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RESUMEN

El pez negro o barbudo (Astroblepus grixalvii) y el pez baboso (Astroblepus
chapmani), son peces nativos de la fauna Colombiana, algunos de estos
endémicos de ciertas regiones, como es el caso del A. chapmani. Para su estudio
citogenético, se muestrearon en quebradas y rios afluentes de las Cuencas
Cauca y Patia, de los municipios de Popayan, Coconuco, Timbio y Sotara.

Existen pocos trabajos a nivel genético sobre estas especies y de su género, para
ahondar en esta area de investigacion se reporta el estudio citogenético que
permitié identificar los cariotipos de estos peces y determinar los posibles
cambios cromosémicos mediante los procesos de especiacion.

Las especies en estudio se capturaron con métodos convencionales: pesca
eléctrica, atarraya, y anzuelo, en los rios Timbio (Vereda el Platanillal Sotara) y rio
Cauca (rio Grande Coconuco y Gualimbio), posteriormente se transportaron al
laboratorio con el mayor cuidado en recipientes plasticos acondicionados con un
aireador para evitar la muerte de los peces y se preparé un acuario, simulando su
habitat natural para evitar su mortandad, finalmente se aplic6 la metodologia
basada en la obtencién de extendidos mitéticos a partir de tejido de rifion,
previamente se estandarizé el protocolo para cada especie, para ello se
emplearon 21 ejemplares entre hembras y machos de cada especie y para cada
sitio de muestreo.

Los analisis cariolégicos obtenidos en el laboratorio de citogenética concluyeron
un namero cromosomico de 2n igual 54 cromosomas para la especie Astroblepus
grixalvii, de las dos cuencas, permitiendo establecer que esta especie en las
cuencas de los rios Timbio (Municipio de Timbio) y Gualimbio (Popayan,
corregimiento Santa Rosa) muestran similitudes genéticas, lo cual se puede inferir
por su morfologia, color, tamafio, tipo de habitat y cariotipo, obtenidos en el
presente estudio: especie Astroblepus grixalvii sitio No 1, Cuenca del Cauca parte
alta del rio Gualimbio, con numero cromosOmico diploide 2n igual a 54,
determinado en la especie, tanto para hembras como para machos, siendo en su
mayoria los cromosomas metacéntricos, seguido de submetacéntricos,
subtelocéntricos y telocéntricos, con la siguiente formula; 28M + 12 Sm + 8 Sub-t +
6 T y Astroblepus grixalvii sitio No 2, Cuenca Alta rio Patia, su numero
cromosomico igual a 54, igual a la especie de la otra cuenca y con formula
cromosémica 34 M + 12 Sm + 6 sub-T+ 2 T.

La especie Astroblepus chapmani presenta un numero 2n igual 56 cromosomas y
con una formula cromosémica 42 M + 10 Sm + 2 Sub-t + 2 T, su entorno acuatico
es diferente para esta especie, respecto al A. grixalvii, teniendo como habitat
aguas frias, cuya temperatura no supera los 12 grados centigrados.
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NTRODUCCION

A través del tiempo, los estudios concernientes a la determinacion y
caracterizacion de las especies icticas, han involucrado investigaciones acerca de
los habitat, nichos, dietas, ciclo bioldgico, reproduccién y taxonomia; esta uUltima se
ha apoyado en estudios citogenéticos, biomoleculares (marcadores moleculares
de ADN) en la actualidad. Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion, da a
conocer los estudios citogenéticos, biométricos y aspectos fisico-quimicos hidricos
del habitat de las especies “Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani” de las
cuencas de los rios Cauca y Patia, zonas comprendidas entre los rios Gualimbio,
vereda la Mercedes (afluente del rio Cauca) y rio Timbio, vereda El Platanillal
Sotara afluente de la Cuenca del Patia, y rio Grande Coconuco afluente de la
Cuenca del Cauca.

El género Astroblepus pertenece a la familia astroblepidae, peces que son
comunes en las aguas continentales de Colombia y especialmente de los rios
Cauca y Patia con sus afluentes, localizandose desde los cero (0) metros hasta
los cuatro mil metros sobre el nivel del mar (4000m), (Ortega., et al 2005).

El presente trabajo tuvo como objetivo la caracterizacibn cromosomica
comparativa de las especies Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani, de los
cuales no se tiene reporte a nivel bibliografico, utilizando la técnica de cultivo de
rifidn, implementada y mejorada en el laboratorio de Toxicologia, Genética y
Citogenética de la Universidad del Cauca.

Este tipo de investigacion serd util para estudios citogenéticos posteriores en otras
especies de peces y otros grupos taxondomicos de animales, ademas de evaluar
agentes genotdxicos de la cuencas donde se realizd el muestreo, permitiendo la
mejora y conservacion de los habitat de esta clase de peces de aguas
continentales.

Igualmente se establecié un estudio sobre la calidad de aguas de las cuencas de
los rios Cauca y Patia con sus afluentes, teniendo en cuenta las variables
fisicoquimicas analizadas fueron pH, oxigeno disuelto (O2D), porcentaje de
saturaciéon de oxigeno (%0.D.) y temperatura (T).

25



1. DEFINICION DEL PROBLEMA

Uno de los problemas del pais y especialmente del departamento del Cauca, es la
conservacion de los recursos naturales, de los cuales hay pocos estudios a nivel
biolégico, ecolégico y muchos mas a nivel citogenético.

De ahi el interés por valorar los peces nativos del departamento del Cauca,
especialmente las Cuencas altas de los rios Cauca (quebrada rio Grande en
Coconuco, rio Gualimbio en Popayéan) y Patia (rio Timbio).

En esta investigacion se realizd el estudio citogenético de las especies:
Astroblepus chapmani y Astroblepus grixalvii; de los cuales no se tiene mayor
informacion, debido a que son peces primitivos (Maldonado Javier et al., 2005), de
poca importancia comercial, pero su valor a nivel ecolégico y biolégico no se ha
establecido.

La presente investigacion respondio a los siguientes interrogantes:

¢, Cual es el numero y tipo de cromosomas de las especies Astroblepus grixalvii y
Astroblepus chapmani, que habitan en las cuencas altas de los rios Cauca y
Patia?

¢ Existen diferencias numéricas o morfolégicas en los cromosomas, entre machos
y hembras de cada especie?

¢Existen diferencias cromosOmicas de estas especies, que habitan en estas
cuencas, que permitan establecer posibles hipétesis sobre los mecanismos de
evolucion cromosomica o modos de especiacion por barrera o aislamiento
geografico?

Las dos primeras preguntas implican un estudio descriptivo y se resolveran
cuando se conozca a fondo las caracteristicas cromosémicas de cada especie.

La ultima pregunta implica una investigacion comparativa y por lo tanto, para
resolverse, se probaran las siguientes hipoétesis: Si los especimenes de las
especies Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani de la cuenca alta del rio
Cauca son las mismas a las registradas en la parte alta del rio Patia, entonces
seran cromosomicamente semejantes, de lo contrario se observaran algunas
diferencias en el nimero o tipo de cromosomas, permitiendo hipotetizar algin
mecanismo de diferenciacion cromosomica por aislamiento geografico.
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Si las especies Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani, realmente
pertenecen al mismo género, se espera que haya alguna semejanza cromosomica
gue evidencie la existencia de un criterio comun a nivel taxonémico y genético.
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2. ANTECEDENTES

En Colombia habitan especies icticas continentales, que han sido poco
estudiadas y mas aun a nivel citogenético. De acuerdo a lo anterior, se cita una
corta resefia historica de estudios citogenéticos realizados con diversas especies
icticas.

Saavedra Diana y Pinzén David, 2008; en su Trabajo de grado “Analisis
Carioldgico de la especie Brycon meeki (Piscis. Characidae), en la Quebrada las
Tallas, afluente del rio Patia, municipio del Patia (Cauca)”, determinaron el nUmero
cromosomico de esta especie (2n=50), distribuidos en 24 metacéntricos y 26
submetacéntricos, que morfolégicamente no se detectaron heterocromosomas,
utilizando para este estudio citogenético la técnica de rifién, obteniéndose
extendidos mitéticos, ademas de describir la taxonomia e ideogramas.

Lopez Diana et al., 2008; En su articulo “Caracterizacién citogenética del pez
neotropical Brycon henni (Pisces: Characidae)” determinaron un numero
cromosomico con 2n = 50, con la formula cromosOmica: 26 metacéntricos, 16
submetacéntricos y 8 subtelocéntricos y un numero fundamental igual a 100.

Swarca et al., 2007; en el estudio titulado “Revision Citogenética Actualizada para
las especies de la Familia Pseudopimelodidae, Pimelodidae y Heptapteridae
(Pisces, Sluriformes)”. Sugerencia para la clasificacion Citotaxonémica, presenta
un resumen del namero cromosOmico y sus respectivas férmulas para las
especies del orden Siluriformes que habitan los rios de Brasil, con lo cual
pretendieron divulgar, ampliar y actualizar la informacion recopilada hasta la fecha.

Molina et al.,, 2004; determinaron el cariotipo del Bagre guatero
Hexanematichthys herbergii (Ariidae: Siluriformes) del estrecho del lago
Maracaibo, Venezuela, con 2n = 56.

Parada Guevara S.L. y Arias Castellanos, 2003; reportan la caracterizacion
cariotipica del Brycon siebenthalae (Yamu) determinando el nUmero cromosomico
de esta importante especie nativa mediante cultivo sanguineo. Se obtuvo un
namero cromosémico 2n=50 con la siguiente formula: 24 cromosomas
metacéntricos y 26 cromosomas submetaceéntricos / subtelocéntricos.

Valencia César Roman, 2002; en su articulo “Sistematica de las Especies
Colombianas de Bryconamericus” presenta un estudio reconociendo 21 especies
para Colombia pertenecientes al género Bryconamericanus (alpha, andresoi,
caucanus, cismontanus, cristiani, dahli, emperador, galvisi, guaytarae, guizae,
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heteresthes, huilae, hypopterus, ichoensis, loisae, miraensis, multiradiatus,
orteguasae, plutarcoi, peruanus.sp), comprendidas en todos los sistemas hidricos.

Carvajal 2000; reporta estudios similares para las especies icticas foraneas como
Oreochromis mossambicus (tilapia negra), Oreochromis niléticus (tilapia nilotica),
y oreochromis roja (hibrida, Tilapia roja), y para Prochilodus reticulatus (bocachico)
de la parte alta del rio cauca y Piaractus brachypomum (cachama blanca).

Bolafios L et al., 1994; En su trabajo de grado titulado, Estudio citogenético de
las especies icticas Piaractus brachypomum, Prochilodus reticulatus, Oreochromis
niloticus, O. mossambicus y O. roja, reportan los cariotipos de estas especies, con
Sus numeros cromosOmicos.

Alzate C y Hurtado P 1991; determinaron la férmula cromosdmica de Pimelodus
clarias (Nicuro), reportando un numero cromosémico 2n=56, con las siguientes
clases de cromosomas para ambos sexos: 7 metacéntricos, 12 submetacéntricos
y 9 acrocéntricos. Determinando también la formula cromosémica de Pimelodus
grosskopffi (Capaz) con numero cromosOmico 2n=56, con las siguientes clases de
cromosomas para hembras y machos: 7 metacéntricos, 13 submetacéntricos y 8
acrocéntricos.

Uran A 1988; realiz6 el analisis Cariologico de Prochilodus reticulatus
(Bocachico) de dos sitios diferentes del rio Cauca (La Pintada y Taraza), en el
Departamento de Antioquia, en ambos casos encontrd un ndmero cromosomico
igual a 52 y tres clases cromosomicas, pero con diferencias numéricas en la
posicion del centrémero de los cromosomas asi: Metacéntricos: 42 para la Pintada
y 48 para Taraza Submetacéntricos: 6 cromosomas para la Pintada y 2 para
Taraza; Telocéntricos: 4 para la Pintada y 2 para Taraza. También reporta algunas
diferencias cariolégicas consideradas como polimorfismos cromosémicos.

Vasquez 1988; presenta el andlisis cariolégico de Pseudopimelodus bufonius
(Bagre sapo) en el departamento del Cauca, reportando un niamero cromosoémico
igual 2n= 54 y las siguientes clases de cromosomas: 7 acrocéntricos, 10
metacéntricos y 10 submetacéntricos.

Molina F. y Uribe M. en 1988; presentan el estudio citogenético en el bagre
marino (Arius felis), con organismos colectados en la Laguna de Términos,
Campeche, México. El nimero cromosomico de esta especie es 54, con formula
cromosomica 8m + 6sm + 10st + 3t. No se detectaron diferencias con las
Poblaciones especificas en Caminada Bay, EE.UU.

Arreguin E et al., en 1988; realizaron los estudios de los cromosomas en peces
de la familia Gobidae, en sus articulos titulados “Los cromosomas de dormitator
latifrons (Pices: Gobildae)”.
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Crosetti D; Sola L; Brunner P; Cataudella S en 1985; en el articulo
“Cytogenetical Characterization of Orechromis niloticus, O. mossambicus and
Their Hibrid,” Relaciona los numeros cromosomicos de tres especies de
Oreochromis (Tilapia), asi: O. niléticus 2n=44 donde hay 1 metacéntrico, 8
submetacéntricos y 13 subtelocéntricos: O. mossambicus 2n=44 donde hay 3
subtelocéntricos y 19 telocéntricos; O. niléticus x O. mossambicus 2n=44 donde
hay 3 metacéntricos, 2 subtelocéntricos y 17 acrocéntricos.

Sanchez et.al.,, 1983; -caracterizaron cromosomicamente el hibrido entre
Oreochromis niloticus (Tilapia nilética) y Oreochromis mossambicus (Tilapia
negra) reportando un numero cromosomico 2n = 44, con 3 metacéntricos, 2
subtelocéntricos y 17 acrocéntricos.

Andreata A, Foresti F, De Almeida Toledo, Oliveira L en 1983; realizaron el
estudio cromosémico de la familia loricariidae, articulo titulado “Chromosome
studies in Hypoptopomatinae (Pisces: Siluriformes, loricariidae).

A nivel de las especies Astroblepus chapmani y Astroblepus grixalvii no se han
reportado estudios citogenéticos, para ello se consulté universidades colombianas,
asi mismo las publicaciones de las revistas de los congresos a nivel de Biologia y
genética e internet.
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3. OBJETIVOS

3.1.- OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio cariolégico comparativo de las especies Astroblepus chapmani
y Astroblepus grixalvii de las cuencas altas de los rios Cauca y Patia.

