismo, lo que provocé el levantamiento de fondos ocedanicos de basalto que
generaron un arco de islas que mas tarde se convirtieron en la cordillera Occidental y la
consolidacion de las principales montanas de la cordillera Central, con el resultado del
desplazamiento de las aguas marinas que desde hacia millones de afios cubrian la regién
(Castano, 2003). La intensificacion de las lluvias torrenciales incrementd los procesos
erosivos y la gran cantidad de sedimentos generados por la cordillera Central, creando lo

que en la actualidad es el valle del Magdalena.

En el caso de Colombia, el levantamiento de la cordillera Oriental y su union con la sierra
de Mérida terminaron aislando las cuencas del Catatumbo, Magdalena y todas las que se
formaron posteriormente al occidente de esta cordillera. Esta barrera determind que la
cuenca del Orinoco dejara de desembocar junto con el rio Magdalena en el golfo de
Venezuela y desvié su curso hacia el Oriente, hace aproximadamente 11 millones de
anos (Hoorn, 1994).

El levantamiento final de la cordillera Central ocurrié durante el Plioceno (6 y 8 millones de
anos atras) y muchos de los suelos y estratos geolégicos de la antigua plataforma
continental que estaba sumergida total o parcialmente bajo el agua marina, se levantaron

y dejaron atrapados en las altas cumbres andinas infinidad de organismos marinos, como

13



lo demuestran los restos paleontolégicos del area fosilifera de Villa de Leyva y Sachica en
Boyaca. Durante ese periodo termind de estructurarse la cuenca del rio Magdalena y
otros vestigios marinos quedaron depositados en la parte baja del valle en el desierto de
la Tatacoa en Huila, donde los fésiles fueron sometidos a procesos de acumulacion,
desgaste, exposicidon y relleno, producto de la dinamica de una cuenca fluvial

recientemente formada (Castafio, 2003).

El aislamiento durante 10 millones de anos, ha hecho que la ictiofauna de la region
transandina (al occidente de la cordillera Oriental) sea altamente endémica. En la cuenca
hidrografica Magdalena-Cauca se registran unas 213 especies de peces (Maldonado-
Ocampo et al., 2008), con un porcentaje de endemismo es alto con un poco mas de 50 %,
destacandose la presencia de la unica raya dulceacuicola endémica para el pais, la raya

del Magdalena P. magdalenae.

Los rios Magdalena y Catatumbo continuaron compartiendo una cuenca comun hasta el
final del Terciario, cuando el levantamiento de la serrania del Perija dividié en dos este
drenaje comun. Se registra una mayor afinidad entre la fauna ictica del Magdalena y el
Catatumbo que entre cada una de éstas y la cuenca Orinoco. Lo anterior evidencia que
las mismas compartieron un area comun durante un lapso muy prolongado, de por lo

menos 8 millones de afios (Castano, 2003).

La cuenca del Magdalena es relativamente joven; aparte del cauce bien definido de su
parte alta, compuesta por estrechos canones y profundas gargantas, se presenta un
serpenteante rio que recorre el valle entre las cordilleras y una corriente zigzagueante que
al llegar a las llanuras bajas se diluye en las sabanas y llena miles de vasos
comunicantes, ciénagas, lagunas y brazos de diversas dimensiones; es un rio que aun no
encuentra su lecho definitivo antes de desembocar en el Caribe (Castafio, 2003).
Precisamente, esta juventud explica el inclinado gradiente del rio y su lecho irregular, con
cauce cambiante, alta erosion y considerable transporte de materiales, hechos que han
dificultado su navegacion (CORMAGDALENA, 2005).
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2.2.1. Variables ambientales de la cuenca del rio Magdalena

El recorrido del rio por el pais establece tres zonas bioclimaticas entre ellas la Alta, Media
y Baja Montana. La primera se localiza entre los 5.700 y 2.700 metros sobre el nivel del
mar (m s.n.m) de la cordillera de los Andes, donde se encuentran los pisos glaciales,
paramos Y los deshielos que provienen de los Nevados del Huila, Tolima y Ruiz. La Media
Montafa se encuentra en el piedemonte andino a 2.700 m s.n.m, conformada por fallas
producidas con el choque de las placas tecténicas y los macizos montafiosos de actividad
volcanica, lo que origina procesos morfolégicos que incrementan la sedimentacion que
contiene el rio Magdalena. La baja montafia que recibe los sedimentos de las partes altas

y esta ubicada en las llanuras del piso térmico calido (Castano, 2003).

En un estudio realizado por la Fundacién Squalus (Mejia-Falla et al., 2014) se encontraron
diferencias significativas en todas las variables ambientales analizadas (profundidad, pH,
temperatura de fondo, oxigeno disuelto y conductividad) entre las tres zona del rio
Magdalena (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de la prueba de Kruskal-Wallis de las variables ambientales en las tres regiones
de estudio, indicando el tamarfio de muestra valido (N), el estadistico (H) y el valor de p. Asi mismo,
se especifican entre que regiones se presentan tales diferencias, definidas a partir de la prueba de

comparaciones multiples (p<0.05). A: Alto Magdalena, M: Magdalena Medio, B: Bajo Magdalena
(Mejia- Falla et al., 2014).

Variable N H P Diferencias
Profundidad (m) 360 118.18  p<0.0001 AvsMyB
pH 342 12.438 0.020 AvsB

Temperatura fondo (°C) 357 110.65 p<0.0001 AvsMvsB
Oxigeno disuelto (mg/L) 342 20374  p<0.0001 AvsMyB
Conductividad (m us) 307 19.870  p<0.0001 BvsAyM

Los rangos de las caracteristicas fisico-quimicas fueron: temperatura del fondo del agua:
12.5°C - 38.5°C (moda: 28.7°C; promedio 27.9°C), pH: 4.5 — 10 (moda: 7; promedio 6.8),
oxigeno disuelto: 0 mg/L — 220 mg/L (moda: 2.53 mg/L y promedio 4.4 mg/L) y
conductividad del agua: 1.3 Qcm — 64516.129 Qcm (moda: 53191.49 Qcm; promedio
12600.55 Qcm).
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2.2.2. Alto Magdalena

La regién del Alto Magdalena con una extensién de 54,785 km? representa
aproximadamente 4.8% del territorio nacional, incluye los departamentos de Huila y
Tolima en su totalidad y parte de los departamentos de Cauca (parte alta de la cuenca del
rio Paéz) y Cundinamarca (cuencas de los rios Bogota, Seco y Sumapaz). Entre su
nacimiento y su limite norte, los raudales de Honda donde la pendiente del rio es de 5%,
ha recorrido aproximadamente 591 km (Valderrama y Zarate, 1989). El valle del Alto
Magdalena se caracteriza por precipitaciones menores de 1.100 mm anuales y un
régimen bimodal de lluvias; este valle no presenta llanuras aluviales actuales aunque si
terrazas amplias del Cuaternario Superior, las cuales estan profundamente disectadas

donde la agricultura mecanizada ha reemplazado los bosques (Garcia y Dister 1990).

En términos generales, ésta es la parte mas seca de la cuenca y desde el punto de vista
ecosistémico se extiende desde el paramo humedo, en donde nace el rio, hasta el bosque
seco tropical caracteristico de la zona de Honda, en el fondo del valle. La cobertura
vegetal que crecia originalmente en lo profundo del valle, conformada principalmente por
el bosque seco tropical, casi ha sido extinguida por las actividades agropecuarias y la

demanda de lefia (Castafo, 2003).

2.2.3. Medio Magdalena

La parte media del Magdalena se extiende desde el raudal de Honda hasta poblacién de
Tamalameque (Garcia y Dister 1990), y tiene como principales tributarios provenientes de
la Cordillera Central los rios Guarind, La Miel, Cocorna, Samana Norte, San Bartolomé, Ité

y Cimitarra, y de la Oriental los rios Negro, Ermitafio, Carare, Opén, Sogamoso y Lebrija.

A diferencia del Alto y Bajo Magdalena, su clima es humedo tropical con un régimen de
lluvias bimodal y precipitaciones promedio cercanas a los 3.000 mm anuales, aunque en
algunos enclaves como la zona del bosque de Florencia, en las cabeceras de los rios La
Miel y Samana Sur, la Serrania de Las Quinchas, entre los rios Carare y Magdalena, las
cabeceras del rio Opén y el extremo sur de la Serrania de San Lucas, alcanza valores
entre 5.000 y 7.000 mm al afio. Por esta razon, la casi totalidad del Valle Medio del

Magdalena era una gran selva que separaba las regiones semiaridas del Alto y Bajo
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Magdalena, hasta mediados del siglo pasado cuando fue deforestado masivamente
(Mojica et al., 2006). En términos generales, este sector de la cuenca es el mas humedo,
y dominaba en él la selva humeda tropical con su caracteristica vegetacién de grandes
arboles, lamentablemente muy intervenida en la actualidad por la expansion de la frontera

agricola y ganadera.

2.2.4. Bajo Magdalena

Presenta condiciones particulares en su composicidon y en sus caracteristicas fisicas
bidticas, es una de las zonas mas ricas del pais. La dinamica hidrolégica, climatica y en
particular su desarrollo bioldgico, le imprimen un caracter de alta productividad a sus
ecosistemas; las épocas de subienda y bajanza propician las migraciones de
reproduccion y alimentacioén de especies icticas de interés comercial y regulan la actividad

de los pescadores en los rios y ciénagas (Castano, 2003).

Aguas abajo de El Banco, se forma la bifurcacion entre los brazos de Mompods y Loba,
dejando en el medio la planicie inundable conocida como la isla de Mompds, ubicada en
el centro de la region de La Mojana y la depresion momposina. Estos terrenos se
encuentran por debajo del nivel del mar y en ellos confluyen los sistemas del Cauca, San
Jorge y Magdalena, por lo que su caracteristica esencial es la presencia de innumerables
canos y cuerpos de agua de diversos tamafios que se entrelazan entre si, formando una
compleja red. Esta zona padece de dos periodos de inundaciones, de los cuales el mas
importante se presenta entre los meses de octubre y diciembre. En esta seccién, el canal
navegable conformado por los grandes brazos es profundo y permite la navegacion
durante todo el afio sin mayores inconvenientes. A su vez, los canales menores permiten
el paso de embarcaciones de poco calado. En Tacaloa, el rio se vuelve a unir y toma un

cauce mas uniforme (Guzman, 2005).

El rio atraviesa asi el valle ubicado entre las cordilleras Central y Oriental de sur a norte
hasta verter sus aguas en tres bocas distintas, que conforman el delta: la primera y mas
importante es la de Bocas de Ceniza en Barranquilla, hasta donde el rio realiza un
recorrido de 1.540 km y deposita unos 7.000 metros cubicos de agua por segundo al
Atlantico (Andnimo, 1999); la segunda, se refiere al Canal del Dique que, a la altura del
municipio de Calamar, Bolivar, dirige una porcién del liquido hasta la Bahia de Cartagena;
un tercera boca comprende una intrincada serie de canales y humedales que comunican

al rio con la Ciénaga Grande de Santa Marta y que, ademas, almacenan agua en los
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periodos lluviosos y la devuelven en los secos, actuando como reguladores de las
crecientes (CORMAGDALENA, 2005).
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Figura 1. Mapa de la cuenca del rio Magdalena detallando las zonas alta, media y
baja; rios tributarios y la cuenca del rio Cauca (Tomado de Restrepo A. 2015)



2.3. Biologia de las rayas de la familia Potamotrigonidae

La familia Potamotryonidae esta conformada por peces cartilaginosos (Chondrichthyes)
caracterizados y diferenciados de otras rayas cercanas de habitos marinos y/o estuarinos
(Hypanus, Megatrygon y Urotrygon), por tener un proceso pre-pélvico extendido o
alargado. El cuerpo es en forma de disco, circular u oval, deprimido y la boca esta en
posicion ventral. Tienen cinco pares de hendiduras branquiales en posicidén ventral y un
par de espiraculos en posicién dorsale. Exhiben dimorfismo sexual en la forma y tipo de
dientes y, asi como en todos los condrictios, los machos tienen 6rganos copuladores o
“claspers” también conocidos como “mixopterigios”, para la fecundacion interna. Tanto los
machos como las hembras pueden realizar migraciones de caracter reproductivo (Lasso
et al., 2013).

