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RESUMEN

En el presente trabajo se generaron los primeros resultados de la variabilidad genética de Brachyplatystoma
tigrinum (Pimelodidae, Siluriformes) en la Amazonia peruana, comparandola con la variabilidad de otras dos
especies de bagres de la familia Pimelodidae (B. rousseauxii'y B. vaillantii). El analisis fue realizado a través
del secuenciamiento nucleotidico de la region control del DNA mitocondrial (DNAmt) de 41 especimenes de
B. tigrinum y 30 de cada especie a comparar (B. rousseauxii y B. vaillantii). El porcentaje de bases
nucleotidicas en las tres especies fueron similares, siendo los valores de Adenina (A) y Timina (T) mayores
que las de Citosina (C) y Guanina (G). El polimorfismo de DNA indicé que B. tigrinum presenta baja
variabilidad genética (Haplotipos =8, Hd=0.527, 1= 0.002) en comparacion a B. rousseauxii y B. vaillantii
(Haplétipos=26,Hd=0.986,1=0.008; H=27,Hd=0.991, t=0.016, respectivamente). Si consideramos la
relacién entre los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica del DNAmt propuesto para teledsteos
marinos, podemos clasificar a las especies comparativas (B. rousseauxii y B. vaillantii) como aquellas que
poseen poblaciones estables, con grandes tamaifios efectivos, elevado flujo de genes y amplia distribucién
geografica. Mientras que B. tigrinum con sus reducidos valores de diversidad haplotipica y nucleotidica,
podria estar reflejando que esta especie ha pasado por un reciente efecto de cuello de botella o un efecto
fundador, que estaria causando pérdida de diversidad genética.

PALABRAS CLAVE: Brachyplatystoma tigrinum, variabilidad genética, secuenciamiento, region control,
Amazonia peruana.

COMPARATIVE STUDY OF THE GENETIC VARIABILITY OF CATFISH TIGRINUS -
Brachyplatystoma tigrinum (Britski, 1981) AND TWO RELATED SPECIES OF THE
PIMELODIDAE FAMILY

ABSTRACT

The present study generated the first results of the genetic variability of Brachyplatystoma tigrinum
(Pimelodidae, Siluriformes) in the Peruvian Amazon, comparing its variability with two other catfish species
from the Pimelodidae family (B. rousseauxii and B. vaillantii). The analysis was done through nucleotide
sequencing of the control region of the mitochondrial DNA of 41 specimens of B. tigrinum and 30 of each
species to compare (B. rousseauxii and B. vaillantii). The percentage of nucleotide bases in the three species
were similar, the values of adenine (A) and thymine (T) were greater than the values of cytosine (C) and
guanine (G). The polymorphism of DNA indicated that B. tigrinum has low genetic variation (Haplotypes =8,
Hd=0.527,1=0.002) compared to B. rousseauxii and B. vaillantii (haplotypes =26, Hd=0.986, t=0.008, H
=27,Hd=0.991,1=0.016, respectively). If we consider the relationship between the values of the diversity
of haplotype and nucleotide of the mtDNA proposed to marine teleost, we can classify the compared species
(B. rousseauxii 'y B. vaillantii) as those that have stable populations with large effective sizes, high gene
flow and wide geographic distribution. While the reduced values of haplotype and nucleotide diversity of B.
tigrinum, could indicate that this species has undergone a recent bottleneck effect or founder effect, which
would cause loss of diversity.