3.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar el método para la obtencion de los cariotipos en las especies
Astroblepus Chapmani y Astroblepus grixalvii.

e Identificar el nimero y tipo de cromosomas de las especies Astroblepus
Chapmani y Astroblepus grixalvii que habitan en las cuencas altas de los
rios Cauca y Patia, en el departamento del Cauca.

e Determinar las diferencias y semejanzas que a nivel cromosémico, se
presenten entre los dos sexos de una misma especie.

e Comparar las caracteristicas cromosémicas (numero y tipo), de peces de la
misma especie (Astroblepus chapmani o Astroblepus grixalvii) que habitan
cuencas diferentes (Cauca y Patia), para identificar posibles cambios
cromosOmicos asociados a posibles procesos de especiacion por
aislamiento geografico.

e Determinar las caracteristicas fisico-quimicas hidricas en las areas de
captura de las especies Astroblepus chapmani y Astroblepus grixalvii
determinadas para este estudio.
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4. JUSTIFICACION

Las especies Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani son poco conocidas, a
nivel genético, debido a que existen pocos estudios en estos campos, ademas su
consumo es minimo, siendo peces de tamafio pequefio y de poco valor comercial,
por lo cual no son apetecidos.

A demas, en Colombia, no existe informacion acerca de la citogenética del género
Astroblepus, que comprende aproximadamente 56 especies (Ortega et al., 2006)

Esta clase de vertebrados habitan en las zonas frias del Cauca, compartiendo su
hébitat con la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), que es considerada su
principal depredador y una de las posibles causas de su desaparicion en ciertos
rios del departamento como: zonas altas del Cauca, Molino, Ejido, Cofre, Palacé y
Paletar4d. De igual forma, el género Astroblepus se localiza en zonas mas
templadas como los rios comprendidos entre Popayan, Santander de Quilichao y
Patia, con su tributario rio Timbio. Estas especies sirven de alimento para
sabaleta, nutrias de rio y aves pescadoras (Ortega et al., 2005).

El presente trabajo da a conocer la primera aproximacion cariotipica para
poblaciones del género Astroblepus, de la cuenca alta del rio Cauca (Quebrada rio
Gualimbio, corregimiento las Mercedes y rio Grande Coconuco) Yy de la cuenca
alta del rio Patia (rio Timbio, municipio de Sotara y Timbio), ampliando los
conocimientos en el marco de los aspectos citogenéticos, realizando al mismo
tiempo un andlisis comparativo de los resultados obtenidos con otras
investigaciones, los cuales se reportan en las referencias bibliografias.

A largo plazo, esta investigacién servirh como soporte ecoldgico y ambiental para

la conservacién de la diversidad biologica, en especial de la fauna ictica del
departamento del Cauca.
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5. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

La familia Astroblepidae o Argidae (orden Siluriforme; clase Actinopterygii), deriva
su nombre de su género Astroblepus, (Astrén = estrella; blepos = mirada), por sus
ojos de color amarillo luminoso y su cuerpo oscuro (Ortega, 2007).

Esta formada por un solo género “Astroblepus”, el cual agrupa mas de cincuenta y
seis especies (56). La mayoria son de tamafio pequefio y estan adaptadas a la
vida en quebradas corrientosas de las montafias (Ortega, 2007).

El primer cientifico que menciona al género Astroblepus fue Humboldt, quien, en el
afio 1840, describio el pez negro de Popayan y la especie grixalvii en honor del
padre Grixalva, rector en ese entonces del Seminario Mayor. La especie descrita
por Humboldt carecia de aletas ventrales. Sin embargo, todas las capturas
posteriores mostraron individuos que poseian aletas ventrales y, por tal
circunstancia, fueron ubicados en el género Ciclo-podium de Swaison, mas tarde,
de acuerdo a lo descrito por Miles: “Eigenmann concluyé que el dibujo de
Humboldt tenia error”. (Dahl, 1971).

5.1. CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES

Esta clase de peces se describen como: cuerpo anguiliforme, con aletas pares,
dos aberturas branquiales con espino branquias, sin escamas o placas 6seas y
cuerpo cubierto por una mucosa que le sirve como mecanismo de proteccion;
boca ubicada en posicion ventral en forma de ventosa (Ortega, 2007).

Los astroblepidos se pueden adherir a las piedras de las quebradas caudalosas,
permitiéndoles avanzar en contra de la corriente, por medio de saltos o nado
continuo, adhiriendo la boca contra las piedras (Dahl, 1971).

5.1.1. Caracteristicas y taxonomia de la especie Astroblepus grixalvii: su
cuerpo puede alcanzar una longitud hasta de treinta centimetros (30 cm.),
presentan una coloracién oscura uniforme en todo su cuerpo y pintas negras en la
region dorsal y lateral de la cabeza, sus aletas terminan en unas finas puntas
membranosas a manera de hilos finos; su aleta dorsal se prolonga hasta la aleta
caudal, caracteristica propia de la especie (Dahl., 1971).

Se diferencia del A. chapmani por presentar la mayoria de los dientes anteriores
intermaxilares o pre-maxilares puntiagudos unicuspides; el barbillén nasal de la
misma longitud que el labio superior y el barbicelo maxilar alcanzando a llegar a la
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abertura branquial; con una aleta adiposa larga y carnosa, tanto para hembras
como machos, que va desde el borde posterior de la base de la aleta dorsal hasta
unirse por medio de una membrana con el primer radio de la aleta caudal, con una
espina rigida y corta en la parte posterior (Ortega, 2007).

Figura 1. Ejelade troblepus grixalvii

Esta especie se clasifica de la siguiente forma:

Dominio: Eeukarya

Reino: Animal

Subreino: Metazoa

Phylum: Chordata

Grupo: Craniata (Vertebrata)
Clase: Actinopterygii

Orden: Siluriformes

Familia: Astroblepidae
Género: Astroblepus

Especie: Astroblepus grixalvii

Nombre comun: Pez negro, barbudo (Humbolt, 1805),
(Kardong, 2000)

5.1.2. Caracteristicas y taxonomia de la especie Astroblepus chapmani:
puede llegar a tener una longitud hasta de doce centimetros (12 cm) y como
habitat solamente en aguas frias, y altura sobre el nivel del mar a 1800 m.s.n.m. o
mas (Ortega, 2005).

Su habitat, son rios que presentan buena calidad de aguas, es una especie
bentonica que prefiere los rios y quebradas con alta pendiente, en donde no hay
turbulencias y corrientes fuertes, es capaz de remontar el cauce y migrar rio
arriba sin importar la topografia y la velocidad de la corriente gracias a la
adaptacion de sus labios en forma de ventosa que le sirve para aferrarse a las
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rocas y evitar su arrastre; sus habitos reproductivos se desconocen hasta el
momento; se alimenta de insectos acuéticos bentdnicos y material vegetal; es
sensible a los cambios bruscos de temperatura, requiriendo aguas frias de 12 a 17
grados centigrados, con alta concentracion de oxigeno disuelto y buena calidad
fisico quimica (Ortega et al., 2005).
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Figura 2. Ejemlr de Astroblepus chpmani (Fotografia cedida po

.{:\;;‘

f)—\rfnando Ortega)

Su clasificacion taxonomica es la siguiente:

Dominio: Eeukarya

Reino: Animal

Subreino: Metazoa

Phylum: Chordata

Grupo: Craniata (vertebrata)
Clase: Actinopterygii

Orden: Siluriformes

Familia: Astroblepidae
Género: Astroblepus

Especie: Astroblepus chapmani

Nombre comun: Baboso (Eigenmann, 1912)
5.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La familia de los Astroblepus se halla dispersa desde Centro América hasta el sur
del continente, encontrandose en Argentina y Meéxico, pero con mayor diversidad
de especies en Perd (en los rio Amazonas, Santa y Marafién) y Colombia
(tributarios de los rios Cauca, Magdalena, Patia, Caqueta y Orinoco).

Este género es muy diverso en el departamento del Cauca y se encuentra desde
zonas frias, aproximadamente a 4000 m.s.n.m hasta 800 m.s.n.m, presentando
diferencias en variedad de formas y tamafios (Dahl, 1971).
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. Ubicacién Geogréfica de la
Familia Astroblepidae
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Figura 3. Distribucidon geogréfica de la familia Astroblepidae en América

Fuente actual “La primera vision de América’” en Estudios sobre el espafiol de América,
juliopremsa.wordpress.com.
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5.3. TERMINOS ECOLOGICOS

5.3.1 Nicho Ecoldgico: las ideas de nicho y habitat estan estrechamente
relacionadas y se define como la unidad de distribucion ultima dentro de la cual
una especie se encuentra retenida por las limitaciones de su fisiologia, estructura
fisica y posicién de los gradientes ambientales (Temperatura, pH, Suelo, etc.),
(Odum, 1971).

Para caracterizar el nicho ecoldgico de una especie se deben tener en cuenta
aspectos fundamentales como:

5.3.1.1 Nicho espacial o ambiental: es el espacio fisico que ocupa el organismo.
Otra definicion, segan Odum (1971), es la suma total de sus distintos ambientes
efectivos a lo largo de su vida, estos ambientes o entornos efectivos estan
formados por los habitats y micro-habitas, entendiendo como un habitat un area
determinada en la que viven las plantas y los animales.

5.3.1.2 Nicho tréfico o alimentario: rol funcional que este desempefa dentro de
una comunidad; también se puede definir como el nivel que ocupa una especie en
la cadena tréfica, de acuerdo con sus relaciones alimentarias con otras especies,
(Odum, 1971).

5.3.2 Nicho multidimensional: su posicion en los gradientes ambientales de
temperatura, humedad, pH, suelo y otras condiciones de existencia, (Odum,
1971).

Otro concepto de nicho es el de un espacio que le ofrece al individuo como un
medio para sobrevivir indefinidamente. Este tipo de nicho es susceptible de
medicion y manipulacion matematica y, ademds, dentro de él se pueden
diferenciar otros tipos de nichos como:

5.3.2.1 Nicho fundamental o potencial: que se refiere a los rangos totales en
donde se pueden encontrar determinada especie, teniendo en cuenta que no se
vean afectados por competencia, tanto de espacio como por alimento, (Odum,
1971).

5.3.2.2 Nicho realizado o real: que es donde realmente se encuentra una especie,
a pesar que presente un nicho potencial con rangos muy amplios. No hay un
rango definido, pues se trata de un lugar pequefo especifico, donde hay pocos
individuos sometidos a coaccidn-bidtica, la cual depende del tipo de ecosistema,
(Odum, 1971).

5.3.3 Especiacion: es el proceso mediante el cual una poblaciéon de una
determinada especie da lugar a otra u otras poblaciones, aisladas
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reproductivamente entre si y con respecto a la poblacion original. Este proceso de
4.000 millones de afios, ha dado origen a una enorme diversidad de organismos,
gue son los que actualmente pueblan la Tierra (Salisbury et al., 1988).

Existen dos tipos de especiacion:

Especiacion alopatrica o especiacién geogréfica: basicamente es la especiacion
gradual que se produce cuando una especie ocupa una gran area geografica que
no permite que los individuos que estén muy alejados, puedan cruzarse entre si,
debido a barreras geograficas como mares, montafias o desiertos. Se trata,
entonces, de la separacion geografica de un acervo genético continuo, de tal
forma que se establecen dos o0 mas poblaciones geograficas aisladas.

La separacién entre las poblaciones puede ser debida a migracién, a extincion de
las poblaciones situadas en posiciones geograficas intermedias, o mediada por
sucesos geoldgicos. La barrera puede ser geografica, por ejemplo cumbres que
separan valles en las cordilleras 0 zonas desérticas que separan zonas himedas.
La separacion espacial de dos poblaciones de una especie durante un largo
periodo de tiempo da lugar a la aparicién de novedades evolutivas en una o en las
dos poblaciones, debido a que el medio ambiente es distinto en las diferentes
zonas geograficas; se detiene el flujo genético entre poblaciones, (Smith et al.,
2001).

Especiacion simpatrica o simpatrida: implica la divergencia de algunas
poblaciones locales (demes), hasta conseguir independencia evolutiva dentro de
un mismo espacio geografico. Habitualmente conlleva a que las nuevas
poblaciones utilicen nichos ecoldgicos diferentes, dentro del rango de distribucion
de la especie ancestral, desarrollando mecanismos de aislamiento reproductivo,
(Smith et al., 2001).

5.4. CITOGENETICA

Es la ciencia hibrida que intenta correlacionar los eventos celulares,
especialmente de los cromosomas, con los fenbmenos genéticos.

Es una disciplina de la genética, encargada de la organizacion, segregacion y
distribucién del material genético, (Burbano, 2000).

Citogenéticamente, una especie se caracteriza porque posee un cariotipo
especifico tanto en su nimero cromosdmico como en su morfologia; sin embargo,
se han reportado variacion cariotipica entre individuos de la misma especie
(polimorfismos), (Nirchio et al., 2005).
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5.4.1. Aplicacién: la informacion obtenida mediante el analisis cromosoémico tiene
varias aplicaciones como:

Estudios de cariotipo: Se denomina cariotipo al complemento cromosémico del
individuo tipico, respecto a la morfologia, tamafio y numero del juego
cromosOmico, que se perpetda normalmente en la descendencia. Cada especie
presenta un determinado cariotipo que lo diferencia de las demas y, al mismo
tiempo lo condiciona frecuentemente a su aislamiento reproductor entre los
individuos de una y otra especie, (Villegas, 1992). (Nicholas, 1996).

El cariotipo es la representacion o imagen cromosémica completa de un individuo
que se obtiene a partir de la microfotografia de una célula somética en fase de
mitosis. El mejoramiento de las técnicas de andlisis cromosémico llevd a
establecer una nomenclatura a través de un comité internacional, que en 1978
publicé «An international system for human cytogenetic nomenclature», obra que
constituye el codigo universal para describir el cariotipo normal y en especial sus
alteraciones, (Nicholas, 1996).

Citotaxonomia: Los andlisis citogenéticos se aplican a los estudios taxonémicos;
para ello se debe establecer el cariotipo caracteristico de cada especie y las
semejanzas y posibles diferencias intersexo. Posteriormente a esto, se pueden
hacer comparaciones entre especies emparentadas, con el fin de establecer
posibles re-arreglos cromosdmicos implicados en el proceso de especiacion
(Carvajal, 2000).

5.4.2. Cromatina y cromosoma: cromatina, es una sustancia albuminoidea
fosforada constituida por ADN y proteinas (histonas y no histonas) que contiene a
las demas, se encuentra en el nucleo de las células y se tifie intensamente con
colorantes basicos como el giemsa y la orceina acética, ( Donald, Mc. 2002).
Cromosoma: se denomina cromosoma a cada uno de los corpusculos,
generalmente en forma de filamentos, que existen en el nucleo de las células y
controlan el desarrollo genético de los seres vivos. Los cromosomas eucarioticos
son filamentos de cromatina que aparecen contraidos durante la mitosis y la
meiosis; sin embargo, cuando la célula no estd en divisién ( interfase o reposo),
aparecen contenidos en un nucleo y no se pueden distinguir mediante tincién con
determinados colorantes, (Stansfiel, 1992).

e Composicion: el cromosoma esta constituido por cadenas lineales de acido
desoxirribonucleico (ADN) y por proteinas, denominadas histonas, que
empaquetan el ADN en unidades de repeticion denominadas nucleosomas.