Estos peces son de habitos benténicos y viven posados en el fondo. Presentan en la cola
una o mas espinas aserradas de origen dérmico, recubiertas de células que secretan
veneno, y que clavan como un mecanismo defensivo cuando son atacadas o pisadas
accidentalmente (Castex y Loza 1963; Lasso, 1985; Haddad Jr. et al., 2013).

2.3.1. Posicion y clasificacién taxondmica

Classe Chondrichthyes

Subclasse Elasmobranchii

Superorden Batoidea (Orden Rajiformes)

Orden Myliobatiformes (Suborden Myliobatoidei)

Familia Potamotrygonidae)

Género Heliotrygon Carvalho & Lovejoy 2011
Género Paratrygon Duméril 1865
Género Plesiotrygon Rosa et al. 1987
Género Potamotrygon Garman 1877

Potamotrygon magdalenae (Dumeéril, 1965)
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Potamotrygonidae es una familia compuesta por 28 especies validas y cuatro géneros
incluyendo Potamotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon y Heliotrygon (de Carvalho y Lovejoy,
2011; Weigmann, 2016) El género Potamotrygon es el mas complejo, ya que esta
constituido por 23 especies descritas y tres no descritas, con distribucién en rios de
Colombia, Venezuela, Bolivia, Guyana, Guyana Francesa, Surinam, Perq, Brasil,
Argentina, Uruguay y Paraguay (Mejia-Falla et al., 2009; Weigmann, 2016). Colombia
posee 11 especies de rayas de agua dulce descritas, destacando a P. magdalenae
(Figura 1) por ser endémica de las cuencas de los rios Magdalena, Atrato y San Jorge
(Araujo et al., 2004; Mejia-Falla et al., 2009; Lasso et al., 2013).
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Figura 2. Fotografia de un individuo de la especie Potamotrygon magdalenae. (Foto
tomada por Viviana Marquez)

2.3.2. Distribucién y habitats

Potamotrygon magdalenae es una especie endémica que se encuentran en la cuenca del
Rio Magdalena (Teshima y Takeshita, 1992; Villa-Navarro et al., 2006; Mojica et al.,
2006). Esta especie ha sido reportada en el rio Atrato, San Jorge, Catatumbo, Magdalena
y Cauca. Se distribuye en el Magdalena-Cauca (Magdalena hasta el Huila; en el Cauca
hasta Puerto Valdivia, y en el rio San Jorge hasta unos 50 km arriba de Monte Libano
(Dahl, 1971), y en los afluentes del rio Magdalena, con registros en los rios Cimitarra,
Opén, La Miel, Guarinocito, Manso, Opia y Pata. Registrada en los embalses de Betania y

el Prado (Jiménez-Segura et al., 2011).
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Figura 3. Registros de Potamotrygon magdalenae en la cuenca del Magdalena
(Imagen tomada de Lasso et al; 2013).

2.3.3. Comportamiento y migracion

Los aspectos ecologicos como las migraciones de la familia Potamotrygonidae en
condiciones naturales ha sido poco estudiada (Garrone-Neto y Sazima, 2009a, b), ya que

la mayoria de los datos existentes se basan en observaciones indirectas.

En el caso de P. magdalenae, se ha planteado que esta especie prefiere fondos lodosos,
en aguas turbias y poco profundas (Dahl, 1971; Galvis et al., 1997). Lasso et al. (2013)
reportan que en el embalse de Betania los pescadores sefialan su presencia
(avistamientos) cuando el nivel del agua de la represa sube y se mantiene por quince
dias. Las rayas dejan de observarse y desaparecen cuando baja el nivel. Aparentemente
dichas fluctuaciones en su presencia estan asociadas con la busqueda de ensenadas
para la reproduccién. En el alto Magdalena los pescadores reportan un comportamiento
gregario (grupos de 5 a 6 rayas). Asi mismo, durante la época reproductiva los arponeros

del Magdalena han observado la formacién de cardumenes.
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Investigaciones recientes sobre este tema en Brasil (Garrone-Neto et al., 2007) registran
la presencia de dos especies de rayas P. falkneri y P. motoro en la parte alta de rio
Parana. Dicha distribucién no habia sido reportada en estas especies ya que antes la
parte alta del rio Parana, era separada de la parte media y baja del mismo. En la
actualidad, ambas zonas se encuentran conectadas debido a las presas construidas en
gran parte de su curso. Las presas habian destruido las barreras naturales, por lo que es
posible asumir la dispersion reciente de muchas especies de organismos acuaticos hacia

las cabeceras del rio Parana.

Hoy en dia, ambas especies se encuentran a mas de 400 kildmetros aguas arriba de
donde sus poblaciones se habian aparentemente establecido y muestran signos de
expansion (Garrone-Neto et al., 2007; Garrone-Neto y Haddad Jr. 2010; Haddad Jr. et al.,
2013).

Garrone-Neto et al. (2014), probaron la hipétesis de que las rayas estan expandiendo su
distribucion hacia nuevas areas por medio de pasajes artificiales construidos para la
navegacion fluvial en la cuenca superior del rio Parana, Sureste de Brasil. Los individuos
de P. falkneri y P. motoro fueron capturados, con marcas t-bar, que habian sido colocadas
en los individuos en la presa de Jupia - una planta de energia hidroeléctrica construida en
la década de 1970- la cual tiene una esclusa de navegacion instalada en 1998 para el
movimiento de los buques. Dos individuos de P. falkneri fueron recapturados aguas arriba
de la presa Jupia, unos ocho kildmetros de distancia del lugar de captura. Este estudio
demuestra la capacidad de las rayas para superar las barreras artificiales, como las

centrales hidroeléctricas, a través de esclusas de navegacion.

2.3.4. Caracteristicas reproductivas

Potamotrygon magdalenae es una especie vivipara aplacentaria, matrotrofica y con
histotrofia lipidica. La talla de madurez sexual de hembras varia entre regiones y entre
individuos en vida silvestre y en cautiverio, segun reportan varios autores (Tabla 2). Se
reproduce a lo largo del afo, las crias nacen con un promedio de 10 cm de Ancho de

Disco (AD) y un periodo de gestacion es de tres meses (Mejia-Falla et al., 2011).

Ramos-Socha (2010) registr6 para la ciénaga de Sabayo, hembras maduras en

noviembre y entre enero y mayo. Ramos-Socha y Grijalba-Bendeck (2011) reportaron que
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el ovario derecho de las hembras es menos desarrollado que el izquierdo, ambos Uteros
son funcionales y pueden tener de uno a cinco embriones que nacen entre 8.7 y 9.5 cm
AD.

Tabla 2. Parametros reproductivos reportados para las hembras de Potamotrygon
magdalenae en vida silvestre (tres cuencas del Magdalena y rio Atrato) y en cautiverio.
* Intervalo de tallas de las hembras gestantes (Tomado de Mejia-Falla et al. 2016).

Talla de Talla de E didad
Cuenca Localidad madurez nacimiento ecunduda Referencia

(mAD)  (cmAD) uterina
e B R =
ﬂigﬁfem g:zf:;f: e | 144 8-8,5 1a10 | Pedreros (2012)
‘;‘{1;;' alens icéica o | 22-281 - 7al0 | Lassoetal (2013)
Rio Atrato E;':EE‘:‘ 23 7-9 2 Mosquera (2012)
Cautiverio | Ex-situ 17 -18,6* 45-6,5 1a3 Pérez et al. (datos no publ.)

Mejia-Falla et al. (2016) encontraron que los machos de P. magdalenae en la cuenca del
Magdalena medio presentaron claspers calcificados y de mayor tamafo a menores tallas
que los machos del Bajo Magdalena. Las estructuras reproductivas de machos maduros e
inmaduros de esta especie presentaron igual desarrollo del lado derecho e izquierdo. Las
hembras maduras del Bajo Magdalena presentaron mayor desarrollo del utero derecho e
igual desarrollo de las glandulas oviducales; por su parte, las del Medio Magdalena
presentaron mayor desarrollo del utero y de la glandula oviducal izquierda. Los autores
sugieren que P. magdalenae como especie, presenta una estrategia reproductiva que
consiste de madurez sexual temprana, fecundidad alta, crias pequefias y probablemente

ciclo reproductivo continuo.

2.3.5. Aspectos pesqueros y de comercializacién

Potamotrygon magdalenae se captura en el Bajo Magdalena con fines ornamentales en
estado juvenil, siendo comercializados nacional e internacionalmente, representando el
primer o segundo lugar dentro de los potamotrygénidos mas exportados entre los afios
2003 y 2012 (Perdomo-Nufiez, 2005; Sanchez-Duarte et al., 2013) y ante el colapso de
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las pesquerias, los adultos son capturados con fines de subsistencia y es mas comun en

la parte alta de la cuenca (Mejia-Falla et al., 2016).

Sin embargo, se desconocen las variaciones en términos de captura, comercializacién y
uso de la especie entre las tres regiones de la cuenca y por ende, la presion que sobre la
especie se ejerce a lo largo de su distribucion. El método de captura es manual con fines
ornamentales y se captura de manera incidental con algunos métodos de pesca como

atarrayas, trasmallos y chinchorros (Lasso et al., 2013).

Mejia- Falla et al. (2016) encontraron que a partir de entrevistas a 150 pescadores en 24
localidades ubicadas a lo largo de la cuenca del rio Magdalena, y de monitoreos a bordo
de embarcaciones pesqueras, las rayas cuyo fin es el comercio ornamental se capturan a
lo largo del afio en el Bajo Magdalena, por encargo, y siendo de principal interés los
juveniles, los cuales, luego de ser capturados, son aclimatados en una piscina temporal,
empacados en bolsas plasticas con oxigeno, a una densidad de tres a cinco rayas por
bolsa, y llevados en cajas de cartdon hasta el aeropuerto. En cuanto a la comercializacion,
las rayas son vendidas principalmente a un acopiador (95,2%) y unos pocos se venden

directamente a un exportador (4,8%).

En las otras regiones los pescadores no se dedican a la pesca de rayas, todos afirmaron
haberlas capturado por accidente en sus jornadas de pesca y tan sélo el 18% las han
consumido, aunque su consumo es ocasional y es mas comun en la parte alta de la
cuenca. La espina es usada, aunque en menor proporcion, con fines de brujeria tanto en
la parte alta como baja de la cuenca. Esta especie es usada tradicionalmente para
extraerle el higado, cuyo aceite es empleado en el tratamiento de afecciones del sistema
respiratorio (Mejia-Falla et al., 2014). En este aspecto, en la cuenca baja se ha reportado
su uso para tratar dolores de cabeza y para el fortalecimiento del feto durante el

embarazo (Rojas-Ceballes et al., 2013).