KEYWORDS: Brachyplatystoma tigrinum, genetic variability, sequencing, control region,
Peruvian Amazon.
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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS
Después de los Characiformes, los Siluriformes son ~ COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO Y
el segundo grupo mas importante de peces en cuanto  EXTRACCION DE DNA

al numero de especies en el Neotrdpico. La familia
Pimelodidae forma parte de los Siluriformes y se
caracteriza por presentar especies de gran porte con
elevado valor comercial en la Amazonia continental.
Dentro de esta familia, destacan por la calidad de su
carne para el consumo humano, especies como el
dorado Brachyplatystoma rousseauxii, el salton
Brachyplatystoma filamentosum, la manitoa
Brachyplatystoma vaillantii, la doncella
Pseudoplatystoma punctifer y el tigre zingaro
Pseudoplatystoma tigrinum (Montreuil, 2000;
Galvis et al., 2006). En tanto que en el ambito
ornamental, el zungaro tigrinus Brachyplatystoma
tigrinum (antes denominado Merodontotus tigrinus,
Lundberg & Akama, 2005) destaca por su alto valor
comercial. El Peru exporta el 30% de peces
ornamentales de América del Sur (Prang, 2007) y B.
tigrinum se encuentra dentro de las 12 especies de
peces ornamentales con mayor demanda de
exportacion, siendo comercializada solo hasta su
etapa juvenil (Moreau & Coomes, 2007; Ortiz &
lannacone, 2008). En el afio 2001 esta especie
generd un ingreso de mas de 65000 dolares para el
Pert, y en los mercados de Europa y Asia, alcanzo
precios entre 300 a 600 euros por espécimen (Ralph,
2006; Moreau & Coomes, 2007).

A pesar de B. tigrinum esta entre las especies de
peces de cuero con prohibicion de extraer o exportar
en poblaciones naturales (segin el Reglamento de
Ordenamiento Pesquero del Ministerio de la
Produccién, 2009), la presion de pesca sigue en
aumento sobre esta especie. La problematica en la
conservacion de esta especie se agudiza debido a que
es comercializada a edades tempranas, es decir son
extraidos del medio natural antes de la edad de
primera madurez sexual, sin lograr contribuir a la
perpetuacién de su especie. Esto ejerce efectos
negativos sobre los tamafios efectivos poblacionales
y por ende una fuerte erosion genética (Frankham et
al., 2008). Debido a esto, urge la necesidad de
generar informacién de base (p. ej. sobre la
variabilidad genética y los rasgos de vida), para
formular planes de manejos adecuados para B.
tigrinum. Bajo estas necesidades, el presente estudio
tuvo por objetivo determinar la variabilidad genética
de B. tigrinum en ejemplares extraidos del medio
natural (rio Amazonas) y compararla con la de dos
especies emparentadas (Brachyplstystoma
rousseauxii'y Brachyplstystoma vaillantii) extraidas
de la misma area geografica: La region de Iquitos
(Loreto—Pert1).
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Fueron colectadas muestras de tejido muscular de la
region dorso-lateral de B. tigrinum (41 ejemplares),
B. vaillantiiy B. rousseauxii (30 ejemplares por cada
especie). Procedentes del rio Amazonas en un area
cercana a la ciudad de Iquitos (tramo comprendido
entre las coordenadas S 03°55'21.5” - W 73°09'24.6”
y S 03°41'51.0” - W 73°09'21.5”). La extraccion del
DNA, fue realizada mediante el protocolo CTAB de
Doyle & Doyle (1987), a partir de 100 mg de tejido
muscular.

AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO DE LA REGION
CONTROL DNAmt

La region control del DNA mitocondrial fue
amplificada utilizando los primers: DL20F: 5'-ACC
CCT AGC TCC CAA AGC TA-3' (Agnese et al.,
2006) y DL20R: 5'-TTAGCAAGG CGT CTT GGG
CT-3' (Proporcionado por J. F. Agnese, no
publicado). La reacciéon de amplificacion fue
realizada en un volumen total de 30 pl, conteniendo
5 U/ul de Taq polimerasa, 2.5 pl de ADN molde, 5X
de Buffer,2 mM dNTPs, 25 mM de MgCl,, 10 uM de
cada primer y agua ultrapura. Las condiciones de
temperatura fueron: denaturacion inicial a 92 °C
durante 3 min; seguida de 30 ciclos (denaturacion a
92 °C de 1min, hibridacién a 54.1 °C de 1 min, y
extension a 72 °C de 1:30 min); seguida de una
extension final a 72 °C de 3 min. El secuenciamiento
nucleotidico de la region control del DNAmt, se
realizo con ayuda del Analizador Genético 3130 —
Applied Biosystems, mediante el software
Sequencing Analysis v5.3.1, utilizando el método
enzimatico de incorporacion de dideoxinucledtidos
presente en el Kit comercial ABI PRISM BigDye
Terminators v3.1 Cycle Sequencing.