El ADN tiene un porcentaje (10-15% dependiendo del organismo) de
pequefias unidades llamadas genes. Estos determinan las caracteristicas
hereditarias de la célula u organismo. Las células de los individuos de una
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especie determinada, suelen tener un nimero fijo de cromosomas, que en
plantas y animales superiores, por ser organismos diploides, se presentan
en pares. Durante la fecundacion, el espermatozoide y el évulo se unen y
reconstruyen en el nuevo organismo la disposiciéon por pares de los
cromosomas; la mitad de estos cromosomas procede de un parental y la
otra mitad del otro, (Burbano, 2000).

La estructura y la actividad de los cromosomas varian en el ciclo celular, de
tal manera que solo son visibles al microscopio durante la metafase,
cuando se ubican en el plano ecuatorial y son inactivos
transcripcionalmente, (Burbano, 2000).

Ubicacion: los cromosomas son estructuras complejas localizadas en el
nacleo de las células, compuestos por ADN, histonas y otras proteinas,
ARN vy polisacaridos, (Herraez, 2002).

Los cromosomas estan presentes en todas las células de un organismo
(excepto en algunos tipos muy particulares, de vida corta, como los
glébulos rojos, que carecen de nucleo en su etapa madura). Los
cromosomas pueden llegar a medir entre 5 y 15 micrOmetros, y para
identificarlos hay que observar la célula en fase de division celular,
especialmente durante la metafase o profase tardia, (Nicholas, 1996).

El ndmero de cromosomas es distinto para cada especie, aunque es
constante para todas las células de la misma (ley de la constancia numérica
de los cromosomas), excepto para las células reproductoras, que tienen
una constitucién cromosémica reducida a la mitad (haploide) con respecto a
las células sométicas (Diploide), (Stansfiel, 1992).

Funcion: las cadenas de ADN presentan secuencias no repetitivas de
nucledtidos, con informacion genética, en unidades llamadas genes,
codificadores de proteinas especificas, cada uno de los cuales posee por
término medio entre 1.000 a 2.000 pares de nucleétidos. Las técnicas de
estudio de los cromosomas han permitido obtener, con gran precision, el
cariotipo humano y de otras especies, detectar alteraciones genéticas
responsables de sindromes genéticos. En todo cromosoma es posible
distinguir dos mitades longitudinales o crométidas (que se escinden durante
la division celular), y un centrdmero o constriccion primaria a la que se fijan
las fibras del huso acromatico en el curso de la mitosis y de la meiosis, que
delimita dos porciones laterales, los brazos del cromosoma, (Stansfiel,
1992).

Fenotipo: Es un conjunto de caracteres hereditarios, que posee cada
individuo perteneciente a una determinada especie vegetal o animal; en
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otros términos, es una realizacion visible expresada del genotipo en un
determinado ambiente o lo que se puede observar del genotipo, (Nicholas,
1996).

e Genotipo: Es la constitucion genética de un individuo, explicitamente el
conjunto de los genes constitutivos de un individuo o de una especie;
generalmente referido a uno o varios genes relevantes en un contexto
determinado, (Nicholas, 1996).

5.4.3. Numero y tipo de cromosoma: el nimero cromosomico de cada especie
tiene un namero caracteristico de cromosomas. La mayoria de los organismos
superiores son diploides (2n), con dos juegos de cromosomas homodlogos: un
juego donado por el padre y el otro por la madre: En la naturaleza, es comun
encontrar alguna diferencia o variaciéon en el niumero cromosomico (poliploide),
(Stansfiel, 1992).

El término euploidia se aplica a los organismos con cromosomas que son
multiplos de cierto numero basico, la cual puede ser:

Monoploide: N
Diploide: 2n
Triploide: 3n
Tetraploide: 4n
Poliploide: Mas de 2n

(Stansfiel, 1992)

Otra forma puede ser la aneuploidia, que consiste en presentar variaciones en el
namero cromosémico que no incluyen juego de cromosomas completos, si no solo
a parte del complemento y se puede presentar en varias formas:

Monosomico: 2n-1

Trisémico: 2n+1
Tetrasémico: 2n+ 2
Trisdbmico doble: 2n+1+1
Nulisébmico: 2n -2

(Stansfiel, 1992).

Tipo de Cromosoma: los cromosomas estan conformados por dos brazos uno
corto y uno largo, separados por una constriccion primaria llamada centromero,
segun la posicion de éste, los cromosomas se pueden clasificar en metacéntricos,
submetacéntricos, telocéntricos y acrocéntricos, dependiendo del desplazamiento
del centrémero hacia el extremo del brazo corto del cromosoma. Esta clasificacion
permite identificar el namero fundamental del paquete cromosomico de una
especie, (Burbano, 2000).
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5.4.4. Tamafio e indices: en general, los cromosomas de la mayoria de los
organismos son pequefios y son considerados como buenos materiales para la
investigacion citogenética. Una forma de observarlos al microscopio es en la etapa
de metafase, la cual permite clasificarlos segun su forma y tamafio, sexuales o no,
y para ello se tifien con colorante genéticos, (Stansfiel, 1992).

Uno de los indices de mas uso en este tipo de estudios es el indice braquial o
relacion entre la longitud del brazo largo sobre la longitud del brazo corto. Segun
este, los cromosomas se clasifican como:

0.50a>0.37 Metacéntricos
0.37a>0.25 Submetacéntricos
0.25a>0.125 Subtelocéntrico

<0.125 Telocéntricos

Fuente: Levan et al 1964; tomado de Carvajal, 2000.

Se calcula mediante la siguiente relacion:

q , donde g= brazo largo, p= brazo corto

Otro de los indices de mayor uso es el indice centromérico o relacion entre la
longitud del brazo corto y la longitud total del cromosoma, (Burbano, 2000).

El cariograma se establece con los valores promedios de los indices y del tamafio
de los cromosomas, de al menos tres metafases por sexo, el ldeograma es la
representacion gréafica del cariotipo, (Burbano, 2000).

Los mecanismos de evolucidon cromosémica implican re-arreglos cromosémicos.
Entre los de mayor frecuencia estan las inversiones pericéntricas y las
translocaciones (especialmente las fusiones céntricas), (Burbano, 2000)

Las inversiones pericéntricas (IP) no cambian el nUmero cromosémico pero si su
morfologia. Las fusiones céntricas cambian el nimero cromosémico, mediante
este mecanismo, dos cromosomas acrocéntricos pueden transformarse en un
cromosoma submetaceéntrico o metacéntrico, (Carvajal, 2000).

Los re-arreglos cromosOmicos, por lo tanto, al cambiar la morfologia del nimero
cromosémico, se constituyen en una barrera reproductiva especialmente mediante
la infertilidad de los hibridos, la cual se debe a que poseen juegos cromosOmicos
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morfolégica o numéricamente diferentes. Entre mayores sean las diferencias
morfolégicas y numéricas entre las especies emparentadas, mayor es la
infertilidad del hibrido y, por lo tanto, el proceso meidtico que conduce a la
formacién de los gametos es irregular. La sinapsis (apareamiento de cromosomas
homologos durante la profase 1), no se realiza o se realiza parcialmente,
originando gametos desequilibrados cromosdmicamente, los cuales generalmente
son inviables, (Carvajal, 2000).

5.4.5. Asimetria cromosomica: las medidas de asimetria, son indicadores que
permiten establecer el grado de simetria o asimetria de un cromosoma, que se
presentan en la elaboracion de un cariotipo de una determinada especie.

Considerando al complemento cromosémico en su conjunto, se establecen dos
clases de cariotipos-ideogramas: simétrico y asimétrico, diferenciacion que
presenta gran importancia en estudios de filogenia y evolucién de los organismos.

El cariotipo y el ideograma simétrico: presenta todos los cromosomas
aproximadamente del mismo tamafio y centromeros de posicion media y
submedia.

Cariotipo-ideograma asimétrico: se presenta sus cromosomas mas heterogéneos,
con marcadas diferencias en el tamafio relativo de los cromosomas del
complemento, como consecuencia de reordenamientos cromosoémicos
estructurales.

Hay dos tipos de asimetria, que se presentan en los cromosomas de una especie,
la asimetria intracromosémica (Al) e intercromosémica (A2), por medio de estos
pardmetros numéricos, A1 y A2, se puede establecer los nexos genéticos y
evolutivos entre especies taxon6micamente iguales o semejantes, de acuerdo al
método propuesto por Romero-Zarco (1986), (Ferrer et al., 2009).

El primer indice mide la asimetria intracromosomica y se calcula mediante la
siguiente formula:

Al =(1-(b1/B1))/n; donde:

A1l: indice de Asimetria Intracromosomica. Varia de 0 a 1 y tiende a cero cuando
los cromosomas son metacentricos.

bl: Longitud promedio del brazo corto de cada par de cromosomas homélogos.
B1: Longitud promedio del brazo largo de cada par de cromosomas homologos.
n: Numero de pares de cromosomas homaologos.

El segundo indice (A2), mide la asimetria intercromosomica debido a la relacion
entre el largo de los cromosomas. Se estima utilizando el Coeficiente de Pearson,
(Romero, 1986):
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A2 = S/X; donde:

A2: indice de Asimetria Intercromosoémica.

S: desviacion tipica.

X: Promedio de la longitud de los cromosomas.

La asimetria intercromosOmica, es un parametro que ayuda a visualizar la
variacion existente entre los cromosomas del cariotipo de la misma especie.
Cuando los tamafios de los cromosomas de una misma especie son mas o menos
uniformes o poco variables entre si, la asimetria intercromosomica tiende a
mostrar valores muy bajos, (Romero et al.,1986).

Estos indices de asimetria permiten identificar posibles diferenciaciones de
especiacion evolutiva.

“Por lo expuesto anteriormente, todo programa de mejoramiento genético que
implique el manejo y reproduccion cruzada de variedades de la misma especie o
de especies diferentes, debe partir del conocimiento de sus caracteristicas
cariolégica”, (Carvajal, 2000).
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6. METODOLOGIA

La presente investigacion comprendio los siguientes pasos:

Recoleccién de informacion: se acudié a una revision bibliografica en bibliotecas
de las universidades, biblioteca de la maestria en Recursos Hidrobiolégicos
Continentales, Internet y profesores que realizaron trabajos a nivel de
citogenética, especialmente con peces; también se acudi6 a pescadores de la
zona para realizar bosquejos de posibles sitios de muestreo.

Salidas de campo: se realizaron jornadas de pesca, con el fin de recolectar los
ejemplares para los analisis citogenéticos. Durante el trabajo de campo, se
registraron los paradmetros fisico-quimicos hidricos, para el posterior andlisis y
determinacién de la calidad del agua donde habitan las especies.

Fase de laboratorio: en el laboratorio de Recursos Hidrobiolégicos Continentales
y laboratorio de Toxicologia y Citogenética pertenecientes al Departamento de
Biologia de la Universidad del Cauca, se realizé la identificacion taxonomica,
morfoldgica, biométrica y el estudio citogenético,

Andlisis de resultados: para lo cual se utilizé el disefio estadistico con la
implementacion de tablas para un mejor manejo de datos, con ayuda de una
computadora y orientacion del director de tesis.

6.1. UBICACION DE LAS ZONAS DE MUESTREO
Se escogieron tres sitios de muestreo para la captura de los peces (Figura 4).

6.1.1. Cuenca alta del Rio Cauca: Se encuentra delimitada por las divisorias de
agua de las cordilleras Occidental y Central y por el norte con el limite del
departamento del valle del Cauca. Tiene 7.395 Km de extension, que equivalen a
cerca del 25,2% de la superficie del departamento del Cauca, (Méndez N et al.,
2006) y con una geoposicion de 2° 26" 22” latitud norte y 76° 45" 66” longitud oeste
(Ortiz et al., 2000).

Rio Gualimbio, en La Vereda Las Mercedes (Municipio Popayan) a 1.750
m.s.n.m. Es el sitio de muestreo No 1, esta a una distancia de 40 km de la ciudad
de Popayan, latitud de 2.°52”, temperatura promedio de 22°C, desemboca
directamente al rio Cauca. En este sitio se capturé la especie Astroblepus grixalvii.
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Rio Grande (Municipio Coconuco) a 2.800 m.s.n.m, este rio surte de agua
potable al municipio de Coconuco, temperatura media de 16 °C, con
precipitaciones anuales entre 1.600 y 2.500 mm.; regularmente las épocas de
“baja pluviosidad” que se presentan en los meses de junio, julio, agosto y parte de
diciembre y enero; el resto del afo es de “alta pluviosidad”, predomina una
vegetacion de pastos, arbustos y arboles, con bastante deforestacién, (Tobar,
2008). En este sitio se capturo a la especie Astroblepus chapmani.

6.1.2. Cuenca Alta del Rio Patia: sitio No 2, rio Timbio, vereda el Platanillal
(Cabecera Municipio de Sotara) a 1.800 m.s.n.m. y con una geoposicion de 29°.20°
de Latitud Norte y a 29°.35" Longitud Oeste (Ortiz et al., 2000).

La subcuenca del rio Timbio, es una area geografica que comprende territorios del
Municipio de Timbio, Sotara y Tambo. El rio Timbio nace en el cerro las “Estrellas,
cordillera central, a 2.200 m.s.n.m, jurisdiccion del municipio de Sotara”, laderas
del volcdn Sotard. Desde su nacimiento hasta su desembocadura hace un
recorrido de oriente a occidente, sus afluentes son: la quebrada el Obispo, rio
Sucio, rio Jejenes, rio Guabas, quebrada San Pedro y rio Las Piedras. El rio
Timbio, en su curso, se une con el rio Quilcacé, dando origen al rio Patia,
(Lemus, 1990).

De todo el sistema hidrico del municipio, el rio Timbio es el mas amenazado por
problemas de contaminacién, consecuencia del vertimiento de las aguas negras,
residuos sélidos y liquidos provenientes de los mas de ocho mil habitantes del
sector urbano, del matadero municipal, de la explotacion inadecuada del material
de arrastre de su cauce, de las agua mieles generadas en el proceso de beneficio
del café y de la deforestacion intensa en todos los sectores de la cuenca, entre
otros, (Lemus, 1990). En este sitio se captur6 a la especie Astroblepus grixalvii, en
la zona ubicada en la vereda El Platanillal, municipio de Sotara.
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Municipio de Popaydn
Sitio de captura

Rio Cauca

Municipio de Timbio

\ Rio Gualimbio
Sitio de captura
i A. gnixalvi

Municipio de Puracé

PURAGE

(COCONUCO)
Sitio de captura
A. chapmani

Instituto Geografico Agustin

Rio Gualimbio

SITIO No 2
Rio Timbio

SITIONo 3
Rio Grande

Adaptado del mapa Hidrogréfico del departamento del Cauca,
Codazzi.

>

Figura 4. Sitios de Muestreo para la captura de los peces de las especies
Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani.
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Adaptado del mapa Hidrogréafico del municipio de Popayén, Instituto Geografico Agustin Codazzi.

Figura 5. Municipio de Popayan, Sitio de Muestreo Rio Gualimbio, Corregimiento
Santa Rosa, Vereda las Mercedes.
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Rio Timbio

Sitio de muestreo
Vereda “El Platanillal”

Adaptado del mapa Hidrogréafico del municipio de Timbio, Instituto Geografico Agustin Codazzi.