En las tres zonas de la cuenca, la pesca de rayas se realiza en canoas y usando nasas,
chinchorros, trasmallos y atarrayas. La efectividad de la atarraya en la captura de rayas
vario entre localidades, presentando mayor efectividad de lance y mayor captura por lance
en el Bajo Magdalena, siendo superior al Medio Magdalena y nulo en el Alto Magdalena

(Mejia-Falla et al., 2014). Los lances con trasmallos presentaron una efectividad de
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captura similar entre las tres regiones, tanto en los lances como en la abundancia relativa
por lance y por hora. Considerando el tiempo efectivo del arte en el agua en cada faena,
con trasmallo (entre 710 y 780 min) y con atarraya (1-4 min), se encontré una mayor

captura de rayas por hora con la atarraya (Z=5,759, p<0,001; Mejia-Falla et al., 2014)

2.4.Uso de secuencias génicas de ADN mitocondrial en el estudio de la variacion genética

Para el analisis molecular en estudios de diversidad genética se han utilizado regiones
conservadas de ADN nuclear, ADN mitocondrial y ADN ribosomal. EI ADN mitocondrial
(ADNmt) en particular, ha sido utilizado como una poderosa herramienta en el estudio de
la estructura genética de poblaciones y estimaciones de flujo de genético, hibridacion,
biogeografia y relaciones filogenéticas (Kambhampati y Smith, 1995). Esto, debido a que
el ADNmt es pequefio comparado con el genoma nuclear, posee un rango relativamente
rapido de cambio evolutivo, es heredado de forma uniparental por via materna y tanto el
orden como la composicion de genes se hayan generalmente conservadas (Hoy, 1994).
Ademas el alto numero de copias de genes mitocondriales hace mucho mas facil el
trabajo a diferencia de las copias individuales de genes nucleares, adicionalmente su

herencia materna ha sido particularmente util a nivel intraespecifico (Cruickshank, 2002).

Dentro de las subunidades que contiene el ADNmt, el gen citocromo oxidasa | (COl),
posee varias caracteristicas que lo convierten en uno de los mejores marcadores
moleculares disponibles para estudios relacionados con la evolucion (Salinas, 2010). Es
ampliamente utilizado en estudios de “Barcoding” gracias a su gran rango de sefial
filogenética, y cuya evolucién es lo suficientemente rapida para permitir la discriminacion
de especies relacionadas y grupos filogeograficos dentro de una especie (Hebert et al.,
2003), por lo que su analisis permite tener una mejor aproximacién a la identidad

taxondmica de las muestras.

El tamafo y estructura, son caracteristicas conservadas en la mayoria de organismos que
se han estudiado, la longitud del gen, la cual es mayor dentro de las tres subunidades del
citocromo oxidasa, permite amplificar y secuenciar un mayor numero de caracteres o
nucleétidos. La presencia de extremos altamente conservados permite el uso de
cebadores universales para generar comparaciones y conclusiones robustas en diferentes

tipos de analisis (Salinas, 2010). Asi mismo, al poseer una tasa de mutacién mas rapida
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comparada con otros genes mitocondriales, permite el analisis de polimorfismos
nucleotidicos dentro de una misma especie, a diferencia del ND4, por ejemplo, que es
utilizado para analizar diferencias nucleotidicas a nivel de género o familia (Salinas,
2010).

La filogeografia es el estudio de los procesos que rigen la distribucién geografica de los
linajes genéticos en las poblaciones. Debido a que en ella convergen aspectos macro y
microevolutivos, integra informacion de disciplinas variadas como la genética de
poblaciones, la genética molecular, la demografia histérica, los analisis filogenéticos, la
paleontologia y geologia. Con estas herramientas, busca interpretar la manera en la que
los procesos histdricos alteraron la demografia de las poblaciones y dejaron una huella

evolutiva en la distribucion geografica de la variabilidad genética (Avise, 2000).

El estudio de los patrones de variacion genética en un contexto geografico a través de la
filogeografia, ha contribuido considerablemente a la comprension de los factores que han
influenciado la estructura poblacional y la divergencia de las especies (Knowles y
Maddison, 2002). A pesar de que la filogeografia se ha utilizado comunmente como una
herramienta para esclarecer patrones histéricos y evolutivos entre poblaciones de una
misma especie, las aproximaciones filogeograficas también pueden ser utiles para inferir
procesos demogréficos histéricos como flujo génico, tamafo efectivo poblacional,
secuencias de colonizacién, cuellos de botella y también para determinar fronteras entre
especies e identificar unidades de conservacidon (Avise et al., 1987; Avise, 2000, 2008;

Freeland, 2005; Vazquez—Dominguez, 2007).

De esta forma, el estudio de la distribucion geogréfica de linajes genealdgicos ha sido
ampliamente usado para describir eventos histéricos, como fragmentacion de habitats o
expansion del rango de distribucion de especies y poblaciones, eventos de migracion,
vicarianza, o extincion de linajes génicos, asi como otros procesos que afectan la
estructura de las poblaciones o que causan especiacion en un contexto espacial y
temporal (Hardy et al., 2002). Ademas, el estudio comparado de los patrones
filogeograficos de varias especies o poblaciones co_distribuidas permite plantear hipotesis
sobre posibles eventos comunes, por ejemplo de vicarianza o dispersion, e identificar las
causas geoldgicas, ecoldgicas o etoldgicas que pudieron haber influido en ellos (Arbogast

y Kenagy, 2001; Zink, 2002; Lanteri y Confalonieri, 2003). Una de las aplicaciones mas
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usadas en estudios de filogeogeografia y en genética evolutiva ha sido determinar el
grado de estructura poblacional de las especies a lo largo del area de distribucién,
reconocer grupos intraespecificos (subespecies, poblaciones, etc.), estimar tiempo de
divergencia y establecer causas de la diversificacion y distribucion geografica (Avise,
2000).

. ANTECEDENTES

3.1. Estudios de genética en rayas de la familia Potamotrigonidae

Marques (2000) realizé una investigacion utilizando sistematica molecular y datos
parasitolégicos, dirigida a estudiar los origenes y patrones de diversificacion de la familia
Potamotrygonidae, para estudiar los componentes biogeograficos de las rayas de agua
dulce. Los marcadores moleculares utilizados fueron ARN ribosomal12S (12S), ARN
ribosomal 16S (16S), Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COIl) y Citocromo b (Cyt-b)
combinados con 65 caracteres morfologicos. Esta investigacion apoya la monofilia de la
familia y a su vez que el género marino mas cercano era Himantura. Esta investigacion
fue la primera en intentar definir las relaciones entre especies dentro del género
Potamotrygon, aunque algunas especies no fueron muestreadas en toda su area de
distribucion geografica, por lo que no es muy clara la relacion entre las mismas (Lasso et
al., 2013).

Toffoli (2006) propuso una filogenia molecular con base en dos genes mitocondriales
(ATP sintetasa subunidades 6 e 8, y Citocromo ¢ oxidasa | - COl), y su resultado fue que
Paratrygon es el género basal y Potamotrygon el mas derivado. La posicién de
Plesiotrygon varié de acuerdo con el método de reconstruccion, indicando todavia que
este género puede ser parte de Potamotrygon. Lo mismo demostrd Toffoli et al. (2008)
donde el cladograma con maxima parsimonia para ambos genes indico Plesiotrygon como
el grupo hermano de Potamotrygon schroederi, y las dos ultimas como el grupo hermano
de una especie no descrita de Potamotrygon del Rio Negro en Brasil. El tiempo de
divergencia entre los dos clados se estimé como 7,68 (6,10 — 9,57) millones de afios atras
y entre Plesiotrygon iwamae y Potamotrygon schroederi como 6,77 (5,61 — 7,93) millones

de afos atras. En el escenario biogeografico, Toffoli (2006) destacé la posible importancia
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del Arco Purus (cf. Lundberg et al., 1998), constituyendo una barrera geografica que
restringid la ocupacién de la Amazonia oriental por los potamotrigénidos hasta dos

millones de aros atras.

A partir del 2010, en la Universidad de los Andes se ha venido realizando una
investigacion enfocada en la sistematica molecular de las rayas de agua dulce en
Colombia y Venezuela en colaboracion con el Instituto Alexander von Humboldt y la
Fundacion La Salle de Ciencias Naturales (Garcia-Villamil, 2012). El objetivo de este
estudio estuvo enmarcado en el Plan de Accién Nacional de Tiburones, PAN-Tiburones,
Colombia (Caldas et al., 2010), que establece la necesidad de incluir herramientas
moleculares que puedan contribuir a la conservacion y manejo de los elasmobranquios.
Se hizo una aproximacién sistematica del grupo analizando los marcadores moleculares
Cyt-b, COIl y ATPasa 6, de muestras colectadas en las cuencas de los rios Amazonas,
Orinoco, Magdalena, Esequibo, Atrato y Lago de Maracaibo. Como resultado se resalta la
utiidad del marcador molecular Cytb, para sustentar las relaciones previamente
establecidas a nivel morfolégico. Este marcador ha sido efectivo resolviendo relaciones en
linajes divergentes (Martin et al., 1992; Zhu et al., 1994; Garcia et al., 2000), incluso
previamente dentro de Batoidea, donde mostré también mayor compatibilidad entre los

datos moleculares morfolégicos probando ser mas efectivo (Dunn et al., 2003).

En Brasil Maniglia (2010) y Cruz (2013), realizaron tesis doctorales empleando
herramientas moleculares con el fin de detectar efectos negativos de poblaciones
invasoras identificando patrones generales de impacto en la estructura y la variabilidad
genética en las especies de raya de agua dulce P. motoro y P. falkneri a lo largo del rio
Parana y aclarar algunas dudas acerca de la posibilidad de hibridaciéon natural entre estas
dos especies en esta region. La primera tesis identificd y caracterizé genéticamente dos
especies de Potamotrygon en el alto del rio Parana, P. motoro presenté mayor diversidad
morfolégica y genética y P. falkneri presentd dos grupos bien diferenciados
genéticamente. La diferenciacién genética de las dos especies fue muy baja, indicando
que la especiacion fue reciente y pone en evidencia individuos hibridos de estas dos
especies. Por su parte Cruz (2013), obtuvo que para en la zona de estudio del rio Parana
la poblacién de P. motoro es panmitica, es decir durante el proceso de colonizacién no
hubo diferenciacion genética. En contraste, P. falkneri presenté diferenciacion genética

con evidencias de estructuracion a lo largo del Rio Parana, esta diferenciacion ocurrid
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probablemente como consecuencia del proceso de colonizacién de los nuevos ambientes
por la especie. Los individuos hibridos fueron constatados con marcadores moleculares,
en algunos individuos con coloracion intermedia entre P. motoro y P. falkneri revelaron
identidad con la especie P. falkneri por el analisis del ADNmt, mientras que los
marcadores nucleares tenian compatibilidad con el genoma de P. motoro, concluyendo
que estos individuos son realmente hibridos entre P.motoro y P. falkneri y que tienen

como origen materno la especie P. falkneri.

En cuanto al uso de ADN nuclear, Cruz et al. (2013), utilizaron el método de
pirosecuenciacion para generar microsatélites en P. motoro a partir de ADN gendmico. Se
analizaron 40 individuos de una poblacién silvestre de dicha especie y obtuvieron 10 loci
polimérficos e identificaron un total de 35 alelos. Los primers de este estudio seran utiles
para la investigacion de la estructura de la poblacién y la inferencia de los patrones

demograficos de rayas de agua dulce.

