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RESUMEN

La varniabilidad gendética de Frewdoplatvstoma fasciatum v P figrinum fue cstimada en tres localidades de la
Amazonia peruana mediante las téenicas “Exon - Primed Intron - Croosing”™ (EPIC) v “Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP). Un total de 102 especimenes Tueron analizados con ires sistemas inirdnicos (Chk,
RPEX v PmOPSI). El intron PmOPSI es diagndstico para diferenciar ambas especies. Los tres intrones fueron
digeridos con enzimas de restriccion para analizar la variabilidad de secuencia observando el polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), Los resultados del Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC),
indice de fijacion (F, = 0.43) v distancia genética (D = 0.76) entre ambas especies corroboraron la identidad
genética de las mismas, sin hibridos naturales observado entre ellas, A nivel intraespecifico, los resultados
encontrados por AFC, F, v DD mostraron en P fasciatum como en P, figrinum que la variabilidad genética observada
no estas relacionada con la ubicacion geografica de las poblaciones. Los resultados podrian ser explicados por el
cardcter migratorio v la distribucion de estas especies en la cuenca Amazdnica,
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GENETIC VARIABILITY OF Psevdoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766) AND
Pseudoplatystoma tigrinum (Valenciennes, 1840), IN THE PERUVIAN AMAZON

ABSTRACT

The genetic variability of Pyewdoplatvstoma fasciatum and P figrinum was estimated in three localities of the
Peruvian Amazon throngh the technigues “Exon - Primed Intron - Croosing”™ (EPIC) and “Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), A total of 102 specimens were analyzed with three intronic systems (Cl, RPEX and
PrOPSI). PmOPS] intron was diagnostic in order to distinguish both species. The three introns were digested with
restricted enzymes to analyze the sequence variability observing the restriction fragment length polymorphism
(RFLP). The results of the Factoral Comespondence Analysis (FCA), index fixation (F, = 0.43) and genetic
distance (D) = 0.76) between both species cormroborated the genetic identity of them without observed natural
hybrnds between them. The results found at intraspecific by CFA, F and D showed in P fasciatum as well as in P
tfigrinum that the observed genetic variability i3 not in relationship with geographic location of the populations, The
results would be explained with the migratory behaviour and the distribution of these species in the Amazon basin.
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1. INTRODUCCION

La Ictiofauna amazonica es una de las mas ricas del
plancta; albergando entre 2.500 - 3.000 especies
(Goulding er al., 1997). Su gran diversidad, ha hecho
dificil para muchos taxénomos la identificacion de
especies. Hasta hace poco, en la familia Pimelodidae,
tres especies, eran clasificadas dentro del género
Pseudoplatystoma: P. fasciarum (cuencas de los rios
del escudo de las Guyanas, Magdalena, Orinoco,
Amazonas y Parana, P, tigrinum (cuencas del Orinoco
y Amazonas) y P. corruscans (cuencas del San
Francisco y Parand). Los resultados de una reciente
revision taxonomica basada en analisis de caracteres
morfolégicos fue realizada por Buitrago-Sudrez &
Burr (2007), quienes indican que ¢l genero
Pseudoplatystoma esta conformado por ocho especies
agrupadas en un grupo monofilético dividido en dos
clados. El primero conformado por P. tigrinum y P.
metaense estaria restricto a las cuencas del Amazonas
y Orinoco respectivamente; y ¢l segundo grupo
comprendido por seis especies P. fasciatum (cuencas
del escudo de las Guyanas), . magdaleniatum (cuenca
del Magdalena), P orinocoense (cuenca del Orinoco),
P punctifer (cuenca del Amazonas), P reticulatum
(cuenca del Parana y Amazonas) y P corruscans
(cuenca del San Francisco y Parand). En base a esta
revision P fasciatum seria considerado como P
punctifer (Castelnau, 1855) y se encontraria en
simpatria con P. tigrinum, (Valenciennes, 1840) en la
Amazonia peruana. Sin embargo, Torrico, et al. (en
prensa) demostrd en base a datos moleculares que no
existiria diferenciacion genética entre P fasciatum y P.
punctifer rechazando el status taxondémico de P
punctifer como especie. Considerados dentro del
grupo de “grandes bagres ", P._fasciatum y P. tigrinum
son especies que se caracterizan por su gran tamario,
valor alimenticio y comercial en la pesca fluvial de la
Amazonia peruana, colombiana, boliviana y brasilera
(Lauzanne & Loubens 1985; Barthem & Goulding,
1997; Agudelo et al., 2000: Moncada & Rios, 2002).
En el Pert las estas dos especies presentan individuos
con padrones de coloracion intermediarios, que deja
suponer la existencia de hibridos naturales entre ellas,