Figura 6. Municipio de Timbio, Sitio de Muestreo Rio Timbio, Vereda el Platanillal
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Sitio de muestreo
“Aguas Tibias”

Adaptado del mapa Hidrogréafico del municipio de Puracé, Instituto Geogréafico Agustin Codazzi.

Figura 7. Municipio de Puracé, Sitio de Muestreo Rio Grande, Corregimiento
Coconuco.
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6.2 MATERIALES Y EQUIPOS
6.2.1 Equipos:

Planta eléctrica (YAMAHA), para pesca

Chinchorro con ojo de malla de 0.5”, 17y 2’cm

Colador para pesca eléctrica

Equipo de colorimetria marca Hach.

Termometro Fisherbrand 14-97

Balanza Analitica Precision marca A & D, modelo GR-202

Equipo de diseccion

Calibrador alta precision tipo val con 1/20 mm de aproximacion.
Autoclave Modelo 900-D Chamberland standart de FRODIAP
Centrifuga Sorvall T 6000B.

Plancha de calentamiento (Thermo sciencitific model No HPA2245M).
Refrigerador Lab-Line. Instruments Inc.

Microscopio 6ptico (NIKON YS2).

Objetivo 100x con numero de aumento 1000X

Microscopio Optico NIKON con montaje de cdmara conectada a computador,
objetivos 100X y lente de aumento 1.6, 2,6

Computador con software “LEICA QWIN”.

Computador con sistema asistido para elaboracion de cariotipos.

6.2.2 Materiales:

Guantes

Gasa

Placas porta y cubre objetos (FISHER BRAND 24 X50-1 ESMERILADO)
Papel craf

Chupones de Caucho (FISHERSCIENTIFIC No 13-678-9B).
Jeringas desechables de 3mly 5ml (RYMCO)

Cajas de petri (Falcon).

Mechero.

Papel absorbente.

Tubos para cultivo (Falcon).

Alambre de cobre.

Pipetas pasteur (CORNING 709513-5X).

Papel aluminio.

Anzuelos calibre 9y 10

Galandras

Atarrayas con ojo de malla de 0.5", 1"y 2"cms

Vara de pescar

Nailon para un kilo de peso.

51



6.2.3 Insumos

Agua estéril.

Sal marina al 2%.

Metanol (Baker analized 907001).
Acido Acético (Codex 302002).
Cloruro de Potasio (0.45%).
Tripsina 0.0125% (Sigma TO64J).
Medio Completo RPMI 1640 (sigma 8758).
Suero Fetal Bovino al 10% (Sigma).
Solucion carnoy (3m: lac)
Levadura al 10%.

Giemsa 2%.

6.3. METODOS DE CAPTURA

La captura de los peces se realiz6 mediante pesca artesanal, utilizando galandras
que consiste en varios anzuelos (numero 9y 10), atarrayas (ojo de malla de 0.5,
17 y 2’cms) y chinchorros (ojo de malla de 0.5”, 1”7 y 2’cm), en donde los rios y
guebradas no presentaban corrientes fuertes, facilitando el uso de estos
instrumentos.

= WA AN
\1' R SR ) P

Figura 8. (a) Atafféya (b) Anzuelos

Otro método utilizado fue la pesca eléctrica, con ayuda de un equipo portatil y una
planta eléctrica que suministra corriente eléctrica que fluctia entre 120 a 650
voltios. Este sistema fue usado para la captura de los peces de la especie A.
grixalvii, con un voltaje promedio de 90 voltios; dando buenos resultados para el
sitio No 1, rio Timbio, debido a que la pesca de los ejemplares se realizd en
época de baja pluviosidad. En tiempo alta pluviosidad se dificulto utilizar esta clase
de equipos, debido al aumento del caudal.
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Figura 9. Equipo de Pesca eléctrica. (a) Planta eléctrica. (b) Colador para pesca
eléctrica.

6. 4. ESPECIES OBJETO DE ESTUDIO

Se estudiaron las especies Astroblepus chapmani y Astroblepus grixalvii. El
estudio se bas6 en la citogenética y biometria y fotografia de cada uno de los
especimenes capturados, forma del cuerpo, el tipo y forma de distribucion de
aletas, presencia o0 ausencia de escamas o0 placas 0seas, disposicion o forma de
la boca.

Se realizdé en cada sitio de muestreo el analisis fisico-quimico hidrico, con la
utilizacién de equipo de laboratorio Hach. Los parametros determinados fueron:
pH, oxigeno disuelto (OD), conductividad eléctrica, alcalinidad, temperatura. Los
equipos utilizados para las mediciones son: conductimetro (Hach) y equipo de
colorimetria Hach.

6.5. CITOGENETICA

Se realizd el andlisis citogenético de las especies de Astroblepus chapmani y
Astroblepus grixalvii, utilizando los métodos estandarizados de obtencién de
extendidos metafisicos, los cuales han sido implementados y mejorados en los
laboratorios de Toxicologia y Citogenética de la Universidad del Cauca, siguiendo
y adaptando el protocolo disefiado en investigaciones ya realizadas por el
investigador Silvio Carvajal, S. en trabajo publicado en el afio 2000.

6.5.1. Obtencidén de Extendidos Cromosdmicos (metafases): para los estudios
cariologicos, se recolectaron ejemplares vivos en su habitat natural, utilizando
meétodos de captura tradicionales (atarrayas, chinchorros, vara de pesca) y pesca
eléctrica, evitando su contaminacién y maltrato; posteriormente, los peces fueron
trasladados vivos al laboratorio para iniciar la obtencion de extendidos mitéticos,
para lo cual se utilizo las técnicas de “Tratamiento del pez y rifion”.
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Para la obtencion de las metafases cromosomicas, se utilizaron doce (12)
ejemplares por especie, entre hembras y machos, de cada sitio, seis (6) para la
estandarizacion de la técnica y seis (6) para el analisis cromosémico de la
especie.

Los peces se mantuvieron vivos en un acuario acondicionado con aireador, filtro
de agua, termostato, piedras y bomba de agua, imitando a su habitat, para ello se
utilizé agua del sitio de captura, suplementada con sal marina al 2%, que actud
como tranquilizante y proteccion para el cuerpo del pez a posibles enfermedades
producidas por hongos, ya que el pez puede sufrir heridas, producto de la
manipulacion al momento de la captura, posteriormente se llevaron al laboratorio.

En el laboratorio los ejemplares se pesaron Yy se realizo la respectiva biometria e
inicio del proceso de cultivo de tejidos, utilizando las técnicas de “tratamiento del
pez y rindn”, previa estandarizacion, para cada una de las especies a investigar,
(Carvajal, 2000).

6.5.1.1. Técnica cultivo de RiAdn: para este protocolo no se aplicé levadura, y
dio buenos resultados para las especies Astroblepus grixalvii del rio Gualimbio
Sitio No 1 y Astroblepus chapmani del rio Grande, sitio No 3, en la obtencién de
sus cromosomas y metafases (anexo 1, 2y 3).

Para el tratamiento del rifidn, se realizaron los siguientes pasos:

a) Sacrificio y diseccién del pez.

b) Extraccion del rifion.

c) Maceracién del rifidn en 4ml de tripsina al 0.0125 % (SIGMA TO64J),
mezclado con medio simple (RPMI 1640, SIGMA 8758), menos de dos
minutos para la especie A. grixalvii y dos minutos y medio para la especies
A. chapmani.

d) Se adicionaron 5 ml de medio completo RPMI 1640 (SIGMA 8758)
suplementado con suero fetal bovino (SIGMA) al 10 %, para frenar la accion
de la Tripsina, posteriormente se incub6 a temperatura ambiente, durante
dos horas.

e) Se agregd colcemid, para peces pequefios 0.1ml y 0,2 ml para peces
grandes, a una concentracién del 0,013%, se sometié a incubacion durante
una hora y media (1:30) para A. grixalvii y dos horas (2:00) para A.
chapmani.

f) Se centrifugd durante 10 minutos a 1200 rpm, y se retird el sobrenadante,
con pipeta pasteur.

g) Se adicionaron 6 ml de solucion hipoténica (KCl al 0,45 %) y se dejo en
reposo durante 40 minutos para la especie A. grixalvii y 50 minutos para A.
chapmani, a temperatura ambiente del sitio de experimentacion (20 °C).

h) Se prefijo con 1 ml de solucion carnoy; (3 metanol Baker analized 9070-01 y
1 de acido acético codex 302002), recién preparado y en refrigeracion, se
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centrifugo y retird el sobrenadante, este tipo de fijador mejoroé la calidad de
los cromosomas a la hora de hacer las prefijaciones.

i) Se adicionaron nuevamente 4 ml de carnoy y se dejo en reposo durante 20
minutos, se centrifugd y se retird el sobrenadante.

j) Se adicionaron 4 ml de carnoy, se refrigeré en la nevera durante 24 horas.

k) Después de este tiempo, se realizaron dos centrifugaciones mas, con
adicion del fijador.

[) El precipitado se gote0 a una altura de 70 cm en placas. Antes del goteo las
placas se limpiaron con acido acético y carnoy, se colocaron al congelador,
para formar una capa de escarcha, para mejorar el deslizamiento de los
extendidos mitéticos en las placas, evitando asi posibles dafios de los
cromosomas en el proceso de goteo.

m) Se realiz6 el secado de las placas a 36 °C en la plancha para placas .

n) Dos dias después se colorearon las placas con giemsa al 10 %, durante 10
minutos, se secaron en la plancha para placas y fueron observadas al
microscopio Optico. Las placas con buenos resultados se fijaron con xilol y
se sellaron con entellan y cubre-objetos.

0) Lecturay conteo de cromosomas en las metafases. Las mejores metafases
en tincién y morfologia de cromosomas se les realizé registro fotografico
con objetivos de 100X x 1.25, con filtro en verde a rosado para mejorar la
morfologia de los cromosomas. Se utilizé el microscopio 6ptico Nikon, con
montaje de camara conectada al computador, para operar con el software
“‘LEICA QWIN” compatible con el sistema Microsoft Windows. Se llevé un
control del conteo de metafases y el nimero cromosoémico en una planilla
de registro (anexo 7).

6.5.1.2. Técnica de Tratamiento del Pez: este protocolo dio buen resultado para
la especie Astroblepus grixalvii del rio Timbio, vereda el Platanillal (Sotara), Sitio
No 2, (anexo 1, 2y 3).

La diferencia con el anterior protocolo fue la aplicacion de la levadura en el pez
vivo, al diez por ciento (10%), 0.1ml por ocho gramos de peso (8 gr), utilizandose
levadura activa y diluida en agua destilada, se inyecté con una jeringa de insulina
en el pedunculo caudal, manteniendo los ejemplares por doce horas (12h).

12 horas después se inyectd colcemid, con una concentracion del 0.013%, en
peces pequefios 0.1ml y en peces grandes 0.2 ml, en el pedunculo caudal. A las
dos horas (2h) se sacrificaron los peces y se extrajo el rifion en condiciones de
esterilidad e higiene, y se depositdé en una caja de petry, siguiendo con los demas
pasos del protocolo para tratamiento del riidbn, como adicion de la tripsina al
0,0125% y medio completo.
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6.6. ANALISIS CROMOSOMICO

Se realizé la lectura, conteo y fotografia de las metafases bien conformadas
(cromosomas) con el microscopio 6ptico Nikon, con montaje de camara conectada
al computador para operar con el software “LEICA QWIN”, compatible con el
sistema Microsoft Windows; identificAndose de esta forma el nimero cromosémico
correspondiente al nimero mas frecuente, que se presentd en las células como
namero modal (M).

Las fotografias se procesaron con el programa Dev-cpp; ademas se realiz6 un
procedimiento manual, para lo cual se recortaron los cromosomas de las
fotografias y se montaron los cariotipos teniendo en cuenta el numero, el tamafio y
la forma segun la posicion del centromero, con el programa Paint brush de
Microsoft Windows y Photo Shot para Microsoft Windows®.

6.6.1. Identificacion del Numero Cromosomico: el numero cromosomico de
cada especie, se determind realizando el conteo de los cromosomas,
correspondientes a sesenta (60) metafase de machos y sesenta metafases de
hembras. Se tomé como nimero cromosémico diploide (2n), el correspondiente al
registrado en la mayoria de las metafases analizadas (numero modal).

6.6.2. Clasificacion de los cromosomas y Montaje de los Cariotipos: se
seleccionaron seis de las mejores metafases, por sexo y especie, con
cromosomas completos, de buena apariencia, y con el nimero cromosémico
diploide, previamente establecido.

Se procedid a fotografiar cada una de las metafases seleccionadas, con el
microscopio oOptico Nikon, con montaje de camara digital de conexion a
computador, el cual posee el software “LEICA QWIN”, compatible con el sistema
Microsoft Windows®. EIl software en mencion, captura las imagenes y las
almacena automaticamente, las que luego fueron utilizadas para el montaje de los
cariotipos.

Para determinar el montaje de los cariotipos se seleccionaron seis de las mejores
fotografias de metafases, por cada sexo, especie y cada uno de los sitios de
captura.

Se analiz6 cada imagen seleccionada, por sexo, especie y sitio de captura, con la
ayuda de un sistema asistido para elaboracion de cariotipos, el cual procesa las
imagenes, por el color o contraste, otorgando un color especifico para cada
cromosoma (Lépez et al., 2007). El sistema asistido Dev-cpp tiene varias fases
gue permitieron realizar ajustes en la imagen de la metafase, con lo cual se
determind el tamafio, clasificacion de los cromosomas Yy los respectivos cariotipos
de las especies en estudio.
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El sistema asistido tiene las siguientes fases:

Primera fase: permite separar los cromosomas que estan muy cerca entre si 0 a
objetos que no pertenecen a los cromosomas, (Figura 10).
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Figura 10. Separacion de Cromosomas. (a) Cromosomas juntos. (b)

Cromosomas separados.

Segunda fase: permite unir fragmentos de cromosomas, que el sistema no alcance
a detectar como cromosomas completos, (Figura 11).
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Figura 11. Unién de Fragmentos de cromosomas. (a) Cromosoma fraccionado.
(b) Cromosoma arreglado

Tercera fase: permite eliminar objetos no deseados como basuras o manchas de
tincion, burbujas de agua o aire y asi evitar que el sistema los procese, generando
error al analizar un objeto no deseado, el cual altere el resultado, (Figura 12).
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Figura 12. Eliminacién de objetos indeseados. (a) Cuerpos extrafios en los
cromosomas (b) Eliminacién de cuerpos extraios.

Cuarta fase: deja observar cada cromosoma en color diferente, para confirmar que
no hay union entre cromosomas, que el sistema podria analizar como si fuese
uno, y se altere el resultado en la obtencion del cariotipo, (Figura 13).
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Figura 13. Diferenciacion de los Cromosomas en colores.