Iv.  JUSTIFICACION

El estudio de la variabilidad genética constituye un factor fundamental para entender la
forma en como se estructuran las poblaciones de especies de peces en sistemas
dulceacuicolas y su interpretacion se encuentra estrechamente relacionada con
caracteristicas geomorfolégicas de la cuenca, con aspectos bioldgicos y ecolégicos de la
especie, como su caracter migratorio, y con la influencia de actividades antrépicas sobre
las poblaciones y su habitat. El nivel de conocimiento de la genética de poblaciones de la
fauna ictica en los principales rios de Suramérica, es aun incipiente y las deficiencias en
la informacion disponible impiden el analisis histérico sobre la biogeografia de las
especies (Sivasundar et al., 2001) o la existencia de stocks o subpoblaciones
genéticamente discretas con fines de manejo. Sin embargo, para P. magdalenae no
registra informacion sobre la genética de sus poblaciones por lo que es importante
aumentar los conocimientos de genética, con el fin de obtener informacion de la
diversidad genética entre las zonas de muestreo ya que es fundamental para cualquier
especie que requiera planes de manejo y medidas de conservacion de la especie (Haig,
1998; Grijanva-Chon et al., 2003).
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Potamotrygon magdalenae se encuentra en la categoria “Casi Amenazada”, en la Lista
Roja de la UICN y en el libro Rojo de Peces Dulceacuicolas de Colombia (Mojica et al.,
2012) debido a que es un recurso de doble propédsito, ornamental y pesquero
(subsistencia), lo cual potencia las amenazas sobre sus poblaciones (Lasso et al., 2011e).
En Colombia esta especie fue considerada con prioridad de accion muy alta en el PAN-
Tiburones (Caldas et al., 2010) y la reciente inclusion e CITES (apéndice Ill), también
Mejia-Falla et al. (2016) registraron diferencias reproductivas entre hembras y machos
(maduros e inmaduros) entre dos localidades ubicadas en el bajo y medio magdalena

haciéndose necesario realizar estudios en torno a la misma.

v.  HIPOTESIS

Dado que la distribucién de una especie esta influenciada por factores bidticos y abiéticos
del ambiente en el que habita, asi como por el comportamiento y la capacidad de
movimiento, se espera encontrar que la poblacion de P. magdalenae a lo largo de su
distribucion en la cuenca del rio Magdalena no es panmictica, diferenciandose
genéticamente las localidades del Bajo y Medio Magdalena debido a que se encuentra
sometida a un amplio rango de variabilidad ambiental a lo largo de su distribucion en la

cuenca del rio Magdalena.
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vi.  OBIJETIVOS

6.1. Objetivo general

v' Determinar la variabilidad genética poblacional de Potamotrygon magdalenae y la
posible estructura genética a lo largo de su distribucién en la cuenca del Rio
Magdalena.

6.2 . Objetivos especificos.

4 Analizar la distribucion espacial de la variabilidad genética de P. magdalenae
entre las zonas de muestreo.

4 Estimar el grado de diferenciacién genética entre las localidades de P.
magdalenae entre las localidades de estudio.

4 Determinar la presencia de fluctuaciones demograficas de P. magdalenae

relacionadas con eventos historicos.
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VII. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

7.1. Area de estudio y recolecta de muestras

El rio Magdalena nace cerca de la laguna de La Magdalena a 3.685 m s.n.m, en una
pequena planicie del paramo de Las Papas (departamento de Huila), en el macizo
colombiano de la cordillera de los Andes y desemboca en el mar Caribe después de
recorrer 1.540 km. Su cuenca hidrografica abarca una extensién de 257.000 km?, que
corresponde a cerca del 23 % de Colombia, se encuentra enmarcada entre el macizo
colombiano, el flanco oriental de la cordillera Central al occidente, el flanco occidental de
la cordillera Oriental al oriente y por la planicie costera del Caribe al norte (Villa-Navarro et
al., 2006).

La precipitacién media anual varia entre 3000 y 4000 mm y la temperatura media anual es
de 28°C, con humedad media relativa de 74%. Este rio originalmente se compone de
bosque humedo tropical (64%), las é&reas restantes son el bosque seco tropical
(CORPOMOJANA, 2002). Hay dos estaciones secas anuales de diciembre a mediados de
abril y de julio a agosto y dos estaciones de lluvias de mediados de abril a principios de

julio y finales de agosto a noviembre (Turbay, 2000).

7.2 .Recolecta de muestras

La cuenca del Magdalena es una region interandina en la mayor parte de su extension y
caribefia en su parte baja. La presencia de los Andes asegura al territorio de la cuenca
una variacion de la temperatura en funcién de la altitud. En sentido vertical, la cuenca
abarca desde el nivel del mar hasta alturas superiores a los 5.000 m s.n.m, y en ella se
encuentran los puntos mas altos de la geografia nacional. Esta variacion altitudinal hace
que en ella se encuentren todos los pisos térmicos y se dividan en tres zonas: Alto, Medio

y Bajo.
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Se definieron cinco puntos de muestreo a lo largo del rio Magdalena, dos localidades
ubicadas en el Bajo Magdalena y tres del Magdalena Medio: complejo lagunar de
Mesolandia (Atlantico), Chimichagua (Cesar), Ayapel (Coérdoba), ciénaga de Paredes

(Santander) y Guarinocito (Caldas) (Figura 4).

Zonas de muestreo

) Localidades
Jesolendia | * Ayapel
, "\ 5 ¥, * Chimichagua
3 (/ * Guarinocito
N \ * Mesolandia
\ XP“"{“"‘W * Paredes
. \\, : ) Rio
b}

{ ‘ ‘ | ’
/ Y Rio Magdalena
Ny e
( f

A Uy
\M \\/'j J
| A ’ g\/—/"”\‘“"
~ /\LN‘\({\\J\W/ % v\>§/
o Y puainodte,

Figura 4. Localizacidén geografica de las areas de muestreo sobre el rio Magdalena,
Ciénaga de Mesolandia (Atlantico), Ciénaga de Paredes (Santander), Ayapel
(Cdérdoba), Chimichagua (Cesar) y Charca de Guarinocito (Caldas).

La captura de individuos de P. magdalenae se realiz6 entre 2012 y 2015, en medio de las
jornadas tradicionales de trabajo con los pescadores, especialmente en las zonas en las
que las rayas son usadas como recurso ornamental (Magdalena Bajo); sin embargo, en
muchas ocasiones los pescadores facilitaban las rayas que salian de la pesca con redes.
Una vez capturados, los animales fueron medidos (ancho de disco, cm), sexados y se le
extrajo una muestra de tejido, el cual fue preservado en alcohol al 96% y mantenido a
20°C.

La recolecta de muestras han sido desarrollados a través de proyectos co-financiados por
la Autoridad Nacional de Acuicultura y Pesca (AUNAP), Conservacion Internacional

Colombia, Colciencias, Fundacion Squalus e Idea Wild.
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Ciénaga de Mesolandia:
Ubicada en el departamento del Atlantico, dentro del complejo lagunar de Malambo, en el

cual son vertidos desechos sodlidos y aguas residuales de origen industrial y doméstico
provenientes de los municipios de Soledad y Malambo, vertimientos que afectan
negativamente el ecosistema (CRA, 2011). Hernandez y Martinez (2011) reportan que la
zona recibe desechos del aeropuerto internacional “Ernesto Cortissoz”, del matadero del
municipio de Malambo, de industrias avicolas y del barrio subnormal de Mesolandia. Al
norte, la ciénaga es influenciada por el cafio de Soledad, que contiene descargas de
desechos provenientes del sector industrial y del municipio de Soledad y en el margen

oriental, llegan las aguas negras del arroyo Manuela Beltran.

Chimichagua — complejo cenagoso de Zapatosa:
Ubicada en el municipio de Chimichagua, en el departamento del Cesar. La ciénaga esta

localizada en el margen derecho del rio Magdalena y actia como un reservorio que
acumula agua en época de lluvias y la devuelve a la depresion Momposina-Bajo
Magdalena en época de sequia. Este complejo cenagoso tiene capacidad para almacenar
1.000 millones de metros cubicos de agua provenientes de los rios Magdalena y Cesar
(Rangel, 2007). Esta ciénaga es una depresion con profundidades variables, entre 1y 8
m, dependiendo de la zona y de la época del afio, pero en periodos atipicos ha llegado
hasta los 13 m. El promedio minimo de profundidad se presenta en febrero (sequia) y el
maximo en mayo (aguas altas o época de lluvias). El clima de la subregion es calido y
oscila entre 28° y 32°C (Viloria, 2008).

Ayapel:
Este municipio forma parte de la subregién del San Jorge en Cérdoba. Esta ubicado en la

parte mas oriental del departamento y su mayor atractivo es la ciénaga de Ayapel, la
mayor reserva hidrobiolégica de Coérdoba, de la cual depende la subsistencia de sus
pobladores. La ciénaga esta localizada en el noroccidente de Colombia, sobre un area
aproximada de 150 km? a 25 m s.n.m y a 25 Km de la zona minera con la mas alta

produccion de oro en el pais (sur de Bolivar y noreste de Antioquia) (Garcia et al., 2009).
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Ciénaga de Paredes:
La ciénaga de Paredes pertenece al valle medio de la cuenca del rio Magdalena (Garcia y

Dister, 1990) y esta localizada entre los municipios de Puerto Wilches y Sabana de
Torres, al noreste del departamento de Santander, a una altura de 75 m s.n.m. La ciénaga
presenta una profundidad promedio de 4 m en época de aguas altas y aproximadamente
0.9 m en los meses de diciembre a marzo (Castelblanco-Martinez et al., 2005). Tiene un
area aproximada de 1.431 hectareas y es considerada como un cuerpo cenagoso de

segundo orden (Arias, 1985).

Charca de Guarinocito:
La Charca es un humedal natural palustre emergente, ubicado entre las ciudades de

Honda en el departamento del Tolima y La Dorada en el departamento de Caldas, es
originada por el cauce abandonado del rio Magdalena y esta formada por la accién
erosiva del mismo (PAI, 2008). Reune un total de 78 hectareas, su profundidad media es
de 2 m y se comunica con el rio Magdalena en las épocas de lluvias, cuando el nivel del

rio sube por un caino meandrico de 2.770m (Lombo, 2006).

7.2. Trabajo de laboratorio

Extraccion de ADN
La extraccion ADN se realiz6 en el Laboratorio de Genética de Organismos Acuaticos del

Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM, utilizando el kit de extraccion de
Promega® o el protocolo de Fenol-Cloroformo descrito por Sambroock et al, (1989); este
consiste en incubar un trozo de tejido en 500 uL de buffer de Lisis (100mM Tris-HCI pH
8.5, 50 mM EDTA, 2% SDS y 20 mM NaCl) conteniendo 15 L de proteinasa K durante 3-
4 hrs a 55 °C y su posterior precipitacion con isopropanol, limpieza con etanol y posterior
resuspension en 50-100 pl de buffer TE. Al finalizar la extraccion del ADN se comprobd la
cantidad y calidad de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y se

visualizaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta en un transiluminador (UVP®).
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Amplificacion de la regidon mitocondrial Citocromo oxidasa subunidad | (COl)

Se amplifico el gen Citocromo Oxidasa subregion | (COIl) del ADN mitocondrial (COI-
ADNmt) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Usando los siguientes
primers universales (Ward et al., 2005):

FishF4: 5°- T CAACCAACCACAAAGACATTGGCAC -3/,
FishR1:5-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3";
FishR,:5-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’,

FishF,:5- TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 3.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador de gradiente de ultima generacion modelo
T100TOUCH de 96 pozos Bio-rad, en un volumen final de 15ul, conteniendo 10-100 ng
de DNA, 1Xde buffer de reaccion (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM KCI), 0.8mM de mix de
DNTP’s, de 0,25 -1 pmol/pl de cada uno de los primers (F y R) y 0,025 U de DreamTaq®
Polymerase. El programa utilizado en la amplificaciéon consisti6 de 95°C durante 2
minutos, para la separacion inicial de las cadenas de ADN, seguido de 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, para finalizar con un ciclo a
72°C durante 10 minutos como extension final. Una vez amplificados los fragmentos de
ADNmt se enviaron a secuenciar a Hig Throughput (htSEQ) o a Macrogen Corp
(Rockville, MD, EUA).

La visualizacion, edicion y alineamiento de las secuencias de COI se llevaron a cabo en el
programa BIOEDIT. De igual forma, cada entrada de la matriz de datos (alineamiento), fue
verificada en su identidad taxonémica a través del algoritmo BLAST disponible en la
pagina web de NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), asi como a través de la base de datos

de la iniciativa “International Barcoding of Life” (http://www.boldsystems.org/). Cada

secuencia fue inspeccionada a ojo y corregida cuando fue necesario. Las secuencias
dudosas (mal alineados o incluso con muchos nucleétidos indeterminados) se retiraron

manualmente.
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7.3. Analisis de datos

7.3.1 Analisis de secuencias e indices de diversidad del gen citocromo oxidasa |
(corn

Utilizando el programa DNASP 5.2 (Rozas et al., 2010), se determinaron los siguientes
estimadores de diversidad genética para las secuencias de ADNmt: diversidad haplotipica
(Hd), nucleotidica (), numero de haplotipos (h) y numero de sitios polimorficos (S) para el

total de muestras secuenciadas y por localidad.