Datos de desembarque pesquero indican, que en
los afios 2005 y 2006 P. fasciatum ocupé cl primer y
segundo lugar en los volumenes de desembargue total
dentro de los grandes bagres en la region Loreto
(258.81 Ten el 2005 y 222.41 T en el 2006), mientras
que P tigrinwm ocupo el sexto y tercer lugar con 56.28
Tenel 2005y 90.48 T en el 2006 (Garcia er al., 2008,
en prensa). Asimismo, los datos de captura reportados
por Montreuil (2000) muestran que éstas especies
vienen siendo extraidas con tallas inferiores a la talla
de primera maduraciéon sexual, es decir antes de
realizar la primera desova. La sobrepesca y la
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pesqueria en tallas prohibidas estarian causando la
disminucion de las poblaciones naturales, con la
consecuente erosion genética (Barthemetal,, 1995; en
Cafias, 1998).

El conocimiento sobre la genética de poblaciones
de peces en los principales sistemas fluviales de Sur
América, es ain incipiente y las deficiencias en la
informacion disponible limitan el andlisis historico y
actual sobre la biogeografia de las especies
(Sivasundar ez al., 2001), o la diferenciacion de stocks
con fines de mancjo (Gallo & Diaz-Sarmiento, 2003).
En el caso de P fasciatum y P. Higrinum, varios
marcadores moleculares, vienen siendo utilizados
para la visualizacion de la variabilidad genética a nivel
interespecifico, inter e intrapoblacional: (Coronel,
2001; Rivera, 2003; Torrico, 2004; Barreta, 2005).

La identificacién genética a nivel especifico de los
peces s un pre-requisito necesario para ¢l mancjo de
su pescd, su piscicultura y su bioconservacion (Morilz,
1995; da Silva & Patton, 1998). Los factores de mayor
contribucion en la hibridacion de especies de peces
son: los disturbios antropogénicos relacionados a
actividades de acuicultura, la introduccién de especies
y la pérdida o alteracién de habitats (Scribner et al.,
2001). El presente trabajo tuve como objetivo estimar
la variabilidad genética de P. fasciatum y P. tigrinum
en la Amazonia peruana, a través de la combinacion de
las técnicas moleculares EPIC-RFLP; evaluando
preliminarmente fos limites genélicos  entre estas
especies y poblaciones morfolbgicas, con la posible
existencia de hibridos interespecificos, Asimismo,
estudiando la filogeografia del genero
Pseudoplatystoma en el Peri que sirva de base para
futuras investigaciones en relaciéon con planes de
manejo y conservacion.

2. MATERIALY METODO
MUESTRED

Se colectd durante el primer semestre del 2006 un
total de 102 especimenes (17 individuos de P
Sasciatum y 17 individuos de P tigrinum por
localidad), en las localidades de Iquitos, Pucallpa y
Puerto Maldonado en la Amazonia peruana (Figura 1).
De cada pez se colectd aproximadamente un cm’ de
tejido muscular, el cual fue conservado en etanol al
96%, hasta el momento de la extraccion.

ANALISIS DE LABORATORIO

La extraccion de ADN se realizd de acuerdo al
método CTAB de Doyle & Doyle (1987) a partir de
100mg de tejido muscular conservade en etanol al
96%. La verificacion del ADN se realizo utilizando
agarosa 0.8%, tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados en un transluminador de luz UV.
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Figura 1. Localizacion geogrifica de los sitios de
muestreo de doncella P fasciatum y tigre ziingaro P
tigrinum en la Amazonla peruana.