Quinta fase: permite rotar automaticamente los cromosomas segun el angulo de
inclinacién, para ubicar cada cromosoma en forma vertical y ubicar el centrémero
lo mas acertadamente (Figura 14).
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Figura 14. Rotacion de los cromosomas en angulos

Sexta fase: permite ubicar el centromero a cada cromosoma manualmente con la
ayuda del raton, (Figura 15).
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Figura 15. Ubicacion del centromero en los cromosomas.

Séptima fase: muestra los cromosomas clasificados de acuerdo a los rangos pre-
establecidos de la clasificacion de Levan et al., 1964 (Figura 16).
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CARIOTIPO

Cromosomas metacéntricos
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Figura 16. Clasificacion de los cromosomas.
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DATOS

Numero Total de Cromosomas
54

Cromosomas metacéntricos 34
Cromosomas Submetacéntricos
12

Cromosomas Acrocéntricos 6
Cromosomas Telocéntricos 2
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6.6.3. Cariotipo manual: para un mejor analisis de las imagenes y montaje de los
cariotipos, se realizaron los cariotipos manualmente, para lo cual se utilizaron las
mejores metafases, se editaron en un plotter con el uso de hojas de medio pliego.

Cada metafase seleccionada por sexo, especie y sitio de captura, se imprimid y se
numero cada uno de los cromosomas por cada metafase impresa, para llevar un
patrén de control.

Posteriormente se realizo la medicion manual del brazo corto y del brazo largo de
cada uno de los cromosomas de las metafases seleccionadas; para la medicion se
utilizé un trozo de alambre de cobre No.14, el cual replico las croméatidas dandole
la forma real, debido a su gran flexibilidad.

Con el uso de un calibrador (Vernier Caliper) se tomé la medida de cada cromatida
replicada en alambre de cobre, lo mismo para el brazo corto y largo, con las
medidas se calculd el indice centromérico, clasificacion propuesta por levan, 1964,
citada por Carvajal 2000. Este procedimiento se repiti6 para todos los
cromosomas de las especies estudiadas, ver tabla No.1.

Tabla 1. Clasificacién de los cromosomas segun indice centromérico (IC) e indice
braquial (I1B).

Clasificacion IB = (p/q) I.C= p/p+q
Metacéntrico 1 < 17 0.5 >0.37

Submetacéntrico 1,7 < 3,0 0.37 > 0.25

Subtelocéntrico | 3,0 < 7,0 0.25 >0.125 <0.25 Subtelocéntricos
Telocéntrico >7,0 < 0.125

Levan et al., 1964 citado por Saavedra y Pinzén, 2008.

Con base en la tabla anterior, se clasificaron los cromosomas como metaceéntricos,
submetacéntricos, subtelocéntrico y telocéntricos. Se procedido a realizar el
montaje del cariotipo, formando parejas cromosOmicas de acuerdo a la morfologia
y el tamafio.

6.6.4. Determinacion del Ideograma: con los datos obtenidos se promediaron las
longitudes totales relativas (%) de cada una de las parejas de cromosomas de
cada metafase, teniendo en cuenta que sean de la misma forma y con el tamafio
mas préximo posible. Se tom6 como referencia el par cromosémico mas grande
del cariotipo, al cual se le asign6é un valor del 100%. Utilizando la escala del
programa PowerPoint, este valor se compard con el resto de cromosomas
asignandoles un valor de acuerdo a su porcentaje promedio y se ordenaron en
forma descendente, segun su longitud, en cada una de sus clasificaciones Levan
et al., 1964, tabla 2.
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Se elaboré una representacion grafica de cada par cromosomico teniendo en
cuenta el tamafio promedio relativo (%), la forma (posicion del centrémero) y
namero correspondiente a cada pareja, segun posicion en el orden decreciente de
tamafo, que corresponden a los ideogramas (Carvajal, 2000).

6.6.5. Andlisis de los resultados cromosOmicos: con base en la clasificacion y
tamafo relativo de los cromosomas, se procedié a comparar los sexos de cada
especie de las cuencas (Cauca y Patia), para identificar semejanzas, diferencias y
posibles mecanismos de evolucibn cromosomica, estableciéndose el cariotipo
especifico para las especies en estudio, también se tuvo en cuenta la asimetria
cromosomica.
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7. RESULTADOS

7.1. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

En la tabla 2 se presentan los valores de los pardmetros fisico quimico del agua
de los tres sitios de captura; para lo anterior se promediaron los datos de seis
jornadas de muestreo. Los datos se presentan como su promedio + desviacion
estandar.

Tabla 2. Valores promedio de los Pardmetros fisico-quimicos hidricos de los sitios
de muestreo, los datos se reportan como promedio + desviacion estandar (ds).

Parametro Promedio
Especie Zona de
P Estudio 0,D
.D. 0 o
pH mg.I* % O.D. T°C
1 Rio Gualimbio 6,71 6,21 68 19,16
(Cuenca Cauca) £0,14 ds +0,11ds 1,67 ds +0,81ds
Astroblepus
grixalvii o
2 Rio Timbio 6,8 6,66+ 70 17,5
(Cuenca Patia) #0,12 ds 0,19ds +3,28 ds +1,04 ds
Astroblepus | 3 Rio Grande 6,81 7,0 61 14,16
chapmani | (Cuenca Cauca) +0,07 ds +0,14 ds +1,74 ds +0,75ds

(Promedio del andlisis de 6 jornadas de muestreo)

Los sitios de muestreo presentan un pH estable, que tiende a neutro, con una
ligera acidez. En lo que respecta al oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion de
oxigeno, se establece que estan en Optimas condiciones (aceptable 5 — 8 y 60 —
80 %), (Roldan, 1992), para el desarrollo de la flora y plancton acuatico. Los
suelos en las zonas de muestreo son de origen volcanico, por lo cual tienden a ser
acidos, influenciando también el pH del agua por el fenédmeno de filtracion y
capilaridad, esta acidez se debe posiblemente a la presencia de sulfuros y trazas
de azufre.

La temperatura del rio Grande en Coconuco, corresponde a un piso térmico frio.

Los rios Gualimbio vy Timbio, presentan una temperatura similar,
correspondiente a un piso térmico templado, (Méndez et al., 2006).
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Uno de los factores que puede incidir en los parametros fisicoquimicos es la
radiacion solar, que es considerada la fuente primaria para la vida sobre la tierra,
la cual determina en estos ecosistemas, la cantidad de luz, que afecta la
temperatura del agua, provocando ciclos de productividad en estas zonas,
(Roldan, 1992). Ademas del buen flujo continuo de agua, permitiendo un constante
recambio, facilitando la oxigenacién del medio acuatico y ddndose el desarrollo de
la vida acuatica.

7.2 CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES

En la tabla 3 se mencionan algunas de las caracteristicas biométricas de las
especies, y en la tabla 4 la presencia o ausencia de algunas caracteristicas
morfologicas.

7.2.1. Astroblepus grixalvii: tolera una carga eléctrica hasta de 100 voltios, lo
cual facilité su captura, los machos, en estado adulto, presentan un hemipene en
la region ventral entre las aletas pélvicas, las hembras no presentan
modificaciones en esta aleta. Este dimorfismo sexual también se ha observado en
el A. Ubidiai y A. chapmani, (Figura 17), (Ortega, 2005).

Figura 17. Hemipene en el género Astroblepus. (a) Hemipene del macho A.
grixalvii. (b) Organo femenino de la hembra A.

Con respecto a su comportamiento, los ejemplares capturados se encontraron en
fondo rocoso, formado por guijarros o gravas con corrientes moderadas,
vegetacion de macrdfitas, con pendientes entre los 20 y 30 grados de inclinacion,
la profundidad del rio no superé los 1,20 m.

La mejor hora para la captura de los ejemplares esta entre las seis de la tarde (6
pm) y las seis de la mafiana (6 am) y el arte de pesca mas efectivo fue mediante
el uso de anzuelo y carnada; por lo cual se puede inferir que sus habitos son
nocturnos y carnivoros.

Con respecto a su tamario, el total de peces que correspondio a 21 capturados por
cuenca, tienen una longitud total que varia entre 2 cm hasta los 18 cm y peso de
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1gr a 58 gr, para el analisis cromosomico se seleccionaron peces sexualmente
maduros y de buen tamafio, es decir los de mayor longitud y peso (anexo 5y 6).

7.2.2. Astroblepus chapmani: pueden soportar una carga eléctrica hasta de 90
voltios, por lo que se debe ser cuidadoso en su captura. Presentan un dimorfismo
sexual igual a la especie A. grixalvii.

Con respecto a su comportamiento, los ejemplares capturados se encontraron en
el fondo, con abundancia de rocas, con corrientes moderadas, con pendientes, la
profundidad del rio, no superé los 80 cm, su captura se realizdé con costalilla, ello
debido al poco caudal presentado en la estacion de baja pluviosidad y facilidad de
pesca.

Con lo que respecta a su tamafio, los peces capturados midieron entre 0,5 cm
hasta los 12 cm de largo, con un peso entre 0,5 y los 17 gr. Para el analisis
cromosOmico se utilizaron peces sexualmente maduros, es decir los de mayor
longitud y peso (anexo 6).

La captura se realiz6 desde la mafiana (6 Am), hasta el mediodia (12 Am). Son de
habito diurno y tienen como habitat aguas limpias y frias. Se pueden utilizar como
bioindicadores, debido a que no toleran aguas con algun grado de contaminacion.

En general, la especie A. grixalvii presenta mayor tamafio y la prolongacion de la
aleta dorsal hasta la aleta caudal, la cual estd ausente en A. chapmani.

Tabla 3. Biometria A. chapmaniy A. grixalvii

Datos A. chapmani A. grixalvii
Longitud total maxima (cm) 12,0 18,0
Longitud total minima (cm) 0,5 2,0
Peso méximo (gr) 6,40 58,10
Peso minimo (gr) 0,35 2

Tabla 4. Caracteristicas morfologicas de A chapmani y A. grixalvii
A. A. grixalvii Caracteristicas
Datos chapmani morfoldgicas (n°)

Hemipene en machos Si Si 1
Opérculo (cubierta de las agallas) Si Si 2
Linea lateral Si Si 2
Aleta dorsal Si Si 1
Aleta adiposa No Si 1
Pedunculo caudal Si Si 2
Aleta caudal Si Si 1
Aleta anal Si Si 1
Aleta pélvicas Si Si 2
Aletas pectorales Si Si 2
Prolongacion de aleta dorsal hasta la caudal No Si 1
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Figura 18. Caracteristicas morfolégicas A. grixalvii. (a) vista dorsal, (b) vista
ventral. 1. Opérculo (cubierta de las agallas), 2. Linea lateral, 3. Aleta dorsal, 4.
Peddnculo caudal, 5. Aleta caudal, 6. Aleta anal, 7. Aletas pélvicas (pares), 8.
Aletas pectorales (pareadas), 9. Boca, 10. Barbicelos, 11. Aleta adiposa, 12.

Hemipene.
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Figura 19. Caracteristicas morfolégicas A. chapmani. (a) Vista lateral. (b). Vista
ventral. 1. Opérculo (cubierta de las agallas), 2. Linea lateral, 3. Aleta dorsal, 4.
Peddnculo caudal, 5. Aleta caudal, 6. Aleta anal, 7. Aletas pélvicas (pares), 8.
Aletas pectorales (pareadas), 9. Boca, 10. Barbicelos, 11. Hemipene.
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Tabla 5. Peso promedio (gr) de machos y hembras de A. grixalvii, de la Cuenca

Alta de los rios Patia y Cauca.

PESO (gr)
SEXO CUENCA
RIO PATIA RIO CAUCA Sig.
Media Desv N Media Desv N
tipica tipica
MACHO 17,76 +5,10 13 33,74 +13,95 9
<0,025**
HEMBRA 16,72 +4,42 8 32,40 +10,40 12
TOTAL 17,36 +4,77 21 32,97 +11,74 21 42
Sig. 0,639* 0,803 *

*Significancia estadistica entre machos y hembras de la especie A. grixalvii, determinada mediante
pruebat
**Significancia estadistica entre las Cuencas de los rios Cauca y Patia, determinada mediante
prueba t.

En la tabla 5, se observa el peso promedio en gramos (gr) de la especie A. grixalvii
para hembras y machos de las Cuencas Altas de los rios Patia y Cauca, segun la
prueba t con una significancia de 0,639, no hay diferencia significativa en el peso
promedio entre los géneros de una misma cuenca, pero si se identificé diferencia
estadisticamente significativa con respecto del peso promedio de machos y
hembras de las dos cuencas, entre el peso promedio total de A. grixalvii del rio
Patia respecto del peso promedio del A. grixalvii del rio Cauca. En promedio los
peces A. grixalvii del rio Cauca doblan en peso a los peces A. grixalvii del rio Patia
(anexo 11).

Tabla 6. Longitud promedio en (cm) de machos y hembras de A. grixalvii, de la
Cuenca Alta de los rios Patia y Cauca.

LONGITUD (cm)
SEXO CUENCA

RIO PATIA RIO CAUCA Sig.

Media | Desv tipica N Media | Desv tipica N

MACHO 12,24 +1,71 13 14,86 +2,24 9

0,856**

HEMBRA 11,88 +1,42 8 14,99 +2,39 12

TOTAL 12,10 + 1,58 21 14,93 +2,27 21 42
Sig. 0,626 * 0,903*

*Significancia estadistica entre machos y hembras de la especie A. grixalvii, determinada mediante
pruebat
**Significancia estadistica entre las cuencas de los rios Cauca y Patia, determinada mediante
pruebat.
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En la tabla 6 se reportan las longitudes promedio (cm) de machos y hembras de la
especie A. grixalvii, de la parte Alta de las Cuencas de los rios Cauca y Patia,
mostrando que segun la prueba t, no existe diferencia significativa entre géneros ni
entre las dos cuencas; se puede concluir que los ejemplares estudiados son muy
semejantes.

Tabla 7. Peso promedio en (gr) de machos y hembras de A. Chapmani, de la
Cuenca Alta del rio Cauca.

PESO (gr)
SEXO RIO CAUCA
Media Desv tipica N
MACHO 12,59 +2,77 9
HEMBRA 11,78 +2,55 10
Sig. 0,515

Tabla 8. Longitud promedio en (cm) de machos y hembras de A. Chapmani, de la
Cuenca alta del rio Cauca.

LONGITUD (cm)
SEXO RIO CAUCA

Media Desv tipica N
MACHO 6,71 +1,42 9
10
HEMBRA 6,64 +1,30
Sig. 0,905

En las tablas 6 y 7 se presentan los pesos y longitudes promedio para hembras y
machos de la especie A. chapmani, de la parte Alta de la Cuenca del rio Cauca.

Segun la prueba t no hay diferencia significativa de peso y longitud de los sexos
de los peces estudiados. No se comparé esta especie con la Cuenca del rio Patia,
debido a que no se encontraron ejemplares en los sitios de muestreo.

7.3. NUMERO CROMOSOMICO

En la tabla 9 se reporta el nimero cromosomico diploide (2n) identificado para

cada especie, correspondiente al numero modal de las metafases (anexo 8, 9 y
10).
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Tabla 9. Numero Cromosomico de las especies en estudio, relacionado con el
sexo y metafases analizadas.