Se selecciond el modelo de sustitucion nucleotidica mas adecuado, esto es, el que mejor
se ajusta a las secuencias. Mediante el programa JModelTest2 (Darriba et al., 2012), el

cual utiliza estimaciones de maxima verosimilitud y el criterio de Akaike.

7.3.2  Estructura poblacional

Con el programa Arlequin 3.5 se estimé el grado de divergencia genética entre
localidades por medio del indice de fijacion ®sr (Excoffier et al., 1992), el cual refleja las
diferencias entre las secuencias con relacién a un valor de distancia, de acuerdo a los
parametros del modelo de sustitucion, estimando el grado de diferenciacién entre pares

de localidades.

Se agruparon las secuencias de acuerdo a las localidades de muestreo, en la divisién de
la cuenca del rio Magdalena, esto es, las localidades de Ciénaga de Mesolandia y
Chimichagua, como Bajo Magdalena y las localidades de Ayapel, Ciénaga de Paredes y

Guarinocito como Magdalena Medio.

Para estimar la variacion genética en diferentes niveles jerarquicos y explicar donde estan
concentradas las diferencias, si dentro de las poblaciones (Fst), entre las poblaciones
dentro de las regiones (Fsc), 0 entre regiones (Fcr), se realizd un analisis de varianza
molecular (AMOVA, Excoffier et al, 1992) en el software Arlequin version 3.5 (Excoffier et
al., 2005). Ademas, con la finalidad de incorporar el criterio de la ubicacion espacial de las
zonas de muestreo y los grupos, se utilizé el programa SAMOVA1.9, el cual maximiza la

proporcion de la varianza total debida a diferencias entre grupos considerando la
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ubicacion espacial de las localidades y diferencias maximas entre éstas. La agrupacion es
inferida por el programa segun el numero de grupos que se asignan (Duplanloip et al.,
2002).

Para encontrar las posibles barreras geograficas y genéticas en la distribucion de la
especie, se uso el programa Barrier 2.2 (Manni et al., 2004). Este método de andlisis usa
el algoritmo de maxima diferencia de Monmomier usando los valores de distancias
genéticas y geograficas (Monmomier, 1973), dando como resultado una imagen con
poligonos de cada localidad y las principales barreras correlacionadas con las tasas mas

altas de diferenciacion en la matriz de distancia genética.

7.3.3 Red de haplotipos

Se elabord una red de haplotipos, con la finalidad de visualizar si éstos se distribuyen de
manera aleatoria entre las diferentes regiones analizadas, para ello se uso el programa
NETWORK, y el algoritmo de Median Joining (Bandelt et al., 1999).

7.3.4 Analisis de aislamiento por distancia

Con el fin de avaluar la correlacion entre las distancias geograficas y las distancias
genéticas se realizé la prueba de Mantel (Mantel, 1967), con el programa Arlequin 3.5,
con 20.000 permutaciones. Se necesitaron dos matrices, una de distancias genéticas,
usando los valores de ®gr la cual fue linealizada mediante la aproximacion sugerida por
Slatkin (1983) Fst,RE = Fs1/ (1-Fst) con Arlequin 3.5, y otra de distancias geogréficas, la
fue obtenida con Google maps, calculando el trayecto en kilbmetros, recorriendo el cauce

de rio Magdalena.

Si el coeficiente de correlacion es positivo, indica que existe estructura espacial que
puede relacionarse a la distancia geografica, a barreras o a caracteristicas del paisaje que

impiden o reducen el flujo genético, considerando una P= 0.05 (Guillot et al., 2009).
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7.3.5 Demografia Histérica

Se realizo6 el andlisis de distribucion de Mismatches, por medio del programa Arlequin 3.1
con 10.000 permutaciones (Excoffier et al., 2005), obteniendo graficas de diferencias
nucleotidicas entre comparaciones pareadas de haplotipos para las localidades del
estudio y parametros de demografia histérica. También se incluyé el estadistico de la
prueba de Fu y Tajima (Fu. 1997; Tajima, 1998) los cuales son pruebas de neutralidad,

indicando una expansion demografica que generalmente produce valores negativos.

Se efectud el analisis Bayesian Skyline Plot o Perfil Demografico Bayesiano, utilizando el
procedimiento de Monte Carlo con cadenas de Markov, donde combina los perfiles
demograficos para generar una distribucion posterior de tamafo efectivo poblacional a
través del tiempo. Posteriormente se trazé un horizonte bayesiano con los datos
simulados de forma coalescente, reconstruyendo la historia demografica, con un margen
de error del 95% Por medio del programa BEAST 1.6.1 “Bayesian evolutionary analysis by
sampling trees” con 100 millones de iteraciones (Drummond y Rambaut, 2007). Este
meétodo estima la dindamica de las poblaciones en el pasado a través del tiempo mediante
una muestra de secuencias moleculares, sin requerir un modelo paramétrico pre-

especificado de historia demogréfica (Drummond et al., 2005).

Para obtener los analisis de numero de migrantes y el tamafio efectivo poblacional, se us6
el programa MIGRATE 3.6.11 (Beerli y Felsentein 1999; Beerli, 2004). El static heating se
aplicé a 4 cadenas independientes usando ajustes de temperatura de 1, 1.5, 3.0 y
1000000. Un total de 13.500 de steps fueron corridos, registrando un valor cada 2.700
generaciones, posteriormente 33.750 fueron descartadas como burn-in. Se realizaron tres
corridas independientes, evaluando un total de 1.093.500.000 genealogias. Los
resultados se expresaron como el valor promedio de estas tres corridas independientes.
Para hacer esta comparacion posible, la tasa de migracion historica se escalé usando la
férmula m = M x y, y la tasa de mutacién utilizada fue 1x108. Los valores de m calculados
fueron graficados en circulo con ayuda de los paquetes Migest 1.6 (Abel y Sander, 2014),
Plyr 1.8.1 (Wickham, 2011) y Circlize 0.2.4 (Gu et al., 2014) en el software R 3.1.2 (R
Dvelopment Core Team, 2008).
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VIII. RESULTADOS

8.1. Analisis de secuencias e indices de diversidad del gen citocromo oxidasa | (COl)

De las 120 muestras de tejido obtenidas para el presente analisis, 23 pertenecen a
individuos capturados en el complejo lagunar de Mesolandia, 7 de Chimichagua, 26 de
Ayapel, 35 de ciénaga de Paredes y 29 de Guarinocito. Se logré una amplificacién exitosa
de 112 secuencias de ADNmt en las que se amplificd un fragmento de 549 pares de
bases (pb) del gen COI encontrando 22 sitios polimdrficos (S), los cuales representaron
20 haplotipos (h).

Los indices de diversidad genética de las secuencias de ADNmt, para cada una de las
localidades, pueden observarse en la Tabla 3. Los valores promedio estimados para todas
las muestras fue moderado en el caso de la diversidad haplotipica (Hd = 0.47) y
notablemente bajo en el caso de la diversidad nucleotidica (171 = 0.001). La Localidad con
mayor numero de sitios polimérficos (ocho) y haplotipos unicos fue Ayapel, mientras que

la localidad de Chimichagua presento tres sitios polimoérficos.

Tabla 3. Estimadores de diversidad genética por localidad, cuenca y total para
COI-ADNmt. S: es numero de sitios polimérficos, h: numero de haplotipos, Hd:
la diversidad haplotipica y 1r: diversidad nucleotidica.

Cuenca Ne S h Hd % sd mtsd oK
Secuencias

Mesolandia 22 8 4 0.333+0.124 0.0014+0.0008 0.978
Chimichagua 7 3 4 0.810+0.130 0.0020+0.0005 1.143
Ayapel 25 8 8 0.543+0.119 0.0014+0.0004 0.790
Paredes 35 6 6 0.437+0.097 0.0009+0.0002 0.538
Guarinocito 23 5 4 0.439+0.114 0.0011+0.0004 0.648
Bajo Magdalena 29 11 7 0.478+0.012 0.0019+0.0006

Magdalena Medio 83 15 15 0.475+0.004 0.0012+0.0002

Todas 112 22 20 0.474+0.59 0.001+0.0002 0.676
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Al agrupar las localidades de muestreo por cuencas, esto es, Bajo Magdalena (Ciénega
de Mesolandia y Chimichagua) y Magdalena Medio (Ayapel, Ciénega de Paredes y
Guarinocito), se encontré que los indices de diversidad haplotipica y nucleotidica fueron
muy similares entre ambas regiones. La mayoria de los haplotipos estan en el Magdalena
medio, sin embargo, el bajo Magdalena y la localidad de Chimichagua presentan
ligeramente mayor diversidad haplotipica y nucleotidica por lo que tienen menos

secuencias (Tabla 3).

El modelo de evolucion molecular que mejor se ajustd al grupo de secuencias, es el
modelo TrN (asumiendo el modelo evolutivo Tamura-Nei, 1993), el cual parte modelos de
sustitucién nucleotidica de la familia de General Time-Reversible (GTR) y considera que
los nucledtidos tienen frecuencias distintas. Dicho modelo reduce el numero de tasas
relativas de sustitucion de nucleédtidos a tres: transversiones, transiciones entre purinas y

transiciones entres pirimidinas.

8.2. Estructura poblacional

La sefial de divergencia genética con las secuencias de ADNmt mediante el estimador
®st entre pares de las localidades, permitid reconocer diferencias entre éstas. La
localidad de Guarinocito (Magdalena medio) se diferencia respecto de todas las
localidades del estudio; Mesolandia (bajo Magdalena) se diferencia con las localidades de
Paredes (Magdalena medio) y Chimichagua (bajo Magdalena). Se observan valores de
®sr altos entre la localidad de Chimichagua (medio Magdalena) con Ayapel (bajo
Magdalena) (Tabla 4). Las comparaciones ®st entre las localidades de la cuenca baja y
media del rio Magdalena, mostraron un valor bajo estadisticamente no significativo (®sr
=0.006, p=0.252).
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Tabla 4. Comparaciones de diferenciacion genética entre pares de muestras de
P. magdalenae. Valores debajo de la diagonal: el valor de ®st obtenido de las
secuencias de ADNmt; valores encima de la diagonal: el valor de significancia

estadistica (P); en rojo: valores estadisticamente significativos (p=< 0.05).

Localidad Mesolandia  Chimichagua Ayapel Paredes Guarinocito
Mesolandia - 0.009 0.468 0.000 0.000
Chimichagua 0.137 - 0.009 0.054 0.000
Ayapel -0.001 0.133 - 0.090 0.045
Paredes 0.039 0.092 0.011 - 0.000
Guarinocito 0.041 0.203 0.028 0.066 -

El AMOVA indic6 un nivel significativo de heterogeneidad genética, con un 96% de

varianza dentro de las poblaciones. En cuanto a los indices de fijacion, entre poblaciones

(Fsc) y dentro de las poblaciones (Fst) las diferencias fueron moderadas pero
estadisticamente significativas (Fsc = 0.027, Fst-=0.033, P <0.05) (Tabla 5). Este analisis

nos esta indicando que hay mas variabilidad entre las poblaciones dentro de los grupos

que entre regiones, por lo que podemos inferir que las diferencias ocurren entre

poblaciones de una misma region mas que entre poblaciones de las regiones.

Tabla 5. Resultados de la AMOVA (SS: suma de los cuadrados, %V: porcentaje
de Varianza e Indices de fijacion (Fct, Fsc, Fst) y su grado de significancia.