En el presente estudio hemos utilizado una
combinacion de la técnica Exon - Primed Intron -
Crossing (EPIC), consistiendo en la amplificacion de
regiones intrénicas de genes nucleares utilizando dos
cebadores ubicados sobre los exones adyacentes
(Palumbi, 1995; Bieme et al., 2000; Hassan et al.,
2002; Carvajal, 2004); y la técnica “Rectriction
Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP),
herramienta para determinar y cuantificar altos niveles
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de variacion genética a nivel poblacional (Slade et al.,
1993; Palumbi & Baker, 1994; He & Haymer, 1997).
Otros autores también lograron aumentar la cantidad
de informacion de sus datos usando esta misma
combinacion de técnicas como por cjemplo en el
estudio de la mosca de la fruta Ceratitis capitata, (He
& Haymer, 1999); los autores aumentaron la
resolucion informativa del intron Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, cortando con la enzima de restriccion
Rsal y Taq"l, logrando diferenciar las relaciones de 26
poblaciones de estas moscas en varias localidades de
infestacion. Se utilizd los cebadores de tres intrones
Ck,RPEX y PmOPSI (Tabla 1).

Las concentraciones finales de cada reactivo en el
PCR fueron: 0.04 U/ul Taq polimerasa, 1X buffer,
0.2mM dNTPs, 1.5mM MgCl,, 0.04pM de primers F y
R, 28ng/pl DNA; la reaccién fue completada a 25pul
con agua ultrapura. Las condiciones de temperatura
fueron: una desnaturalizacion inicial a 92 °C x 2 min.,
seguidos de 30 ciclos: desnaturalizacién a 95 °C x
Imin, hibridacién a 49.4/45.4/54.8 °C x lmin en
RPEX, PmOPSI y Ck respectivamente, y extension a
72 °C x 1min, seguido por Smin de extensién final a 72
°C. Los intrones amplificados fueron visualizados en
agarosa 2% en un transluminador de luz UV. El
tamafio de los productos de amplificacion fue
determinado mediante el uso del marcador de peso
molecular ladder 100pb (100 a 1500pb).

Los intrones amplificados fueron cortados con 10
enzimas de restriccion (HpyCHA4IV, Hpyl881, Neil,
Hhal, Dral, Rsal, Hpall, Taq"l, BsThly Tsp5091) enun
mix de 15ul [4ul de producto PCR, 1.5ul del tampén
enzimatico; 3U de la enzima; 0.15pl de BSA
(100pg/ul) (dependiendo de la enzima), y lo restante,
agua ultrapura] ¢ incubados a 37 °C & 65 °C
{(dependiendo de la enzima) por dos horas. Los cortes
de las enzimas fueron verificados en agarosa 1.8%;
tenidos con bromuro de etidio y visualizados en un
transluminador de luz UV. El tamaiio de los productos
digeridos fue determinado mediante el uso del
marcador de peso molecular ladder 100pb (100 a

1500pb).

Tabla 1. NGmeroy secuencia de primers utilizados en el anélisis por EPIC-PCR.

POSICION SECUENCIA DEL PRIMER
GEN il PRIMER FUENTE e
Creatin Kinasa 6 Ck 8F Chow & GAC CAC CTC CGA GTC ATC TC
Ck IR Takeyama, 1998 CAG GTG CTC GTT CCA CAT GA
$7 Ribosomal : Rpex 1F Chaw & TGG CCT CTT CCT TGG CCG TC
Protein (RP) Rpex 2R Takeyama, 1998 AAC TCG TCT GGC TTT TCG CC
‘ s PMO PSI1F TTC GGC ACG AGC AGC TCG C
o PMO PSI 18 st 00 CAT GTC CTC AGG CAC TGT GIC C
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INTERPRETACION Y TRATAMIENTO DE DATOS

A partir de la combinacion de los perfiles
enzimaticos gencrados por cada uno de los tres
intrones s¢ establecio el genotipo para cada uno de los
individuos. Estos genotipos fueron analizados con la
ayuda del Software Genetix version 4.05.2 (Belkhir et
al., 2004), las diferencias genéticas fueron
establecidas mediante el Andlisis Factorial de
Correspondencia (AFC), a nivel intra e
interespecifico. La estructura genética entre las
poblaciones geograflicas fue evaluada utilizando cl
estimador 0 del F, (Weir & Cockerham, 1984; Weir,
1990). Las relaciones genéticas entre la poblaciones
de P, fasciatum y P. tigrinum fueron estimadas en base
a las distancias genéticas de Rousset D=F /1-TF_.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De los tres intrones analizados (Ck, RPEX vy
PmOPSI), solamente PmOPSI fue informativo a nivel
interespecifico, mostrando antes de la  digestién por
las enzimas de restricciéon, un polimorfismo de
longitud con dos diferentes fragmentos de ADN