Especie Sitio Captura No. Numero de
Sexo Cromosoémico Metafases (%0)

Astroblepus Cauca (rio Macho 54 34 (28,33)

grixalvii Gualimbio) Hembra 54 40(33,33)
Sitio No 1

Patia (rio Macho 54 35 (29,16)

Timbio) Hembra 54 39 (32,50)
Sitio No 2

Astroblepus Cauca (rio Macho 56 32(26,66)

chapmani Grande) Hembra 56 37(30,83)
Sitio No 3

Se evidencia que no hay diferencia cromosomica numeérica, entre las especies A.
grixalvii de las dos cuencas; ni tampoco entre hembras y machos. El nUmero
diploide identificado es 2n = 54. El porcentaje mas alto de metafases analizadas
corresponde a la especie del rio Gualimbio con un valor al 33,33 porciento, con un
total de metafases de 40 observadas para peces hembras y para machos del
mismo sitio de estudio corresponde a un valor del 28,33 porciento, para un total de
34 metafases.

Para A. chapmani de la cuenca del rio Cauca, el numero diploide identificado fue
2n = 56, tampoco se evidencia diferencias entre machos y hembras.

Aungue la proporcion de metafases que tienen el nimero modal de cromosomas,
es relativamente alto, entre el 32 y 42 %, se presenta un buen porcentaje de
metafases que tuvieron un numero cromosémico menor al nimero modal,
posiblemente debido al proceso de goteo en las placas, el cual puede implicar la
pérdida de cromosomas.

7.4. CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS

De acuerdo a la clasificacion cromosémica de Levan (1964), se identificaron los
cromosomas por sexo, especie y sitio de captura.
Tabla 10. Clasificacion de los Cromosomas, segun la posicion del centromero.

Especie Sitio Sexo M Sm Sub-t T No
Captura Fundamental

Astroblepus Cauca Macho 28 12 8 6 102

grixalvii Hembra 28 12 8 6 102

Patia Macho 34 12 6 2 106

Hembra 34 12 6 2 106

Astroblepus Cauca Macho 42 10 2 2 110

chapmani Hembra 42 10 2 2 110
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En la tabla 10, se observa similitud en la clasificacion de los cromosomas, segun
posicion del centromero, entre los sexos de peces de la misma especie.

7.5. CARIOTIPOS E IDEOGRAMAS

En las figuras 17, 18, 19 y 20 se presentan los cariotipos e ideogramas de machos
y hembras de la especie Astroblepus grixalvii (barbudo), de la Cuenca Cauca. Se
observa que no existen diferencias en el nimero, ni en el tipo de cromosomas
entre los sexos. Se evidencia que los cromosomas presentan una longitud
decreciente en el cariotipo al interior de cada clasificacidon (metacéntricos y
submetacéntricos), por lo cual se pueden considerar que son de tamafio
fundamental (F), (Saavedra et al., 2008).

El par 1, de machos y hembras de la especie A grixalvii de la Cuenca del rio
Cauca, presenta una longitud mayor, superando en un 34% al par cromosémico
gue le sigue en tamafio (par 15), con una longitud de 66%. Se puede sugerir que
los cromosomas del par uno son de clase L (Largos), que son caracteristico de
algunas especie de la familia de los Siluridos y Bryconidos (Saavedra et al.,
2008); (Parada et al. 2003). (Ver Figuras 20, 21, 22, 23).

En las figuras 24, 25, 26 y 27 se presentan los cariotipos e ideograma, con las
respectivas metafases de la especie Astroblepus grixalvii (barbudo), cuenca alta
del Patia (rio Timbio). Se observa que no hay diferencia en el numero
cromosomico, ni en su clasificacion cromosdmica, entre los sexos. El tamafio
relativo del par cromosémico 1, que es el de mayor tamafio (100%), supera en un
20 % al par cromosOmico que le sigue, que corresponden al par cromosomico
namero 2, (figura 26).

En las hembras y machos de las especies A. grixalviiy A. chapmani, se observo
un par cromosomico metacéntrico de gran tamafio, distintivamente grande con
respecto a los demas del complemento.

En las figuras, 28, 29, 30 y 31 se reportan los cariotipos e ideogramas, de
hembras y machos de las especies Astroblepus chapmani, de la Cuenca alta del
rio Cauca (rio Grande). El tamario relativo del par 1 (100%), los de mayor tamafio,
superan en un 34 % al par cromosomico que le sigue, que corresponden al par de
cromosomas namero 2.
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Figura 20. Cariotipo de la especie Astroblepus grixalvii hembra, Cuenca Alta del
rio Cauca.

Numero Cromosémico 2n = 54, Férmula cromosémica 28 M; 12 Sm; 8 Sub-ty 6 T.
M = Metacentricos Sub-t = Subtelcentricos

Sm = SubMetacentricos T = Telocentricos.
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Figura 21. Cariotipo de la especie Astroblepus grixalvii macho, Cuenca Alta del
rio Cauca.
Numero Cromosémico 2n = 54, Formula cromosomica 28 M; 12 Sm; 8 Sub-ty 6 T.
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Figura 22. Ideograma de la especie Astroblepus grixalvii hembra, Cuenca Alta del
rio Cauca.
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Figura 23. Ideograma de la especie Astroblepus grixalvii macho, Cuenca Alta del
rio Cauca.
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Figura 24. Cariotipo de la especie Astroblepus grixalvii hembra, Cuenca Alta del

rio Patia.
Numero Cromosomico 2n = 54, Formula cromosomica 34 M; 12 Sm; 6 Sub-ty 2 T.
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Figura 25. Cariotipo de la especie Astroblepus grixalvii macho, Cuenca Alta del
rio Patia. Numero Cromosomico 2n = 54, Férmula cromosoémica 34 M; 12 Sm; 6
Sub-ty 2 T.
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Figura 26. Ideograma de la Especie Astroblepus grixalvii hembra, Cuenca Alta del
rio Patia.
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Figura 27. Ideograma de la Especie Astroblepus grixalvii macho, Cuenca Alta del
rio Patia.
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Figura 28. Cariotipo de la especie Astroblepus chapmani hembra, Cuenca Alta de
rio Cauca. Numero Cromosomico 2n = 56, Formula cromosomica 42 M; 10 Sm; 2

Sub-ty2T.
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Figura 29. Cariotipo de la especie Astroblepus chapmani macho, de la Cuenca
Alta del rio Cauca
Numero Cromosomico 2n = 56, Formula cromosomica 42 M; 10 Sm; 2 Sub-ty 2 T.
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Figura 30. Ideograma de la especie Astroblepus chapmani hembra, de la Cuenca
Alta del rio Cauca.
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Figura 31. Ideograma de la especie Astroblepus chapmani macho, de la Cuenca
Alta del rio Cauca.
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7.5.1. Asimetria CromosOmica: En la tabla 11 se reportan los valores de
hembras y machos de asimetria cromosémica (Al= Intracromosomica; A2=
intercromosémica) y sus respectivos promedios, para las especies A. grixalvii,
Cuenca Alta de los rios Cauca y Patia y A. chapmani de la Cuenca Cauca.

Tabla 11. Valores de Asimetria A1y A2, para machos y hembras de A. grixalvii y
A. chapmani de las Cuencas altas de los rios Cauca y Patia.

: Sitio Promedio Promedio
Especie Captura Sexo Al Al A2 A
Céuaeuncc;a Hembra 0.68 0,016
(Rio 0,67 0,017
Astroblepus | Gualimbio) Macho 0,66 0,017
grixalvi Cuenca | Hembra 0,65 0,013
Patia (Rio 0,64 0,014
Timbio) Macho 0,64 0,014
Cuenca
AStI’Oblepus Cauca Hembra 0,62 0,011
chapmani (Rio ot 062 0.62 ot 0,011
Grande) acho 1 :

El valor de la asimetria intracromosémica ( Al) de la Cuenca del rio Cauca, supera
aproximadamente en un 5 % a la asimetria del rio Patia. La asimetria
intercromosémica (A2) de la cuenca del rio Cauca supera en un 21% a la del rio
Patia.

Se observa una gran semejanza en los valores de asimetria (Al y A2), entre los
sexos de las especies A. grixalvii de las dos cuencas.

Los valores calculados de asimetria para la especie A. grixalvii (A1 y A2), son
mayores para los peces de la Cuenca del rio Cauca, que los peces de la Cuenca
del rio Patia, no fue posible determinar si esta diferencia es estadisticamente
significativa, puesto que se dispone de un solo dato por cuenca.

En la tabla 12 se reportan los diferentes nUmeros cromosOmicos y su clasificacion,
por diferentes autores, para el orden Siluriformes y el género Astroblepus, pero a
nivel de las especies en estudio, no se reportan estudios especificos de
instituciones nacionales o internacionales.
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Tabla 12. Comparativa de estudios cromosémicos para algunos peces del orden
Siluriformes y el género Astroblepus. Tomado de Swarca et al., 2007.

Especie NUumero Cariotipo Autor
Cromosomico
Astroblepus grixalvii | 2n=54 @ & 34m+12sm+6a+2t Presente  estudio Cuenca
Patia, Rio Timbio
2n=54 9 & 28m+12sm+8a+6t Presente estudio Cuenca
Cauca, Rio Gualimbio
Astroblepus 2n=56 ¢ & 42m+10sm+2a+2t Presente  estudio Cuenca
chapmani Cauca, Rio Grande Coconuco
Bergiaria 2n=56 2 & 42m,sm+14st Dias y Foresti, 1993
westermanni
Pseudopimelodus 2n=54 9 & 18m+22sm+6st+8a | Souza et al. 2003
bufonius
Pseudopimelodus 2n=54 9 & 16m+26sm+12st+10 | Martinez et al. 2004
mangurus a
Pseudopimelodus 2n=54 Q9 & 30m+14sm+10a Garcia 2005
zungaru
Megalonema 2n=54 9 & 14m+18sm+12st+10 | Sanchez and Fenocchio 2005
platinum a
Pimelodus cristata 2n=56 ¢ & 36m/sm+ 20st/a Faria et al. 2000
Pimelodus meeki 2n=56 @ & 30m+12sm+4st Vidotto et al. 2004
Genidens barbus 2n=56 ¢ & 24m+16sm+10acr+3 | Oliveira et al. 2008
tel
Cetopsorhamdia 2n=58 @ & 22m+16sm+10st+10 | Fenocchio et al. 2003
iberingi a
Rhamdia branneri 2n=58 @ & 36m+14sm+4st+4a | Abucarma et al. 2000
Rhamdia hilarii 2n=58 ¢ & 26m+16sm+8st+8a | Fenocchio 1993
Pimelodella sp 2n=46 Q@ & 28sm+10sm+82 Dias and Foresti 1993
Pariolus.cf.longicau | 2n=52 ¢ & 22m+16sm+4st+10a | Garcia et al 2004
dus
Pariolus bollandi 2n=42 Q9 & 22m+10sm+4st+6a Roman et al 2002 b
Iheringichthys 2n=56 ¢ & 26m+14sm+12st+4a | Dias y Foresti, 1990
labrosus
|. labrosus 2n=56 ¢ & 42m,sm+42st,a Garcia el al.,1990
l.labrosus 2n=56 ¢ & 32m+8sm+6st+10a | Carvalho el al.,2004;
Pimelodus .sp 2n=56 ¢ & 40m/sm+16st/a Dias y Foresti, 1993
Pimelodus. sp 2n=56 ¢ & 32m+12sm+6st+6a | Garcia y Moreira, 2005
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8. DISCUSION

Con este trabajo de investigacion se pretendié dar una aproximacion al cariotipo
de las especies Astroblepus grixalvii y Astroblepus chapmani, de las cuencas Altas
de los rios Cauca y Patia, ampliando el conocimiento de la citogenética de estas
especies, teniendo en cuenta que no se han registrado reportes cromosémicos
sobre esta clase de peces, ni de su género.

Quince familias de peces neotropicales conforman el orden Siluriformes, dentro de
las cuales se encuentran Diplomystidae, Cetopsidae, Aspredinidae,
Nematogenydae, Trichomycteridae, Callichtydae, Scoloplacidae, Astroblepidae,
Loricariidae, Pimelodidae, Heptapteridae, Auchenipteridae, Pseudopimelodidae,
Ariidae y Doradidae (Reis et al. 2003, citado por Swarca et al., 2007); dentro de las
cuales se han realizado estudios citogenéticos para algunas de estas familias.

Entre las familias del orden siluriformes, se han identificado el mismo ndmero
cromosomico diploide (2n), para algunas especies, asi la familia Pimelodidae,
con numero 2n=56 en Pimelodus maculatus (Toledo y Ferrari, 1976, citado por
Swarca et al., 2007). En la familia Heptaptaridae con rango cromosémico 2n=42
en Pariolius bollandi (Roman et al., 2002) a 2n=58 en Rhamdia hilarii (Fenocchio
et al., 2000). La familia Pseudopimelodidae presenta un nidmeros cromosémico de
2n=54, como en Pseudopimelodus bufonius (Souza et al., 2003, citado por Swarca
et al., 2007) y la familia Loricariidae, cuyo nimero cromosémico diploide basal se
considera en 2n = 54, ademas presenta un rango de variacion de 2n=36 en
Rineloricaria latirostris, a 2n = 96 en una especie de Upsilodus (Hemipsilichthys).

Para Colombia se reporta la férmula cromosémica del Pimelodus clarias (nicuro),
con un numero cromosémico de 2n = 56, con las siguientes clases de
cromosomas para hembras y machos: 7 metacentricos, 12 submetacéntricos y 9
acrocéntricos y para el Pimelodus grosskoffi (capaz), con niamero cromosoémico
2n = 56, con las siguientes clases de cromosomas para ambos sexos: 7
metacéntricos, 13 submetacéntricos y 8 acrocéntricos (Alzate et al., 1991).

En el presente estudio, para la Cuenca alta de los rios Cauca y Patia, se
establece para la especies Astroblepus grixalvii, un niamero cromosémico de
2n=54, tanto para hembras como para machos, sin embargo, las especies de las
dos cuencas se diferencian en el tipo de cromosomas.