Fuente de Variacion SS Varianza %V indice Valor de
de significancia
Fijacion

Entre Regiones 0.499 -0.008 -2.24 Fer= P=0.589
0.491

Entre Poblaciones 2.659 0.023 6.16 Fsc= P=0.001
0.001

Dentro de Poblaciones 39.693 0.370 96.08 Fsr= P=0.001
0.001

Total 42.851 0.386 - -
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En el analisis de SAMOVA, se agruparon las localidades del Bajo (BM) y Medio Madalena

(MM) en dos y tres grupos, definidos por el programa, de la siguiente manera:

Dos grupos:

1: Guarinocito (MM), Mesolandia (BM), Ayapel (MM), Paredes (MM)

2: Chimichagua (BM)
Tres grupos:
1: Guarinocito (MM)

2: Mesolandia (BM), Ayapel (MM), Paredes (MM)

3: Chimichagua (BM)

Cuatro grupos:

1: Ayapel (MM), Paredes (MM)
2: Mesolandia (BM)

3: Chimichagua (BM)

4: Guarinocito (MM)

Bajo Magdalena (BM); Medio Magdalena (MM)

Los resultados senalan diferencias genéticas, estadisticamente significativas, para las

localidades de estudio, entre y dentro de las poblaciones para la todas las agrupaciones,

lo cual concuerda con los resultados de la AMOVA.

Tabla 6. Analisis espacial de la varianza molecular entre dos grupos inferidos
por SAMOVA 1.0, segun las varianzas y las coordenadas geograficas dentro de
la cuenca del rio Magdalena. %V= porcentaje de Varianza.

- indice de Valor
Grupos Fuente de variacion L C .
fijacion significancia
Entre grupos (F¢r) 0.12 P=0.21+0.01
Entre poblaciones 0.02 P= 0.0040.00
DOS dentro de grupos (Fsc)
Dentro de las 0.15 P=0.00+0.00

poblaciones (Fsr)
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Entre grupos(Fcr) 2.06 6.05 0.06 P=0.09+0.00

Entre poblaciones

1. 1. .01 P=0.00%0.
TRES dentro de grupos(Fsc) 06 >3 0.0 0.00£0.00
Dentro de as 39.45 92.41 007  P=0.00£0.00
poblaciones (Fsr)
Entre grupos(Fcr) 2.7 5.39 0.053 P=0.10£0.00
Entre poblaciones
42 51 . P=0.01+0.
CUATRO dentro de grupos(Fsc) 0 0.5 0.00 0.010.00
Dentro de as 39.45 94.1 005  P=0.00+0.00

poblaciones (Fsr)

Con el programa Barrier 2.2, se obtuvo una representacion de las barreras en un paisaje
genético, arrojando tres barreras: la primera denominada A, separa la localidad de
Mesolandia del (Bajo Magdalena), de las demas; la barrera B, separa las localidades de
Mesolandia y Chimichagua y la barrera C, separa la localidad de Guarinocito. Este patron
se relaciona con los resultados de las comparaciones de diferenciacion genética entre las

zonas de muestreo para P. magdalenae (®st) (Figura 5)
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Figura 5. Barreras geograficas detectadas entre las localidades de estudio del rio
Magdalena: Mesolandia, Chimichagua, Ayapel, Paredes y Guarinocito. Las lineas en
rojo muestran las barreras geograficas, ordenadas alfabéticamente respecto a su
importancia.

8.4. Red de haplotipos

Se encontré que 78 de las secuencias conforma al haplotipo dominante Pm-1, presente
en todas las localidades, seguido del Pm-2 que lo comparten siete secuencias. Se resalta
que en total, de las 112 secuencias empleadas para el estudio, hay 17 haplotipos Unicos
de los cuales seis pertenecen a individuos de la localidad de Ayapel (Figura 6a). Al
momento de agrupar las localidades en las cuencas Media y Baja de la cuenca del
Magdalena, se observa que las localidades del Bajo Magdalena solo tienen cinco
haplotipos unicos, en tanto que las localidades del Magdalena Medio tienen la mayoria de
los haplotipos; asi mismo, los Pm-1y Pm-2 se encuentran en las dos zonas y son los mas

abundantes (Figura 6b).
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Figura 6a. Red de haplotipos del gen COIl para P. magdalenae, por localidades de
muestro: Mesolandia (azul), Ayapel (verde), Ciénaga Paredes (amarillo) y
Guarinocito (lila).
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Figura 6b. Red de haplotipos del gen COI para P. magdalenae, para las localidades
de acuerdo a su ubicacion a lo largo de la cuenca: Bajo Magdalena (verde claro) y
Medio Magdalena (verde oscuro).
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8.3. Analisis de aislamiento por distancia

Al realizar la correlacion de la matriz de distancias entre las localidades de muestreo y los
valores de ®gr (linealizados con Slatkin Fst,RE = Fst/ (1-Fst)), dio como resultado una
correlacion negativa entre la distancia geografica y la genética (R= -0.463), aunque no es

estadisticamente significativa P= 0.630.

8.5. Demografia Histdrica

La distribucion de mismatches, representa la curva de distribucién de frecuencias del
numero de diferencias entre pares de secuencias. En las localidades muestreadas con
presencia de P. magdalenae, la distribucion de mismatches se obtuvo tanto para la
totalidad de las secuencias como para cada localidad. De éstas se observa una curva de
tipo unimodal de los histogramas, lo que refleja que esta poblacion se ajusta al modelo de
expansiéon demografica (Figura 7). Lo anterior es apoyado por la estimacion de la
desviacion de la suma de cuadrados respecto de lo esperado bajo el modelo de

expansion (SSD), el cual presentd un valor bajo y no significativo (Tabla 7).
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Figura 7. Distribucion del numero de diferencias pareadas (Mismatches) para
Potamotrygon magdalenae. Las comparaciones se realizaron para todas las muestras
y para cada una de las localidades. Las barras azules son los valores observados y
la linea naranja los valores esperados bajo el modelo de expansion.

Las pruebas de neutralidad (D de Tajima’s y Fu’s) fueron negativas y estadisticamente
significativas para el total de las muestras y para la mayoria de las localidades, indicando
una expansion poblacional y un exceso de mutaciones de baja frecuencia, en relacion
con lo que se espera bajo un modelo neutral (por ejemplo, una estricta neutralidad

selectiva de variantes y tamano constante de la poblacién).
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Tabla 7. Pruebas de neutralidad Tajima’s, Fu’s y SSD, para las localidades de
muestreo de P. magdalenae. (p = 0.005)

Localidad Tajima’s P Fu’'s P SSD P

Mesolandia -1.819 0.015 0.041 0.496 0.035 0.423
Chimichagua -0.301 0.378 -1.216 0.075 0.036 0.307
Ayapel -1.991 0.007 -5.510 0.000 0.000 0.916
Paredes -1.734 0.017 -3.456 0.006 0.001 0.486
Guarinocito -1.475 0.091 -0.852 0.232 0.008 0.014
Todas las localidades -2.336 0.001 -23.114 0.000 0.002 0.840

El perfil demografico bayesiano para inferir fluctuaciones en el tamafio de la poblacion a
través del tiempo mostrd una tendencia constante durante los ultimos 40.000 afos, con un

leve incremento sostenido en los ultimos 10.000 afios (Figura 8).
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Figura 8. Perfil demogréafico bayesiano del tamafio efectivo poblacional. La linea
negra es la estimacion promedio, las lineas en girs muestran los intervalos de
confianza al 95 %.



Respecto al tamafio efectivo se observa tres tipos de tamafo: alto para las localidades de
Chimichagua y Ayapel, medio para Mesolandia y Paredes y bajo para Guarinocito. Los
valores de numero de migrantes (N,,) variaron de un minimo de 0.46 entre las localidades
de Paredes y Guarinocito y un maximo de 35.14 entre Guarinocito y Paredes. Se puede
describir tres niveles de flujo genético, bajos (<1), intermedios (>1 — 20) y altos (> 25)
(Tabla 8).

Con el gréfico circular del flujo de migrantes, se visualiza el intercambio de inmigrantes
entre las localidades estudiadas, apoyando la validez de los datos de la tabla 8.
Guarinocito mostré valores bajos como localidad receptora de inmigrantes, mientras que
en Mesolandia, Chimichagua y Paredes se detectaron flujos genéticos intermedios de
inmigrantes de todas las localidades. Ayapel por su parte recibié altas tazas de

inmigrantes destacando las provenientes de Mesolandia y Guarinocito (Figura 9).

Tabla 8. Valores de tamanio efectivo poblacional (N) y migrantes efectivos por
punto de muestreo (N,) a partir de estimadores © y M calculados en Migrate,
asumiendo una tasa de mutacion de p=1X10'8. En la diagonal superior se
encuentran las localidades emisoras de migrantes y en la inferior las

Localidad N, Nm
Mesolandia Chimichagua  Ayapel Paredes Guarinocito
Mesolandia+ 1.252.333 6.21 18.60 6.28 7.98
Chimichagua + 3.646.667 19.22 17.49 20.24 22.51
Ayapel + 4.976.000 31.10 25.82 28.41 35.14
Paredes + 1.762.000 10.17 9.38 8.86 12.05
Guarinocito+  113.667 0.50 0.47 0.48 0.46

localidades receptoras de migrantes de P. magdalenae.
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Figura 9. Grafico circular del flujo de migrantes entre las localidades, a partir de m
calculados con el software MIGRATE, el ancho de las curvas de migracion indica la
cantidad de migracién
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IX. DISCUSION

En este estudio, se presenta la primera evaluacion de la diversidad genética de
Potamotrygon magdalenae en la cuenca del rio Magdalena, Colombia, con el fin de
aportar datos que apoyen la existencia de heterogeneidad geneética de esta especie

endémica en la cuenca del Magdalena.

9.1. Analisis Genético

En términos de diversidad genética, las estimaciones efectuadas para P. magdalenae
fueron similares entre las localidades muestreadas al igual que al agruparse en Bajo y
Medio Magdalena. Los niveles de diversidad mitocondrial de P. magdalenae en la cuenca
del rio Magdalena fueron bajos, pero no atipica de peces cartilaginosos (Heist, 2004;
Sandoval-Castillo et al., 2004; Duncan et al., 2006; Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares,
2011; Puckridge et al., 2013), confirmando asi, que al igual que en elasmobranquios
marinos, la tasa de sustitucién de genes mitocondriales en peces cartilaginosos es de
siete a ocho veces mas lenta que otros vertebrados, probablemente debida a tasas
metabdlicas bajas (Martin et al., 1992; Martin y Palumbi, 1993).

Los resultados del presente estudio son similares a otros trabajos de genética de
poblaciones en especies del mismo género, como es el caso de Tofolli (2006), quien
trabajo con el gen ATPase 6 y 8 en P. motoro, P. orbigny y P. scobina; Cruz (2013),
reporta valores cercanos a los del presente estudio para P. motoro y P. falkneri con el gen
D-loop y valores mas bajos con los genes Cytb y ATPase 6 y 8. Mientras que, Federico et
al. (2012), en Paratrygon aiereba con el gen ATPase 6 reporta un valor mas alto,
probablemente éste sea un indicativo de que las frecuencias haplotipicas para ATPasa
6/8 en rayas de la cuenca del Rio Parana sean mas conservadas y que estas poblaciones

todavia estén en proceso de diferenciacion genética.

A pesar de que la variacion del gen COl tiene un patrén de diversidad bajo como la que se
observa en P. motoro y P. falkneri (Cruz, 2013), lo que no se refleja en las tasas

diferenciales de evolucion entre el D-loop no codificante y el gen estructural COl.
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No obstante, no es la primera vez que se encuentran valores bajos para el gen D-loop en
una especie de batoideo y siendo comparable con las que se encuentran en Raja asterias
y R. miraletus en el Mediterraneo (Valsecchi et al., 2005). En contraste, Puckridge et al.
(2013) con el gen COIl para Dasyatidae y otros peces 0seos de la cuenca del rio

Magdalena han presentado valores cercanos a 1 (Aguirre et al., 2013) (Tabla 9).