pb M P fasciotum P. tigrinum pb ™M nm Aty_llmm_-'l
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totalmente diagnosticos (diferenciales) de las
especies, de aproximadamente 330pb para P
Sfasciatum y 380pb para P. tigrinum (Figura 2), Barreta,
(2005) en su estudio de la vanabilidad genética de
cuatro poblaciones bolivianas de estas mismas
especies: reportd cuatro intrones Mhe, Am2b,
PmOPSI y RPEX, para los cuales fueron detectados
loci polimoérficos. Otros autores también utilizaron
exitosamente la técnica EPIC-PCR para el estudio del
polimorfismo en otros peces. Asi, Berrebi er al,
(2006), encontré cuatro intrones diagndsticos (entre
ellos Ck) para demostar claramente la presencia en
China, de cuatro grupos independientes
geograficamente dentro de la especie Opsariichthys
bidens. Hassan et al., (2002), utilizé 17 intrones para
estudiar la variacion nuclear en algunos peces
teledsteos (Carangidae, Centropomidae,
Chaetodontidae, Clupeidae, Holocentridae,
Moronidae, Mullidae, Pomacentridae, Scombridae y
Siganidae), encontrando 14 intrones informativos
para estas especies. Hassan & Bonhomme, (2005), en
su estudio de la variabilidad genética de Upaneus
moluccensis con 5 intrones, no encontrd diferencia
genética significante.

pb M 'P. fasciatum

142

Figura 2. Gel de agarosa al 2% mostrando los productos de amplificacién de los intrones: (A) Ck, (B) RPEX y (C) PmOPSI

endoncella P fasciatum y tigre zGngaro P, tigrinum.

Figura 3. Gel de agarosa al 1.8% mostrando los cortes (Perfiles: A, B, C y D} con enzimas de restriccion en el intron Ck: {A)
enzima fHhal, (B) enzima Rsal y (C) enzima Dral para tigre zlngaro P tigrinum y doncella P fasciatum.
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Figura 4. Gel de agarosa al 1.8% mostrando los cortes (Perfiles: A, B, C, D y E) con enzimas de restriccion en el intron
RPEX: (A) enzima HpyCH4IV, (B) enzima Ncil y (C) enzima Hpall para tigre z(ngaro P. tigrinum y doncella P fasciatum.

pb M- -2 rigrinum—P fasclatum
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Figura 5. Gel de agarosa al 1.8% mostrando los cortes (Perfiles: A, B, C, D y E) con enzimas de restriccion en el intron
RPEX: (A) enzima HpyCH4IV, (B} enzima Neil y (C) enzima Hpall para tigre zingaro P tigrinum y doncella P fasciatum.

De las diez enzimas utilizadas en este estudio, solo
siete revelaron un polimorfismo de restriceidn
(entonces de secuencia): ffhal v Rsal en ¢l intron Ck
(Figura 3), HpyCH4IV, Neil y Hpall en RPEX (Figura
4); y BstBl, Taq'1 y Hpall en PmOPSI (Figura 5). Los
intrones monomorficos Ck y RPEX después de la
digestion mostraron un polimorfismo a nivel inter ¢
intrapoblacional con las enzimas fhal, Rsal,
HpyCHAIV, Neil y Hpall. De estas enzimas Hhal y
HpyCH41V mostraron perfiles especificos para una
parte de Jas poblaciones en ambas especies El intron
PmOPSI fue poco informativo a nivel
interpoblacional, siendo que la Unica enzima que
presento perfiles informativos para las poblaciones de
P. fasciatum fuc Hpall. Las demas enzimas produjeron
perfiles comunes entre las tres poblaciones de ambas
especies.