ANALISIS DE DATOS

La variabilidad genética fue estimada a partir de las
secuencias consensos de todas las especies. Las
secuencias fueron editadas y alineadas utilizando los
programas ClustalW (Thompson et al., 1994)
implementado en BioEdit v.7.0.9. (May, 1999). El
polimorfismo de DNA fue determinado con el
programa DNASP v.5.0.0 (Rozas & Rozas, 1999).
Fueron estimados los siguientes parametros para
cada especie: nimero de haplotipos (H), diversidad
haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (m),
nimero de sitios polimorficos (S) (Nei, 1987),
numero de transiciones (Ts), numero de
transversiones (Tv), nimero de
inserciones/delecciones (indels) y la composicién
nucleotidica.
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El modelo de evolucion para la region control del
DNAmt, fue seleccionado de entre 28 modelos
alternativos segin los valores del Criterio de
Informacion Akaike (AIC) (Akaike, 1973), basados
en el Analisis de Filogenia y Evolucion (APE)
implementado en el programa R (Paradis et al.,
2004; Paradis, 2006). La red de haplotipos se realizé
con ayuda del programa R (Paradis et al., 2004;
Paradis, 2006) para poder observar la proporcion del
nimero de individuos por cada haplotipo, bajo el
criterio de maxima parsimonia (Nei, 1996). Para
estimar la media de las divergencias genéticas par a
par dentro y entre las especies, se utilizo el programa
MEGA4.0 (Tamura et al.,2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

COMPOSICION NUCLEOTIDICA

Los porcentajes de bases nucleotidicas en las tres
especies en estudio fueron relativamente similares
(Figura 1), siendo los valores de Adenina (A) y
Timina (T) mayores que las de Citosina (C) y
Guanina (G). Aunque B. tigrinum presentd mayor
porcentaje de Adenina (33.92%), en tanto que B.
vaillantii 'y B. rousseauxii presentaron mayores
valores de Timina (32.44% y 32.74%
respectivamente). La composicion de bases
nucleotidicas encontradas para las tres especies
estudiadas, fue similar a las reportada por Batista
(2001), Huergo (2009) y Rodriguez (2009) en
especies del género Brachyplatystoma (B.
rousseauxii, B. filamentosum, B. vaillantii
respectivamente), como también para otros ordenes
de peces como Characiformes, Perciformes y
Acipenseriformes (Brown ef al., 1993; Faber &
Stepien, 1997; Schneider, 2007; Chiang et al., 2008).
Esta tendencia concuerda con Meyer (1993), que
explica que la regidn control es altamente variable y
es comun encontrar zonas con elevada frecuencia de
A/T, porque estas son mas estables que las zonas con
C/G.

POLIMORFISMO DE DNA

B. tigrinum presentd valores menores en los
parametros genéticos (H=8,Eta=10,K=1.632,S=
10, Hd = 0.527, = = 0.002) con respecto a las otras
especies de bagres en estudio (Tabla 1). En cambio
B. vaillantii present6 los mayores valores (H = 27,
Eta=74,K=14.400,S=73,Hd=0.991,7=0.016).
En total fueron encontrados 61 haplotipos entre los
101 individuos analizados de las tres especies,
ningun haplotipo fue compartido entre las especies.
B. tigrinum present6 solo ocho haplotipos (H) en los
41 especimenes analizados, de los cuales el
haplotipo I fue el que estuvo presente en la mayor
cantidad de individuos (28). B. vaillantii, presentd el
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mayor numero de haplotipos (27) y el mayor nimero
de haplotipos tnicos (25) de los 30 especimenes
analizados (Tabla 1). Lared de Haplotipos (Figura 2)
muestra con mayor claridad el nimero de haplotipos
y sus proporciones en las diferentes especies.