Cabe destacar que los genes del ADN mitocondrial no sélo difieren en los niveles de
diversidad molecular, sino también en sus patrones de variacion geografica; por lo tanto,
es prematuro concluir qué region geografica es genéticamente menos diversa (Tabla 2).
Las diferencias de diversidad genética presentadas en este estudio entre localidades,
pueden estar relacionadas con su origen geografico dentro de la cuenca del Magdalena,
ya que pueden estar influenciadas por barreras fisico-hidrograficas (limitando el flujo

genético) y por efectos de la deriva genética.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el nimero limitado de muestras obliga a
interpretar con cautela los marcadores empleados y los resultados obtenidos de
diversidad en las poblaciones, ya que la evolucion de las secuencias opera a distintos
niveles en el genoma, en los linajes y en el tiempo, influido ademas por el tamano de los

organismos, el tiempo generacional y la tasa metabdlica (Martin, 1999).

53



nucleotidica, N: numero de secuencias, h: numero de haplotipos.

Tabla 9. Estimadores de diversidad genética en diferentes especies, donde: Hd: la diversidad haplotipica, m: diversidad

Especie Localidad Gen Hd m N h
Este estudio Potamotrygon magdalenae Rio Magdalena col 0.47410.59 0.001£0.0002 112 20
Potamotrygon motoro Rio Itu (tributario Negro) ATPase 6y 8 0.515+0.052 0.008+ 0.004 19 2
Tofolli (2006) Potamotrygon orbignyi Alto rio Negro (Aiuanad) ATPase 6y 8 0.933+0.122 0.010+£0.006 9 3
Potamotrygon scobina Ilha de Marajé (Brasil) ATPase 6y 8 0.556 £ 0.165 0.0037 +0.002 9 3
Federico et al. (2012) Paratrygon aiereba cuenca del Amazonas ATPase 6 1.000+0.0031 0.0349+0.0174 61 59
Ilha Solteira —PR ATPase 6y 8 0.087 0.0009 31 4
Potamotrygon motoro Ilha Solteira —PR Cytb 0.214 0.0010 37 5
Foz do IguaCu — PR D-loop 0.405 0.0018 24 8
Cruz (2013) .
Ilha Solteira —PR ATPase 6y 8 0.154 0.0009 36 2
Potamotrygon falkneri Ilha Solteira —PR Cytb 0.231 0.0009 36 2
Porto Camargo — PR D-loop 0.400 0.0019 19 7
. Raja asterias ) D-loo 0.29 0.0092 18 2
Valsecchi et al. (2005) Raj’a miraletus Mediterraneo D-Ioog 017 0.0031 1 2
Aguirre-Pabén et al. (2013) Prochilodus magdalenae Rio Magdalena D-loop 0.997+0.0009 0.0303+0.004 292 233
incluyendo tributarios
Barragan (2009) Pseudoplatystoma magdaleniatum Rio Magdalena Cytb 1.000 0.00512
Puckridge et al. (2013) Dasyatidae Indo Pacifico occidental Col 0.963 0.08963 95 48
Keeney et al. (2005) Carcharhinus limbatus Golfo de México D-loop 0.805 0.0021
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Las combinaciones de valores bajos y altos de diversidad haplotipica y nucleotidica,
generalmente reflejan diferentes historias demograficas pero ambas estan afectadas por
eventos demograficos histéricos y contemporaneos (Freeland, 2005). Para P. magdalenae
se obtuvo una alta diversidad haplotipica y una baja diversidad nucleotidica, sugiriendo un
evento de cuello de botella seguido de una expansién poblacional aunque también podria
indicar que el tamafio efectivo de la poblacién es reducido (Bowen y Avise, 1995; Aris-
Brosou y Excoffier, 1996).

Dentro de ADNmt, el nimero de haplotipos y la diversidad de haplotipos responden mas
rapido que la diversidad de nucledtidos. Por lo tanto, la diversidad de nucleétidos puede
estar mas influenciado por factores histéricos, como las fluctuaciones en el tamafio de la
poblacién, los cuellos de botella, vicarianza, la introgresién, en comparacion con otras
estadisticas (MCCusker y Bentzen, 2010).

9.2. Estructura poblacional

Los resultados del presente estudio indican la presencia de estructura genética en la
poblacion de P. magdalenae de las localidades analizadas, aunque con un patrén
geografico complejo. Para la cuenca del Amazonas, Tofolli (2006), encontré que P.
motoro no forma una poblacién panmictica, ya que se encontraron diferencias
significativas entre diferentes comparaciones entre localidades, pero cuando se agruparon
las localidades que estan separadas a menos de 100 Km (cuenca media, rio Negro),
éstas formaron una sola poblacién. Para P. magdalenae se agruparon mediante un
SAMOVA y AMOVA de diferentes formas en relacion a su ubicaciéon geografica, pero
siempre el resultado indicéd diferencias genéticas significativas entre y dentro de las
poblaciones, teniendo en cuenta que las localidades mas cercanas estan a una distancia

de 262 Km y las mas distantes a 879 Km.

Los grupos probados con el analisis AMOVA indican que la varianza no se incrementé al
agrupar las localidades, lo cual es coherente con lo que se observdé en la red de

haplotipos, revelando que son de origen reciente, al presentar pocos pasos mutacionales.
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Las estimaciones de diferenciacion genética pareadas ®st con el marcador COI entre las
zonas de muestreo, permitié determinar que la poblacion mas divergente fue Guarinocito,
la cual se aisla de las otras localidades; esto puede ser debido a que esta localidad
mencionada se origind por un cauce del rio Magdalena abandonado donde solo hay flujo
en época de lluvia (PAI, 2008).

Estos resultados contrastan con el estudio de Cruz (2013), quien trabajé con la region
control con miras a detectar estructura genética en dos especies de rayas que invadieron
en el afo 1982 el rio Parana en Brasil. Este autor encontré que el indice de ®g7 para P.
falkneri (0.052) fue mas significativo comparado con P. motoro (0.051), indicando
ausencia de estructura poblacional dentro de cada especie a lo largo del rio Parana con
marcadores mitocondriales, esto debido a que la colonizacion de estas especies del rio

Parana fue reciente (30 afos).

Una posible explicacion para los resultados de estructura poblacional del presente trabajo
se relaciona con el régimen hidroldgico de la cuenca del rio Magdalena, determinado por
la diversidad del sistema orografico y las condiciones climaticas que son influenciadas por
el desplazamiento de la zona de confluencia intertropical (IDEAM, 2014). Las cinco zonas
de estudio pertenecen a sistemas lagunares (Ayapel), ciénagas (Mesolandia,
Chimichagua y Paredes) o laguna semi-cerrada (Guarinocito), las cuales se aislan
durante la época seca y por tanto, podrian contener poblaciones diferenciadas
genéticamente. Esto concuerda con las barreras estimadas con el programa Barrier 2.2,
para este estudio (Figura 5), ya que la dinamica hidroldgica del rio Magdalena determina
la configuracién espacio-temporal de los sistemas cenagosos que interactian con una
densa red de canos y corrientes, construyendo un entorno acuatico muy activo, que se
expande y contrae a lo largo del afo, acorde con el régimen de precipitaciones y la
variacion de nivel que pueden comportarse como barreras (Figura 10) (Villa-Navarro et al.,
2006). Las barreras geograficas acentuan la subdivisién poblacional que, en combinacién
con las capacidades de dispersién de P. magdalenae pueden también reducir la panmixia
en una o varias subpoblaciones que se encuentren distribuidas en areas geograficas
extensas (Templeton, 1998), y que subsecuentemente actuarian como grupos aislados

(aislamiento por distancia).

De la misma forma, Turner et al. (2004) apoyan la idea de que el aislamiento geografico
de linajes a través de los drenajes principales, es una parte importante del proceso de

especiacion en especies de peces 0seos. En este sentido, las hipotesis basadas en ADN
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mitocondrial del Bocachico (Prochilodus magdalenae) son consistentes con evidencia
geoldgica documentada del surgimiento de la Cordillera Oriental 10 millones de afios atras
(Lundberg et al., 1998), como un evento de temprana separacion vicariante que aislo las

poblaciones de peces en el sistema de la cuenca del rio Magdalena.

Entre los elementos mas importantes que pueden impedir el intercambio de especies de
habitat dulceacuicola estan las barreras naturales, representadas por cadenas
montafiosas y cuencas hidrograficas. La cordillera de los Andes genera gradientes
altitudinales en los sistemas acuaticos asi como en la biota asociada a lo largo de la

cuenca del rio Magdalena (Jiménez-Segura et al., 2010).
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Figura 10. Planicies inundables de la cuenca del Magdalena. (Tomado y modificado
de IDEAM, 2010).
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La parte alta del rio Magdalena esta influenciada por el régimen climatico amazénico y
muestra un régimen monomodal con caudales altos (320 m*/s) hacia la mitad del afio y los
caudales bajos se presentan en julio (77 m®s). Mientras que en la cuenca media (4.298
m°®/s alto y 1.578 m*/s bajo) y baja del Magdalena (6.100 m?%s alto y 2.500 m®/s bajo) tiene
un régimen bimodal, con caudales diferentes, registrando valores maximos en mayo y
noviembre (IDEAM, 2014). Es posible que los diferentes valores registrados del caudal en
las zonas de muestreo afecten en la distribucion y el flujo genético de la especie, situacion
que se refleja en las diferencias observadas entre las localidades con base en los valores
de ®gr.

El IDEAM (2010) reporta que después de recibir los aportes de los rios Cauca y Cesar, el
Magdalena bajo, muestra un régimen bimodal no tan marcado como en el Magdalena
medio, en el cual, disminuyen los valores del caudal entre julio y septiembre, condicion
que podria dar razon a las diferencias encontradas entre las localidades de Mesolandia
con Chimichagua, que parecen estar relacionadas con la intervencion del brazo de
Mompox y desembocadura del rio Cesar, de igual manera entre las localidades de Ayapel
y Chimichagua, interviene el cauce y la desembocadura del rio Cauca, siendo el rio
Cauca el afluente principal del rio Magdalena que desemboca a la altura del municipio de
Pinillos (Bolivar), aportando el 32 % del caudal total de la cuenca, debido a estas

caracteristicas podria existir una movilidad restringida entre localidades.

En cuanto a la capacidad de dispersion de las rayas, Garrone-Neto et al. (2014) registran
para P. falkneri y P. motoro largas migraciones y gran capacidad de estas rayas de
superar barreras artificiales como las impuestas por hidroeléctricas. Para P. magdalenae,
no hay estudios de migracién; sin embargo, Mejia-Falla et al. (2016), destacan diferentes
caracteristicas ambientales en tres zonas de la cuenca del rio Magdalena (alta, media y
baja) y su relacién con la presencia/ausencia de rayas en las mismas, registrando que
prefiere fondos lodosos, en aguas turbias con corrientes de intensidad media,
encontrando en mayor proporcion en aguas mas someras y mas calidas, lo que también
podria corroborar la divergencia entre poblaciones al preferir este tipo de habitats y en
algunos casos quedando aisladas unas localidades de otras. Lo anterior podria limitar el
flujo genético entre las cuencas y resultar en poblaciones diferenciadas, ya que la
variabilidad genética se encontrara distribuida de manera diferencial produciendo un

efecto de estructuraciéon genética.
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A pesar de lo anterior, no se detectdé divergencia genética entre las localidades de
Mesolandia y Ayapel ni de Paredes con Chimichagua y Ayapel. Esto podria estar
relacionado con las ciénagas, que son terrenos inundables situados en los sectores medio
y bajo de las cuencas Magdalena y Cauca, cuyo papel regulador consiste en almacenar
las aguas que traen los rios cuando aumentan su nivel por las lluvias durante el invierno, y
dejarlas salir durante las sequias, cuando dicho nivel desciende (Jiménez-Segura et al.,
2014). Otro factor que puede influir en detectar sefales de divergencia genética es el bajo

numero de muestras de la localidad de Chimichagua.