Se debe tener en cuenta que no se halld reporte alguno sobre los estudios

citogenéticos de la familia astroblepidae y sus géneros; sin embargo, en el estudio

de la especie A. grixalvii, para las cuencas de los rios Cauca y Patia se presento

un nuamero cromosomico que se encuentra dentro del rango presentado y

reportado para las familias pertenecientes al orden siluriformes. Tomando como
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base las referencias bibliograficas del orden siluriformes, al cual pertenecen las
especies en estudio, el A. grixalvii de la Cuenca Patia, presenta un namero
cromosomico 2n = 54 y formula cromosomica (34m + 12sm + 6st + 2t) y A. grixalvii
de la Cuenca del Cauca, con un numero cromosémico 2n = 54 y formula
cromosomica (28m + 12 sm + 8st + 6t), siendo familiar en algunas especies de la
familia Pimelodidae, como el Pimelodus fur con un nimero 2n = 54 (32m + 8sm +
6sub-t + 8a), (Garcia y Moreira Filho, 2005; citado por Swarca et al., 2007); la
familia Pseudopimelodidae como el Pseudopimelodus bufonius con 2n = 54 (18m
+ 22sm +6sub-t + 8a),(Souza et al., 2003; citado por Swarca et al., 2007), P.
mangurus con 2n = 54 (6m + 26sm + 12sub-t + 10a), (Martinez et al., 2004, citado
por Swarca et al., 2007), P. zungaru con 2n = 54 (30m + 14sm + 10a),(Garcia,
2005; citado por Swarca et al., 2007), Lophiosilurus alexandri con 2n = 54
(54m/sm/sub-t/a), (Marquez et al., 2002; citado por Swarca et al., 2007) y
Microglanis gravelloi con 2n = 54 (22m + 20sm + 12 sub-t), (Vissotto et al., 1999).

En lo que respecta al numero fundamental (NF) calculado para la especie A.
grixalvii de la Cuenca rio Cauca, fue de 102 y para la especie A grixalvii de la
Cuenca del rio Patia se calcul6 en 106. Como resultado, el A. grixalvii
perteneciente a la Cuenca del Patia tiene posiblemente mayor asimetria
cromosomica.

El ndmero fundamental para el A. chapmani, es de 110, demostrando
diferenciacion cromoso6mica con respecto a la especie A. grixalvii de las dos
cuencas.

Para la especies Astroblepus grixalvii de las cuencas altas de los rios Cauca y
Patia, se observd una variacion con respecto a su numero fundamental (NF); asi
para el A. grixalvii del rio Cauca, el NF es de 102 y para A. grixalvii del rio Patia
su NF es de 106. Existe una diferencia de 4 con respecto a su numero
fundamental, es posible que se de este cambio genético a re-arreglos por
inversiones pericéntricas como fisiones, fusiones y traslocaciones. Estas
inversiones involucran  en la evolucion cromosOmica, asi un cromosoma
telocéntrico por inversién pericéntrica se puede transformar en un cromosoma
metacéntrico o submetacéntrico, incrementando el nimero de brazos y por lo tanto
el ndmero fundamental (Stansfiel, 1992). Por otro lado, un cromosoma
metacéntrico o submetacéntrico, por inversion pericéntrica se puede transformar
en un cromosoma acrocéntrico o en telocéntrico, disminuyendo el nimero de
brazos y por lo tanto el nimero fundamental e incrementando la asimetria
(Romero, 1986)

En la Cuenca Alta del rio Cauca (rio Gualimbio), para la especie A grixalvii, tanto
machos como hembras presentaron un nimero cromosémico con 2n = 54, se
identificaron 28 cromosomas metacéntricos; 12 Submetacéntricos, 8
subtelocéntricos y 6 telocéntricos (28M + 12Sm + 8sub-t + 6T).
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Para la especie A. grixalvii, Cuenca Alta del rio Patia (rio Timbio), se determino
un numero cromosoOmico con 2n = 54, se identificaron 34 cromosomas
metacéntricos, 12 submetacéntricos, 6 subtelocéntricos y 2 telocéntricos (34 M +
12 Sm + 6Sub-t + 2T). En la especie A. grixalvii de las dos cuencas no se identificd
diferencia numérica cromosémica.

Se observan diferencias en la clasificacion de los cromosomas, al comparar la
especie A. grixalvii de las dos cuencas (Cauca y Patia). La especie A. grixalvii de
la Cuenca del Patia tiene 6 cromosomas metacéntricos de mas, respecto al A.
grixalvii de la Cuenca Cauca, pero tiene 2 cromosomas subtelocéntricos y 4
telocéntricos menos (Cariotipos e ideogramas en las figuras 20-27), hay una
igualdad en el numero de cromosomas submetacéntricos (12 y 12
respectivamente), esta diferencia en la clasificacion de los cromosomas,
posiblemente se debe a las inversiones pericéntricas que cambian la forma del
cromosoma y el orden de los genes, constituyéndose en una barrera reproductiva
entre las especies de las dos cuencas, que se hibridan, el hibrido resultante seria
heterocigoto para tales cambios en la estructura cromosémica y tendrian
problemas para el apareamiento cromosomico (sinapsis), en el proceso meidtico
de la formacion de gametos, dando origen a gametos des-balanceados
cromosomicamente e inviables, causando la esterilidad del hibrido. Es decir, las
inversiones pericéntricas son un mecanismo de evolucion cromosomica importante
en el proceso de especiacidon cuantica. Se han reportado ejemplos de especiacion
cromosOmica asi: el cromosoma 17 del hombre es acrocéntricos, mientras que el
correspondiente del chimpancé es metacéntrico. Otros cromosomas (4, 5, 12 y
17), se diferencian en el hombre y el chimpancé por inversiones pericéntricas,
(Ayala et al., 1984).

En la especie A. grixalvii de las dos cuencas, no fue posible identificar diferencias
cromosdmicas entre los sexos, es decir, determinar heterocromosomas, por
tamafo o forma. Es posible que existan pero que la diferencia sea respecto al
contenido de heterocromatina, que mediante la tincién aplicada (tincién directa),
nos es posible detectar. Se puede afirmar que las especies de A grixalvii en
estudio, estan emparentadas, solo varian en la clasificacion de sus cromosomas
entre los sitios de muestreo.

Los cambios cromosémicos estructurales (inversiones y traslocaciones) y
numeéricos (fusiones vy fisiones), estan implicados en la evolucién cromosémica,
son importantes en el proceso de especiacidon cuantica, o también llamada
saltacional, proceso por el cual una poblacion diverge rapidamente originando una
subespecie, que se halla reproductivamente aislada de la poblacion original,
fendbmeno que puede darse en la Cuenca Alta de los rios Cauca y Patia, con la
especie de A. grixalvii. Como una consecuencia se puede presentar mecanismos
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de aislamiento en la dindmica reproductiva de las poblaciones de A. grixalvii y su
aislamiento geogréafico que no permite el intercambio genético de la especie.

La especie A. chapmani de la Cuenca Alta del rio Cauca (rio Grande), presenta un
namero fundamental de 110, y no se comparé con la de la Cuenca del Patia,
debido a que no se encontraron ejemplares en sus afluentes, como los rios
Timbio, Guachicono, Obispo, Guabas, Galindes y Paispamba

La especie A. chapmani, perteneciente al mismo género Astroblepus, familia
astroblepidae, presenté un nimero cromosémico con 2n = 56, con una formula
cromosomica de 42M + 10Sm + 2Sub-t + 2T. Debido a la falta de informacion
bibliografica de esta especie en particular, la comparacion citogenética se realizé
con base a algunas especies de la familia Pimelolidae como el Bergaria
westermanni con 2n = 56 (42M, Sm + 14 sub-t), (Dias y Foresti, 1993; citado por
Swarca et al., 2007), Lheringichthys labrosus con 2n = 56 (26m + 14 sm + 12 sub-t
+ 4a) (Dias y Foresti, 1999; citado por Swarca et al., 2007), L. labrosus con 2n =
56 (32m + 8sm + 6sub-t + 10t) (Carvalho et al., 2004), Pimelodus sp con 2n = 56
(40m/sm + 16sub-t/a) (Dias y Foresti, 1993; citado por Swarca et al,. 2007) y el P.
sp con 2n = 56 (32m + 12sm + 6sub-t + 6t) (Garcia y Moreira, 2005, citado por
Swarca et al., 2007).

Las asimetrias intracromosOmica e intercromosdmica (Al e A2), son mayores para
los cariotipos de los peces (machos y hembras) de la especie A. grixalvii de la
cuenca del rio Cauca, respecto de los peces de la Cuenca del rio Patia.

En consecuencia, se considera que los cromosomas del A. grixalvii de la Cuenca
del rio Patia tienen una mayor simetria cromosomica que A. grixalvii del rio Cauca.
Esto coincide con los tipos de cromosomas identificados para esta especie: A.
grixalvii de la cuenca del rio Patia tiene 34 cromosomas metacéntricos y A.
grixalvii de la cuenca del rio Cauca tiene 28 cromosomas metaceéntricos. El
namero de cromosomas submetacéntricos es igual para A. grixalvii de las dos
cuencas (12 submetacéntricos) y el nimero de cromosomas acrocéntricos Yy
telocéntricos es menor para la especie A. grixalvii del rio Patia respecto al A.
grixalvii del rio Cauca. En general, una especie es mas simétrica
cromosOmicamente cuando mMAas cromosomas metacéntricos tiene y menos
acrocéntricos y telocéntricos tenga, respecto de otra especie.

En estudios realizados para plantas se ha establecido que a una menor asimetria
intracromosomica (Al) o mayor simetria, corresponde una mayor evolucion de la
especie respecto de otras especies del mismo género, con Al (asimetria
intracromosomica) mayor, (Ferrer et al., 2009). No obstante, tal afirmacion no se
puede extrapolar para peces, porque son especies muy diferentes.

Para la especie A. chapmani los valores calculados de la asimetria
intracromosdmica (Al) para hembras y machos fue de 0,62y 0,62, y los valores la
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asimetria intercromosomica (A2) de 0.011 y 0.011, y no se compar6 con la otra
cuenca del rio Patia, por falta de ejemplares.

En la clasificacion cromosémica se debe tener en cuenta el tamafio
“‘Fundamental” (F) o “Largos” (L), dependiente de su longitud relativa. Los de clase
F son cromosomas de longitud decreciente, siendo este tipo de cromosomas el de
mayor frecuencia. Los de clase L duplican en tamario al resto de cromosomas F,
de acuerdo con lo anterior, en el cariotipo de las especies Astroblepus grixalvii de
las cuencas de los rios Cauca y Patia y Astroblepus chapmani de la Cuenca
Cauca, se observa, que los cromosomas presentan una longitud decreciente, pero
al interior de cada clasificacion (M — SM — Sub t — T) (Figuras 28-31 ), se
establece que son de tamafio fundamental (F), al observar el par 1 presenta una
longitud  superior respecto de los demas cromosomas, son del tipo L,
metacéntricos y el par 27 presenta una longitud de casi la cuarta parte con
respecto a los de su clasificacion, lo mismo sucede para el A .chapmani,
sugiriendo que sean F (cortos); segun Chen 1971, estos se originan mediante la
fusidn céntrica de dos cromosomas de un solo brazo (Telocéntricos), para formar
un cromosoma de dos.

Por otra parte en los ideogramas se realiz6 la representacion grafica de los
cariotipos (Figuras 22, 23, 26, 27, 30 y 31), donde se demuestra la ubicacion del
centromero (1.C.) en relacién con el tamafio relativo (%) de cada par cromosémico
(Saavedra, 2008). La similitud que existe entre los cromosomas deja observar en
general el tamafio decreciente al interior de cada clasificacion cromosémica
(Carvajal, 2008); esto se observa en el tamafio relativo del par uno, que es mayor
respecto a los demas cromosomas de las especies estudiadas.

El estudio biométrico revel6 que la especie A. grixalvii de la Cuenca Alta del
Cauca, tanto en hembras como machos es de mayor longitud que los de la
Cuenca Patia, sin embrgo esta diferencia no es siginificativa, lo que se corrobora
aplicando la prueba t. En lo que respecta al peso la especie A. grixalvii de la
cuenca Alta del Cauca supera el doble a la del rio Patia, estadisticamente esta
diferencia es significativa, posiblemente esto se debe a la cantidad de nutrientes
que presenta el rio Gualimbio afluente de la Cuenca Cauca, produciendo la
proliferacion de organismos y peces que sirven de alimento al A grixalvii.

Para la especie A. chapmani de la Cuenca Alta del rio Cauca, el estudio determin6
gue no existe diferencia entre el promedio de longitud y peso de los dos sexos.

Por otro lado la morfologia de la familia Astroblepidae, ademas de presentar piel
sin escamas Yy diversas coloraciones, presenta dimorfismo sexual entre machos y
hembras, siendo caracteristico en los machos la presencia de un hemipene, tal
como fue observado en A grixalvii y A. chapmani, en el presente estudio y en el
A. Ubidiai por Ortega, 2005.
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En lo que respecta al A. chapmani de la Cuenca Alta del rio Patia, no se ubico
esta especie, a pesar de que se muestrearon varios afluentes, como los rios
Timbio, Paispamba, Guabas, Guachicono, Perodines y las Piedras, esto debido
posiblemente a que se ha diezmado su poblacién, las posibles causas son: la
destruccion de su hébitat natural por parte del hombre, con la introduccion de
especies comerciales, como es el caso de la trucha arcoiris, la cual se considera
su principal depredador, ademas de la contaminacién de su medio ambiente y la
deforestacion de los bosques nativos. Al ser reducidas la poblaciéon de estas
especies se afecta gravemente su viabilidad y como resultado se puede dar el
aislamiento geografico, alterando la variabilidad genética de la especie, es decir su
capacidad reproductiva, dandose una posible endogamia. Por otra parte por
problemas de orden publico, no se muestrearon todos los sitios a mas de 2000
metros sobre el nivel del mar.

En cuanto a la calidad del agua de las cuencas en estudio, esta influenciada por
las caracteristicas edéficas, topograficas y altitudinales de las zonas de captura de
los ejemplares. Estas zonas se caracterizan por ubicarse en regiones montafiosas
con medianas a fuertes pendientes, suelos de ligera a mediana acidez, ademas de
los procesos antropicos derivados de explotaciones Agropecuarias como es el
caso de la deforestacidn, ganaderia, cultivos de café, cafia y otros, y en el caso de
rio Grande Coconuco, donde el turismo ha alterado su cauce y parte de flora y
fauna tanto acuatica como terrestre. Con base en lo anterior se puede inferir que
las condiciones éptimas para la vida acuética son efecto del movimiento y caudal
del agua, que facilita la oxigenacion del medio acuatico permitiendo el desarrollo
de la vida acudtica; lo cual se evidencia en la tendencia ligeramente acida a
basica, con un pH entre 6.0 a 7.1, correspondiendo a ecosistemas de baja
alcalinidad como bicarbonatos y por ende de baja productividad; por otra parte, los
valores de O,D y su porcentaje de saturacion, al igual que el pH, oscilan entre los
rangos que permiten la existencia y supervivencia de la biota acuatica (Roldan,
1992).

Los hébitats, en donde se localizaron los peces, a simple vista no presentan
problemas de contaminacion de desechos organicos. Para confirmar esto es
importante realizar un analisis fisico-quimico hidrico de mayor profundidad,
aunqgue en el presente estudio se realizo una aproximacion de la calidad del agua
de estos sistemas.
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CONCLUSIONES

Las técnicas de cultivo de rifion y tratamiento del pez, son métodos efectivos para
obtener extendidos mitéticos de especies icticas, que serviran, en un futuro para
estudios citogenéticos de otras clase de vertebrados e invertebrados,
especialmente de habitats acuaticos.