Los reducidos valores encontrados en los
parametros de polimorfismo de DNA de B. tigrinum,
en especial en la diversidad haplotipica y
nucleotidica (Tabla 1), podria reflejar una reduccién
poblacional drastica producto de un efecto de cuello
de botella o un efecto fundador. Los cuales ponen en
peligro al numero efectivo de individuos en una
poblacion (Frankham et al., 2008; Renno et al.,
20006). Estos procesos conllevan a la deriva genética,
que en poblaciones pequefias provoca la pérdida de
gran parte de los haplotipos y favorece la
dominancia de unos pocos genotipos por la
endogamia (Frankham et al., 2008).

DIVERGENCIA INTRA E INTERESPECIFICA

Los valores de la divergencia genética (estimado con
el modelo de evolucion TN93 +T) fueron calculados
dentro y entre las tres especies (Tabla 2). A nivel
Intraespecifico los valores promedios de
divergencia haplotipica fueron 0.13% en B.
tigrinum, 0.75% en B. rousseauxii y 1.42% en B.
vaillantii. La divergencia genética interespecifica
vari6 de 12% entre B. rousseauxii y B. vaillantii, de
17% entre B. vaillantii y B. tigrinum, hasta 19%
entre B. rousseauxii y B. tigrinum. La reducida
variabilidad genética puede poner en peligro la
adaptabilidad de una especie frente a los cambios y
adversidades del medio ambiente (Bernatchez et al.,
1989).

Resultados similares fueron reportados para las
poblaciones mediterraneas del pez Fistularia
commersonii (Syngnathiformes) por Golani et al.
(2007), quienes observaron una baja variabilidad
haplotipica (dos haplotipos) en 52 especimenes.
Estos autores sugirieron que F. commersonii podria
estar atravesando un cuello de botella. Otro caso
similar fue observado por Rodrigues et al. (2008) en
Cynoscion acoupa. Los autores obtuvieron 43
haplotipos en 297 individuos, sugiriendo que podria
deberse a la reduccidn del tamafio efectivo de la
poblacién. En otras especies del Neotropico, la baja
variabilidad haplotipica relacionada a la
disminucion del tamafio efectivo de la poblacion ya
fue observada en Pseudoplatystoma corruscans 'y P.
reticulatum (Bignotto et al., 2009), Acipenser
transmontanus (Brown et al., 1993). También fue
observado en peces marinos como: Scomber
scombrus y S. japonicus (Zardoya et al., 2004),
Larimichthys crocea (Cui et al., 2009), Cyprinus
carpio (Kohlmann et al.,2003), especies de arrecifes
de coral (Fauvelot ef al., 2003) y Morone saxatilis
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(Waldman et al., 1998).

Los valores de variabilidad genética y haplotipica
obtenidos en el presente trabajo para las especies
comparativas (B. rousseauxii 'y B. vaillantii) fueron
altas en comparacion a B. tigrinum. Si consideramos
la relaciéon entre los valores de diversidad
haplotipica y nucleotidica del DNAmt propuesto por
Grant & Bowen (1998) para teledsteos marinos,
podemos clasificar a las especies comparativas,
como poblaciones estables con grandes tamafios
efectivos, con flujos elevados de genes y amplia
distribucion geografica. Esta interpretacion es
coincidente con observaciones hechas por Higuchi
& Kato (2002) al analizar 20 especimenes de
Sebastes thompsoni (20 haplotipos) y 18 de S.
inermis (15 haplotipos). De igual manera, Santos et
al. (2007) reporto6 una alta variabilidad genética para
Colossoma macropomum al analizar 48
especimenes (47 haplotipos). Casos similares fueron
observados en Carnegiella strigata (Schneider,
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2007), Cichla monoculus (Renno et al., 2006) y
peces marinos Siganus spinus 'y S. guttatus
(Iwvamoto et al., 2009), Lutjanus peru (Rocha &
Sandoval, 2003). Otras posibles explicaciones para
la pérdida o reduccion drastica de la variabilidad
genética en el medio natural, de especies con amplia
distribucion geografica como B. tigrinum, podria ser
la degradacion del habitat. La sobrepesca puede ser
un factor que a largo plazo agudiza el
monomorfismo de B. tigrinum, como lo sugieren
para otras especies Coronel et al. (2004), Batista &
Alves-Gomes (2006) y Gomes-Uchida & Banks
(20006).