En Guarinocito, Gomez-Martinez et al. (2014), realizaron un trabajo sobre tolerancia de P.
magdalenae a altas temperaturas, donde concluyen que es una raya resistente al
incremento de temperatura y que actualmente no estd siendo afectada por las altas
temperaturas registradas en la laguna. No obstante, la especie corre un riesgo al
enfrentarse a cambios climaticos a corto plazo como el evento del Nifio, el cual genera
una disminucion del nivel del agua y un aumento de la temperatura de la misma. Si estos
factores contintan, la magnitud de adaptacién dependera de la variabilidad genética, la
historia de vida y el tiempo generacional, es decir los individuos expuestos a cambios a
largo plazo tienen mayor numero de generaciones y pueden incrementar la variabilidad

genética (Mora y Ospina, 2001).

Considerando que la fragmentacion del habitat es un factor determinante en el
establecimiento de la variabilidad genética (Chakravorty y Leimar, 1987; Hartl y Clark,
1989), la interrupcion del flujo génico con individuos que hacian parte de un paisaje
mucho mas amplio y diverso como la cuenca del Magdalena, pudo haber propiciado un

proceso de peérdida de diversidad genética, evidencia en los resultados obtenidos.

9.3. Demografia Histdrica

Dos de las teorias biogeograficas que han tratado de explicar la distribucion actual de las
especies son la dispersion y la vicarianza. Es probable que ambos procesos hayan
actuado de forma independiente pero con la misma importancia a escalas distintas de
tiempo actuando de forma independiente pero con la misma importancia a escalas

distintas de tiempo, permitiendo ampliar zonas de distribucidn de las especies (dispersion)

59



y fragmentandolas (vicarianza) en el espacio y tiempo (Ronquist, 1997; Crisci, 2001;
Posadas et al., 2006).

Los analisis de demografia histérica con el gen COIl indican una tendencia de P.
magdalenae hacia la expansién espacial y/o demografica. Estos resultados son apoyados
por la distribucion de las diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias
(mismatches), misma que generd histogramas unimodales y sin desviaciones de las

expectativas en el marco del modelo de expansion subita (Rogers y Harpending, 1992).

Con base en estas predicciones y a partir de la red de haplotipos obtenida, es posible
sugerir que debido a una colonizacion progresiva de la cuenca y sus diferentes regiones,
para P. magdalenae han existido ciclos de expansién precedidos de un efecto fundador,
por lo que la colonizacion en la parte alta de la cuenca ha sido gradual en la que un grupo
de individuos se desprenden de una poblacion principal o de mayor tamano en la parte
baja y por tanto contienen una pequefia muestra de la diversidad de la poblacién de la
que provienen, al colonizar un nuevo espacio a partir de esos individuos y al estar sujeto a
los efectos de la deriva, se diferencia de la poblacién de origen, pero contiene el haplotipo
ancestral. Lo anterior genera una sefal de diferenciacién entre poblaciones préximas o
aledanas. Esto concuerda con la hipotesis de Lovejoy (1996), la cual considera que las
rayas de rio invadieron América del Sur desde el norte, por el Caribe, durante una de las
introgresiones marinas de la zona, en el Mioceno tardio, evidenciado por depdsitos
marinos en las cuencas del norte de Ecuador, Colombia, Venezuela y las Guyanas
(Figura 11) (Harrington, 1962; Bellizzia y Munoz, 1981; Megard, 1989; Hoorn, 1994a, b).
Por lo anterior y desde un punto evolutivo, podemos suponer que la raya del rio
Magdalena ha sufrido procesos de fragmentacion espacial a diferentes escalas de tiempo,
debido a los fendmenos de vicarianza, promoviendo el aislamiento e interrupcién de flujo

genético entre sus poblaciones.
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Figura 11. Hipotesis filogenética para las rayas de agua dulce con su pariente
marino mas cercano, y calendario de los eventos paleogeoldgicos en Sur América.
(Tomado y modificado de Lovejoy et al., 1998).

La sefal de divergencia observada puede deberse al confinamiento en las zonas, por
preferencia de habitat o condiciones ambientales, resultando en una conectividad
disminuida entre las poblaciones, debido al largo tiempo de residencia de algunas rayas
en esas areas. La disminucion de los tamafos poblacionales concuerda con la baja o nula
diversidad observada en las poblaciones de las localidades de Mesolandia, Paredes y
Guarinocito en la cuenca del rio Magdalena. De manera similar, las pruebas de
neutralidad (D de Tajima y Fs de Fu) mostraron valores negativos que indican

desviaciones de la neutralidad debidas a expansion demografica (Tajima, 1989).

Una de las ventajas de utilizar un método como el de maxima verosimilitud para calcular
las tasas de migracion (MIGRATE) es que emplea algoritmos que no asumen que todas
las poblaciones han sido muestreadas (Berli y Felsentein, 1999; Beerli, 2004). Los
resultados obtenidos en este andlisis concuerdan con los analisis de estructura

poblacional, destacando que la localidad que esta mas al sur (Guarinocito) presenta un
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flujo genético asimétrico y por ende se aisla, obteniendo la baja tasa de migrantes
provenientes de otras localidades. De la misma manera, se observa con los datos de N,
que la dispersion de esta especie es mas facil de norte a sur hasta la localidad de Ayapel,

por ende también se ve reflejado en el numero de haplotipos Unicos para esta localidad.

Un aspecto importante a resaltar, es que los valores de flujo genético se han relacionado
con la densidad de las poblaciones, en donde se sefiala que existe una relacion directa
entre el tamano efectivo poblacional pequefio y el flujo genético reducido (Knutsen et al.,
2003). Estas evidencias apoyan los resultados observados de P. magdalenae en la
localidad de Guarinocito, la cual presentd valores muy bajos de N., contrario a los

resultados en las localidades de Ayapel y Chimichagua.

De acuerdo a Frankham et al. (2004) el tamafo efectivo poblacional calculado por
meétodos indirectos representa aproximadamente el 11% del tamafo real de la poblacién,
por lo que la abundancia total de P. magdalenae en las zonas de muestreo de la cuenca
del rio Magdalena seria en la localidad de Ayapel de 45.236.363 y en Guarinocito de
1.033.336. Sin embargo, es necesario desarrollar investigaciones que permitan
profundizar sobre la dinamica de las poblaciones de la Raya del Magdalena para
confirmar los resultados obtenidos a partir de las estimaciones indirectas del tamafo

efectivo de las poblaciones.

9.4 Implicaciones para la conservacion de Potamotrygon magdalenae

La biodiversidad de peces de agua dulce ha disminuido mas rapidamente que la
biodiversidad terrestre y marina en las ultimas décadas (Jenkins, 2003). Hasta el 75% de
las especies de peces de agua dulce que se producen en rios con caudal reducido,
podrian extinguirse en 2070 debido al cambio climatico y a la extraccién de agua

(Xenopoulos et al., 2005).

En los ultimos diez afios se han aumentado las amenazas a los peces dulceacuicolas,
debido principalmente a la contaminacion, deforestacion y a la sobreexplotacion
pesquera. Es asi como para las cuencas de los rios Magdalena, Orinoco y Amazonas se
registran signos claros y preocupantes de una fuerte declinacion en sus pesquerias; la
cuenca del Magdalena registra un descenso cercano al 90% de las capturas en los
ultimos 40 afos, pasando de 80.000 toneladas anuales en la década de 1970 a menos de

10.000 a finales del siglo pasado (Galvis y Mojica, 2007; Gutiérrez et al., 2011).
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En la cuenca del Magdalena se registra la presencia de la unica raya dulceacuicola
endémica para el pais, la raya del Magdalena (Potamotrygon magdalenae), la cual fue
considerada como una especie con prioridad de accion muy alta en el Plan de accién
nacional para la conservacion y manejo de tiburones, rayas y quimeras de Colombia
(Caldas et al.,, 2010), y posteriormente, en el libro rojo de peces dulceacuicolas fue
evaluada como Casi Amenazada (NT; Lasso et al., 2012), haciéndose necesario realizar

estudios en torno a la misma.

Recientemente Mejia-Falla et al. (2016), Registraron una ampliaron en la distribucién de
P. magdalenae a lo largo del rio Magdalena, también confirman la pesca con fines
ornamentales la cual se restringe a pocos cuerpos de agua en la parte baja del rio, como
el embalse del Guajaro (entre los municipios de Repeldn y Sabanalarga) y la ciénaga de
la Bahia o Mesolandia (entre los municipios de Soledad y Malambo), ambos en el
departamento del Atlantico. Los individuos como recurso ornamental corresponden
principalmente a juveniles, mientras aquellos para consumo, aunque ocasional,

corresponden a individuos adultos.

Este trabajo representa el primer trabajo con herramientas moleculares, en el cual se
estudia un numero considerable de localidades ampliamente distribuidas en la cuenca del
Magdalena que brindan informacién sobre la conectividad genética en el rio, asi como de
estimaciones de los tamanos efectivos poblacionales y proporcion de migrantes para la
raya endémica P. magdalenae. La especie actualmente esta sometida a numerosos
problemas ambientales y antropicos a lo largo de su distribucion, derivados de la
deforestacion, erosion, desecacion de humedales, contaminacién por residuos sélidos y
liquidos. Incluso, problemas de sequia en varias regiones de la cuenca, los cuales afectan
cuerpos de agua donde la especie habita, han llevado a la ausencia local de individuos de
la especie, e incluso al traslado de individuos entre cuerpos de agua por parte de

pescadores de la cuenca baja del Magdalena (Mejia-Falla et al., 2016)

Los cambios climaticos graduales asi como los fendmenos extremos, probablemente
afectan a las poblaciones de peces de agua dulce, resultando en drasticas reducciones
y/o cambios en los rangos de distribucion de las especies, en la estructura de las
comunidades y en las historias de vida de las poblaciones, que en ultima instancia pueden

conducir a la extincion (Lawrence y Bonada, 2013).
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Estos resultados pueden servir de base para entidades competentes en la toma de
decisiones relacionadas con el adecuado manejo del recurso, ya que se ha confirmado
una divergencia genética a lo largo de la cuenca, sumado a los diferentes factores
anteriormente mencionados que pueden traer consecuencias a futuro para esta especie,
ademas es necesario desarrollar mas investigaciones sobre su biologia, ecologia y
aspectos relacionados con su explotacién y conservacion como recursos pesqueros de

importancia comercial.

Es necesario resaltar la necesidad de utilizar herramientas como los loci microsatelitales,
con el fin de establecer la relacion genética intra e inter especifica entre las poblaciones y
utilizar otros marcadores con diferentes tasas de mutacién y tipo de herencia. Asi mismo,
contar con un mayor rango de cobertura espacial y temporal, y mayor tamafio de muestra.
Lo anterior, permitird un acercamiento mas completo y contundente sobre el estado y la
estructura poblacional de P. magdalenae, que guiara a conclusiones mas contundentes y

a afianzar proyectos de manejo y conservacion.

64



X. CONCLUSIONES

En las cinco localidades estudiadas se confirma la presencia de P. magdalenae
mediante la amplificacién del COIl del ADNmt, encontrando 22 sitios polimorficos

(S), los cuales representaron 20 haplotipos (h).

Potamotrygon magdalenae no esta constituida por una poblaciéon panmictica en
las localidades muestreadas, se detectaron estimaciones de diferenciacion
genética entre localidades, la cual estd relacionada con un patron geografico

complejo (el régimen hidroldgico y orografico) de la cuenca del rio Magdalena.

La poblacion mas divergente fue Guarinocito, la cual se aisla de las otras
localidades, porque es una laguna semi-cerrada que se origind por un cauce del

rio Magdalena abandonado y donde sélo hay flujo en época de lluvia.

No se detectdé un aislamiento por distancia estadisticamente significativa, debido a

la tasa asimétrica de migrantes entre localidades.

Los analisis de demografia histérica con el gen COl indican una tendencia hacia la
expansion espacial y demogréfica. Los valores de flujo genético y tamano efectivo
poblacional fueron altos en la localidad de Ayapel y muy bajos en Guarinocito,

concordando con los resultados obtenidos de estructura poblacional.
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