Las técnica de cultivo de rifidn y tratamiento del pez, requieren ser estandarizadas
en particular para cada clase de peces.

En peces de tamafio pequefio, la técnica de cultivo de rifion es la mas facil de
aplicar, debido a que no se aplica levadura, por lo cual el pez no se estresa y asi
se obtiene un rifién de buena calidad para los extendidos mitéticos, obteniéndose
buenas metafases de la especie en estudio, como fue en el caso del Astroblepus
chapmani.

La especie Astroblepus grixalvii revela un nimero cromosémico diploide de 2n=54
y dos férmulas cariologicas para las dos cuencas; Para Astroblepus grixalvii del rio
Cauca la Férmula cariolégica es: 28M+12Sm+8sub-t+ 6T y para Astroblepus
grixalvii de la cuenca del rio Patia su formula cariolégica es de: 34M+12Sm+6
Sub-t+2T.

La especie Astroblepus chapmani presenta un cariotipo con un numero diploide de
cromosomas 2n=56, con una formula cromosémica de 42M+10Sm+2Sub-t+2T.

La especie Astroblepus grixalvii de la cuenca del rio Patia, se puede considerar
con mayor simetria cromosdmica, que la especie de la cuenca del rio Cauca, por
presentar un mayor nimero de cromosomas metacéntricos en su cariotipo y un
namero fundamental mayor que las especies de la cuenca del rio Cauca.

En las especies A. grixalvii y A. chapmani, de las dos cuencas, parte alta de los
rios Cauca y Patia, las hembras y machos presentan un par cromosémico
metacéntrico de gran tamafo, con respectos a los demas cromosomas.

En las especies A. grixalvii y A. chapmani de las dos cuencas, parte alta de los
rio Cauca y Patia, no se logr6 identificar cromosomas sexuales
(heterocromosomas), sin embargo es posible que existan y que las técnicas
utilizadas no hayan permitido su identificacion.

El cautiverio y el acondicionamiento de esta clase de peces en acuarios, no afectd
las pruebas citogenéticas, siempre que semeje a su habitat natural.
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En lo que respecta a la calidad del agua donde habitan los peces estudiados, sus
condiciones fisico-quimicas son aceptables para el normal desarrollo de la biota
acuatica,

Se puede considerar a la especie Astroblepus chapmani como un pez bio-
indicador de la buena calidad del agua debido a que esta clase de organismos
solo residen en ambientes limpios y sin problemas de contaminacion, por lo cual
se puede considerar como un pez estenotépico.
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RECOMENDACIONES

La realizacion de este tipo de trabajos permitira a futuro consolidar una base de
datos de las caracteristicas genéticas de las especies icticas y a su vez
constituirse como base para el establecimiento del inventario genético ictico del
pais.

Ademas del reconocimiento, descripcion, clasificacion y evaluacion del potencial
piscicola de la especies icticas nativas del pais, este tipo de trabajos permite la
consolidacion de los estudios biolégicos y mayor comprension de los procesos de
establecimiento y evolucion de la fauna ictica a nivel local, regional y del
continente.

Las dificultades evidenciadas en la realizacion del presente estudio permiten
considerar y sugerir la continua evaluacion y estandarizacion de técnicas vy
protocolos que permitan facilitar el desarrollo de futuros estudios.

La comunidad académica y los entes gubernamentales deben propender por
ampliar este tipo de investigaciones a todas las especies icticas y no solo a
aguellas sobre las cuales recae un interés comercial.

Se debe elaborar y ejecutar un plan de manejo ambiental adecuado para nuestro
departamento en lo que respecta a las cuencas hidrogréficas y asi lograr la
conservacion de la flora y fauna, como también de sus ecosistemas.

Por la falta de interés comercial de las dos especies en estudio , se recomienda
gue esta clase de peces sean estudiados con mayor profundidad, no solamente de
la parte taxondmica, sino también de la parte citogenética y molecular, con el fin
de ampliar en conocimiento de esta clase de peces y realizar a futuro, junto con
los estudios ecolégicos, implementando programas de caracterizacion
citogenética de las diferentes poblaciones, tanto a nivel nacional como del
continente, lo cual permitiria realizar programas de repoblamiento, sin afectar el
acervo genético de las especies.

Con esta clase de trabajos de investigacion se pretende dar un mejor manejo a
las especies endémicas del departamento del Cauca y que no existe hasta el
momento un manejo ambiental adecuado.

En préximos trabajos de citogenética a nivel de peces, para extracion de ADN el
procedimiento se debe complementar con marcadores moleculares, lo cual
garantiza la calidad de estas investigaciones.

Lo anteriormente expuesto sugiere realizar estudios moleculares (Marcadores
moleculares y pruebas de ADN) que permitan determinar o confirmar procesos de
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especiacion, ademas de determinar procesos migratorios, que determinen grupos
activamente reproductivos y su distribucion sobre las cuencas.

En nuestro pais se debe construir un banco genético sobre las especies acuaticas,
para asi evitar su contrabando y negocio ilegal.
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Anexo 1. Fotografias de Metafases Cultivo de Rifidn en proceso de
estandarizacion, Sitio No 1 rio Gualimbio, Protocolo Tratamiento del pez, sin

levadura.

a.- Metafase 30 min/KClI 0.45%
Astroblepus grixalvii

c.- Metafase 40 min/KCl 0.45%
Astroblepus grixalvii

e.- Metafase 45 min/KCl 0.45%
Astroblepus grixalvii

104

b. Metafase 35 min/KCI 0.45
Astroblepus grixalvii

d. Metafase 40 min/KCI 0.45
Astroblepus grixalvii

f. Metafase 50 min/KCl 0.45%
Astroblepus grixalvii
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Anexo 2. Fotografias de Metafases Cultivo de Rifibn en proceso de
estandarizacion, Sitio No 2 rio Timbio, Protocolo Rifién, con levadura.

a.- Metafase 30 min/KCl 0.45%
Astroblepus grixalvii

c.- Metafase 40 min/KCI 0.45%
~Astroblepus grixalvii'
Bt s : s

e- Metafase 45 min/KCl 0.45%
Astroblepus grixalvii

b. Metafase 35 min/KCl 0.45
Astroblepus grixalvii

d. Metafase 40 min/KCI 0.45

Astroblepus grixalvii

f. Metafase 50 min/KCI 0.45%

Astroblepus grixalvii



Anexo 3. Fotografias de Metafases Cultivo de Rifibn en proceso de
estandarizacion, Sitio No 3 rio Grande Coconuco, Protocolo Rifidn, sin levadura.

a.- Metafase 35 min/KCl 0.45% b. Metafase 35 min/KCl 0.45
Astroblepus chapmani Astroblepus chapmani

: .

]

c.- Metafase 40 min/KCIl 0.45% d. Metafase 40 min/KCI 0.45
Astroblepus chapmani

Astroblepus chapmani

e.- Metafase 45 min/KCl 0.45% f. Metafase 50 min/KCl 0.45%
Astroblepus chapmani Astroblepus chapmani
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Anexo 4. Biometria Astroblepus grixalvii, Rio Patia.

Biometria del Astroblepus grixalvii, sitio No 1,

Zona Timbio, Vereda El Platanillal

Fecha Sexo Wt/gr | Lt/cm

07/07/2006 macho | 12,63 11

07/07/2006 macho 11,4 | 10,6

08/08/2008 macho | 24,43 16

08/08/2008 macho | 15,45 12

08/08/2008 macho | 18,54 13

08/08/2008 macho | 12,81 | 11,3

08/08/2008 macho | 13,02 11

07/07/2006 macho | 12,89 11

OO N0 W|IN|F

07/07/2006 macho 11,4 10

[
o

08/08/2008 macho 25 14,1

H
H

08/08/2008 macho | 17,45 | 12,2

=
N

08/08/2008 macho 18,5 13

[EY
w

20/08/2006 macho | 24,43 14

|_\
N

20/08/2006 hembra 18 13

[
(93]

20/08/2006 hembra | 12,81 11

=
(o]

07/07/2006 hembra | 14,45 | 11,3

|_\
\'

07/07/2008 hembra | 11,69 | 10,5

[EY
[o¢]

08/08/2008 hembra | 20,02 | 13,5

=
O

07/07/2006 hembra | 13,22 | 11,2

N
o

07/07/2006 hembra | 11,8 10,5

N
=

20/08/2006 hembra | 23,8 | 14,1
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Anexo 5. Biometria Astroblepus grixalvii, Rio Cauca

La Tetilla vereda "Las Mercedes" Sitio No 2, rio Gualimbio,
Corregimiento Santa Rosa, Vereda las Mercedes
Fecha Sexo Wt/gr Lt/cm
1 01/10/2006 macho 16,25 11,3
2 01/10/2006 macho 38,45 16
3 29/10/2006 macho 36,26 15
4 13/11/2006 macho 36,94 15
5 13/11/2006 macho 58,1 18,5
6 13/11/2006 macho 43,49 16
7 02/02/2007 macho 18,26 13
8 02/02/2007 macho 17,52 12,5
9 09/03/2007 macho 38,46 16,5
10 01/10/2006 hembra 38,16 17,6
11 17/10/2006 hembra 27,3 14
12 17/10/2006 hembra 37,43 16
13 17/10/2006 hembra 45,38 18
14 17/10/2006 hembra 45,3 17,8
15 29/10/2006 hembra 38,32 16,44
16 13/11/2006 hembra 43,27 17,05
17 13/11/2006 hembra 28,05 13,54
18 02/02/2007 hembra 26,5 13
19 09/03/2007 hembra 12,45 11,5
20 27/03/2007 hembra 24,21 13
21 27/03/2007 hembra 22,47 12
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Anexo 6. Biometria Astroblepus chapmani, Rio Grande Coconuco

Biometria del Astroblepus chapmani, Sitio No 3 Rio Grande
Coconuco

Fecha Sexo Wit/gr Lt/cm
1 07/10/2007 macho 15,28 8,5
2 07/10/2007 macho 15 8,23
3 07/10/2007 macho 12,4 6,13
4 07/10/2007 macho 10,34 5,7
5 07/10/2007 macho 9,22 5,2
6 07/10/2007 macho 8,13 4,7
7 07/10/2007 macho 15,66 7,8
8 07/10/2007 macho 14,17 8
9 07/10/2007 macho 13,19 6,2
10 07/10/2007 hembra 16,79 9
11 07/10/2007 hembra 14 8,3
12 07/10/2007 hembra 12 6,2
13 07/10/2007 hembra 11 6
14 07/10/2007 hembra 14,5 8
15 07/10/2007 hembra 11,12 6,22
16 07/10/2007 hembra 10,21 6
17 07/10/2007 hembra 9,13 5,5
18 07/10/2007 hembra 9 51
19 07/10/2007 hembra 10,11 6,1
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Anexo 7. Planilla para el Conteo de metafases y nimero cromosémico.

Sitio de Muestreo:

Sitio de muestreo

Fecha Muestreo: Fecha de
Muestreo
Fecha Experimento: Fecha de Experimento
Especie: Sexo: Especie: Sexo:
Cédigo Placa: Cédigo Placa:
# Metafases | #2n Observaciones y # Metafases | #2n Observaciones y
Coordenadas Coordenadas
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 11
12 12
13 13
14 14
15 15
16 16
17 17
18 18
19 19
20 20
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
27 27
28 28
29 29
30 30
# Cromosomico Estadistico: # Cromosomico Estadistico:

10




Anexo 8. Numero de Metafases y conteo cromosomico de la especie Astroblepus
grixalvii Sitio No 1 Timbio, Hembras y machos.

Macho Hembra
No. No. No. No.
Cromosomico | Metafases | Cromosomico | Metafases
40 0 40 0
41 0 41 1
42 0 42 1
43 0 43 1
44 1 44 0
45 1 45 0
46 1 46 1
47 1 47 1
48 2 48 1
49 2 49 1
50 2 50 4
51 3 51 2
52 8 52 6
53 3 53 2
54 35 54 39
55 2 55 0
56 2 56 2
57 0 57 0
58 2 58 0
59 0 59 0
60 0 60 0
Total 60 TOTAL 60
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Anexo 9. Numero de metafases y conteo cromosémico de la especie Astroblepus
grixalvii Sitio No 2 Gualimbio hembras y machos.

Macho Hembra
No. No. No. No.
Cromosomico | Metafases | CromosOmico | Metafases
40 0 40 0
41 0 41 1
42 0 42 1
43 0 43 1
44 1 44 1
45 1 45 1
46 1 46 2
47 1 47 1
48 2 48 2
49 1 49 2
50 4 50 2
51 2 51 1
52 4 52 4
53 1 53 4
54 34 54 31
55 1 55 0
56 3 56 4
57 0 57 1
58 2 58 1
59 0 59 0
60 2 60 1
Total 60 TOTAL 60
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Anexo 10. Numero de metafases y conteo cromosémico de la especie
Astroblepus Chapmani, Sitio No 3 Rio Grande Hembras y machos.

Macho Hembra
No. No. No. No.
Cromosomico | Metafases | Cromosdmico | Metafases
40 0 40 0
41 0 41 0
42 0 42 0
43 0 43 0
44 0 44 0
45 0 45 0
46 0 46 4
47 1 47 1
48 2 48 1
49 1 49 2
50 4 50 3
51 2 51 0
52 5 52 6
53 4 53 2
54 4 54 6
55 0 55 0
56 32 56 34
57 4 57 0
58 1 58 0
59 0 59 0
60 0 60 1
Total 60 TOTAL 60
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Anexo 11. Prueba de estudent para las especies A. grivalvii, Cuenca Caucay
Patia.

Wt/gr Sitio No 1 Wt/gr sitio No 2

12,63 16,25

11,4 38,45

24,43 36,26

15,45 36,94

18,54 58,1

12,81 43,49

13,02 18,26

12,89 17,52

11,4 38,46

25 38,16

17,45 27,3

18,5 37,43

24,43 45,38

18 45,3

12,81 38,32

14,45 43,27

11,69 28,05

20,02 26,5

13,22 12,45

11,8 24,21

23,8 22,47
Promedio 16,37 32,98
Desviacion estandar 4,77 11,74
Media geométrica 15,76 30,73

Prueba T
Variable 1 Variable 2

Media 16,36857143 32,97952381
Varianza 22,76563286 137,8718648
Observaciones 21 21
Varianza agrupada 80,31874881
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 40
Estadistico t -6,005936215
P(T<=t) una cola 2,31824E-07
Valor critico de t (una cola) 1,683851014
P(T<=t) dos colas 4,63648E-07
Valor critico de t (dos colas) 2,02107537
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Con 40 grados de libertad (gl) y 0,025 e igual a 2,0211 y por ser este valor
calculado de 6,0059 mayor (>) que el tabulado, hay diferencia significativa entre
las dos especies de A. grixalvii de las dos cuencas, siendo las mismas especies
en lo que respecta al peso, mas no hay diferencia significativa en lo respecta a
longitud. Posiblemente esta diferencia se debe a la gran cantidad de nutrientes
que puede haber en el rio Gualimbio afluente de la Cuenca Cauca.
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