RELACIONES INTERESPECIFICAS ENTRE
Pseudoplatystoma fasciatum Y P, tigrinum

Los resultados del AFC entre las especies,
muestran dos grupos claramente definidos y
totalmente independientes entre si (Figura 6);

permitiéndonos afirmar la separacion genética de
estas especies. Estos resultados son corroborados por

VOL. 16 N° 1-2 2007: 145- 152

Figura 6. Groyeccion grafica de los dos primeros ejes del
Andlisis Factorial de Correspondencia para los individuos

de tigre zigaro P tigrinum (#) y doncella P fasciatum (™).

el F, (0.43, P = 0) y la distancia genética fuerte (D =
0.76) entre las dos especies. Resultados similares
fueron obtenidos por Barreta, (2005) en su analisis
interespecifico de las cuencas bolivianas del Beni,
Mamoré, Iténez y Manuripi (F, = 0.56 a P = <5%).
Asimismo, podemos afirmar que estas especies
analizadas con la combinacion de los marcadores
EPIC-RFLP no presentan hibridos naturales entre
cllas; cstos resultados concuerdan con los estudios
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realizados en otras regiones, con otros marcadores:
Isoenzimas y locus de EPIC-PCR (Barreta, 2005), (D-
loop)-RFLP (Rivera, 2003) y secuenciamiento
nucleotidico de la region D-loop (Torrico 2004). A
nivel interpoblacional, en ninguna de las dos especics,
el AFC no logré discriminar las tres poblaciones
geograficas estudiadas.

Las estimaciones del F, para las poblaciones
dentro de las especies no fueron significativas (Tabla
2). Valores semejantes de F_ fueron reportados en
poblaciones bolivianas de £, fasciatum no lograndose
establecer diferenciaciones genéticas entre las
poblaciones geograficas (Iténez, Orthon y Mamoré);
En cambio para P figrinum al compararse las
poblaciones de las tres cuencas en mencién se
encontraron diferencias entre el Iténez con la cuenca
delrio Orthon (F =0.19) y el Iténez con el Mamoré (F_
=0.15) (Rivera, 2003).

Tabla 2. Estimacion del F, para las tres poblaciones de
doncella P fasciatum y tigre z(ngaro P tigrinum. En el
cuadrante superior se muestra los resultados de F y enel
cuadrante inferior las probabilidades.

| [ p [ pp [P | m [P | ™|

Pl - ppoc 0033 0385 0383 0403
PP 0670 - 0008 0409 0381 0.421
PM 0175 0332 - 0505 0485 0518
T 0000 0O00C 0003 - 0000 0015
0000 0000 0000 0565 - 0000
T™M 0000 0000 0000 0266 0717 -

El dendograma obtenido a partir de los datos de F,
y mediante la distancia (D) de Rousset, mostré una
clara diferenciacion genética entre P. fasciatum y P.
tigrinum (D = 0.76). El analisis interpoblacional en P
Jasciatum reveld que las poblaciones fueron reunidas
en dos grupos (D = 0.01). El primero agrupa las
poblaciones de Iquitos y Pucallpa (D = 0.00) y el
segundo a la poblacién de Puerto Maldonado. Sin
embargo, la diferenciacion no es significante. En P.
tigrinum las poblaciones se encontraron reunidas en
un solo grupo (D =0.00) (Figura 7).

La ausencia de estructuracién dentro de cada
especie a la escala de la Amazonia peruana puede ser
relacionada al comportamiento migratoric de los
Pseudoplatystoma (Munoz & Vadamme, 1998)
facilitando los intercambios genéticos entre cuencas.
Comparando las dos especies, la estructuracion mas
pronunciada (sin embargo no significante) en P.
fasciatum, si seria confirmada con un mayor nimero
de datos, podria ser relacionada a la distribucion de P
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Jfasciatum rio arriba a mayores altitudes; entonces en
un darea topograficamente mas fragmentada,
facilitando la divergencia genética entre las
poblaciones de las diferentes cuencas y subcuencas.
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Figura 7. Dendograma elaborado a partir de los datos de
distancia genética de Rousset calculada con el F, de las
poblaciones de P, fasciatum y P, tigrinum. PM: P, fasciatum
Puerto Maldonado; PP: P fasciatum Pucallpa; Pl: P
fasciatum Iquitos; TM: P, tigrinum Puerto Maldonado; TP:
P, tigrinum Pucallpa; Tl: P tigrinum Iquitos.
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