Los valores de divergencia encontrados entre los 42
especimenes de B. tigrinum son contrastantes a las
encontradas entre los especimenes de los dos grupos
comparativos, esto podria estar relacionado a la
erosion genética por efecto antropico (falta de
reposicion de stock), o por aumento de los niveles de
endogamia dentro de B. tigrinum.

BH A

%

8T

EC

=[]

0.00%

B. rousseauxii

B. vaillantii

ESPECIES

Figura 1. Histograma representativo del porcentaje de bases nucleotidicas: Adenina, Citosina,
Guanina y Timina; observada en B. tigrinum, B. vaillantii y B. rousseauxii.
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Figura 2. Red de Haplotipos construido para B. tigrinum (A), B. rousseauxii (B) y B. vaillantii (C),
el tamafio de los circulos es proporcional al nimero de individuos que presentan el mismo
haplotipo.
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Tabla 1. Parametros genéticos para la region control del DNA mitocondrial de B. tigrinum, B. vaillantii y B.

rousseauxii
Parér,m_atros B. tigrinum B. vaillantii B. rousseauxii
Genéticos
N° de secuencias (N) 41 30 30
N° de haplotipos (H) 8 27 26
N° de haplotipos tnicos (Hu) 4 25 24
Diversidad haplotipica (Hd) 0.527 + 0.091 0.991 = 0.012 0.986 = 0.014
Diversidad nucleotidica () 0.00175 = 0.00036 0.01646 = 0.00140 0.00764 = 0.00058
N° total de sitios 931 875 850
N° de sitios polimdrficos (S) 10 73 33
N° total de mutaciones (Eta) 10 74 33
Media de las diferencias
nucleotidicas entre pares 1.632 14.400 6.497
de individuos (K)
Transiciones (Ts) 7 70 33
Transversiones (Tv) 3 4 0
Indels 0 9 0
Tabla 2. Divergencia genética par a par intra e interespecifica estimado con el
modelo de evolucién TN93 + . B. tigrinum, B. rousseauxii y B. vaillantii. Los valores
en diagonal representan la divergencia genética intraespecifica. Los valores en la
region inferior representan la divergencia genética interespecifica.
B. tigrinum B. rousseauxii B. vaillantii
B. tigrinum 0.13%
B. rousseauxii 19.49% 0.75%
B. vaillantii 17.49% 12.07% 1.42%
92 VOL. 21 N° 1-2 2012: 87 - 95



CONCLUSIONES

Los resultados moleculares obtenidos muestran que
B. tigrinum posee una variabilidad genética menor
en comparacion con otras especies del mismo género
(B. vaillantiiy B. rousseauxii). Este resultado podria
ser el reflejo de un reciente efecto de cuello de
botella (agudizado quizas por una fuerte presion de
pesca) o un efecto fundador, que estaria causando
pérdida de variabilidad genética por deriva génica.
Ante estos resultados se recomienda limitar su pesca
en poblaciones naturales y promover su
reproduccién en ambiente controlados como una
medida para amortiguar la presion de pesca del
medio natural y satisfacer la demanda en el mercado
de peces ornamentales.
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