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RESUMEN

Dentro de la faunaictiol 6gica de la Cuenca Amazonica, la familia Serrasalmidae pertenece a
uno de los grupos maés diversos en América del Sur, siendo ademas una familia particular
en esta region del mundo. En este trabgjo, se realizd un estudio de la variabilidad genética
de dos especies de interés econdmico en la region del Alto Madera (Amazonia Boliviana):
Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus, en base a polimorfismo de la longitud
de las secuencias intronicas (EPIC-PCR). Las muestras analizadas de C. macropomum
provienen de los rios Mamoré-Isiboro, Iténez region de San Joaquin, Beni arriba (Puerto
Salinas), Beni abgjo (Cachuela Esperanza), Manuripi y Yata. Y los de P. brachypomus
provienen delos mismos rios excepto Manuripi.

El andisis de ocho y seisintrones en C. macropomumy P. brachypomus respectivamente,
muestra que ambas especies estén totalmente diferenciadas (Fst 0.73, p <1%) sin
introgresion entre ellas, con un indice de diversidad genética de 0.29 y de 0.20,
respectivamente. C. macropomum presenta una fuerte estructuracion genética entre sus
poblaciones geogréficas, diferencidndose 3 grupos genéticos. € primero formado por las
poblaciones del Mamoré-Isiboro, € segundo formado para las poblaciones de los rios
Iténez-San Joaquin, Yata y Beni-Cachuela Esperanza y € tercero formado por las
poblaciones de los rios Beni-Puerto Salinas y Manuripi-Laguna Cardenas. La relacion entre
distancias geogréficas y distancia genética muestra que la dispersion de C. macropomum se
realiza preferencialmente por el gje principa delosrios, y no por lazona de inundacién. La
diferenciacion genética estd en relacion con € aislamiento por distancia 'y no asi con las
diferencias ecoldgicas entre rios de aguas claras, negras o blancas. Por otro lado, P.
brachypomus presenta diferencias significativas (Fst 0.106, p <5%) entre las poblaciones
del Mamoré-Isiboro y Beni — Cachuela Esperanza. En contraste en C. macropomum no se
observa diferencias entre |as muestras de Beni rio arribay Beni rio abgjo.

Las especies C. macropomumy P. brachypomus tienen una estructuracion genética diferente
en relacion con la geografia de los diferentes rios. Eso puede estar relacionado con
diferencias en la historia evolutiva o0 en los rasgos de vida. La estructuracion del
polimorfismo de las dos especies puede servir de guia para la eleccion de las cepas de

piscicultura para comparar sus rendimientos acuicolas.
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VARIABILIDAD GENETICA DE Colossoma macropomum y Piaractus
brachypomus EN LA REGION DEL ALTO MADERA (AMAZONIA
BOLIVIANA) PARA EL ANALISISDEL POLIMORFISMO DE LA

LONGITUD DE SECUENCIASINTRONICAS (EPIC-PCR)

INTRODUCCION

La cuenca amazonica es compartida por Brasil, Colombia, Ecuador, Per(, Venezuela,
Boliviay Guayana, con una superficie de 6.059.000 km2. Sus ecosistemas se caracterizan
por una gran biodiversidad y albergan més de 30.000 especies vegetales, cerca de 2.000
especies de peces, 60 especies de reptiles, 35 familias de mamiferos y aproximadamente
1.800 especies de aves. Esta diversidad especifica se reflgja también en los ecosistemas:
los cuerpos de agua que abarcan muchas variedades de rios grandes, medianos o pequefios,
de llanura o atura, muchos lagos, lagunas, pantanos, muchas zonas de inundacion

temporales en el bosque o en los pastos, de diversa duracion.

La cuenca Amazénica en territorio boliviano ocupa, 724.000 km2, por las que discurren
los rios més importantes (Montes de Oca, 1997), de caudal mas o menos semejante, €
Madre de Dios, €l Beni, el Mamoréy el Guaporeé o Iténez, |os cuaes se unen paraformar el
rio Madera, afluente mayor del Rio Amazonas. La Amazonia en territorio boliviano tiene
una gran diversidad biolégica debido, por una parte a su situacién latitudinal de 10éa 19é
de latitud sur que corresponde a la transicion entre un clima casi ecuatoria a norte de la
zona, aun climatropical seco a sur; y por otraa lavariedad del relieve y de los suelos con
una parte norte y centra muy plana de terrenos recientes; la cadena de los Andes a
suroeste, €l escudo brasilefio de edad primaria a este (Lauzanne & Loubens, 1985). En
consecuencia, existen diferencias ictiologicas importantes entre los principales afluentes
que constituyen € rio Madera. Asi, lacuencadel Beni y e Madre de Dios que provienen
de Los Andes son los mas ricos en térmicos de diversidad especifica puesto que se ha
reportado 101 especies (15 endémicas); la cuenca del Itenez que drena por € escudo
brasilefio con 163 especies (43 endémicas); y la cuenca dedl Mamoré que atraviesa la
planicie central de la Amazonia boliviana que es la més diversa, con un total de 327

especies (19 endémicas)( Lauzane et a, 1991). Esto resulta importante, a tomar en cuenta
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gue durante seis meses del afio, e Mamoré y sus afluentes inundan casi |a totalidad de la
planicie central, provocando asi conexiones con € rio Beni, Madre de Dios e Iténez. En
este contexto las vastas planicies de inundacion en la cuenca Amazonica boliviana, juegan
un rol muy importante en la evolucion de las especies dando lugar a una gran diversidad
biol6gica (Loubens, et a. 1992).

La biodiversidad es € resultado de procesos historicos y actuales que inciden en la
evolucion de las especies y de las poblaciones. La poblacion puede ser definida como un
conjunto de individuos que comparten e mismo pool de genes. La especie bioldgica es
definida por Mayr como, “ grupo de poblaciones que presentan apareamientos entre si,
gue en condiciones naturales estan aisladas reproductivamente o potenciamente de otros
grupos con las mismas propiedades’ (Nelson, J. 1999). El concepto de especie de Mallet
(1992) es definido como “ un cluster morfoldgico y genético”. Dentro de la poblacién los
genes estén organizados en forma de combinaciones transitorias, integrados asi en los
genomas individuales y sometidos a la deriva, la mutacion y a la seleccion natural. La
evolucion, la conservacion o la desaparicion de una especie en un medio ambiente
cambiante estén relacionadas con las estrategias de vida puestas en préctica dentro de las
poblaciones y con los limites de capacidad de adaptacién de los individuos que las
componen. La estructura de las poblaciones esté determinada por su historia de vida 'y por
su origen filogenético. La comprension de la organizacion de la biodiversidad y de su
evolucion debe tomar en cuenta de forma detenida e integrada 1os mecanismos biol 6gicos,
en particular genéticos y fisiolodgicos que determinan la estructura y la evolucién de las

especies.

La diversidad especifica de los peces en la Amazonia boliviana constituye un considerable
potencial para la acuicultura de la region contribuyendo en gran medida a la economia
local, puesto que algunas especies son de ato valor comercial en e mercado de Bolivia
Dentro de éstas e pacl (Colossoma macropomum) y e tambaqui (Piaractus
brachypomus), ambas especies pertenecientes a la familia Serrasamidae, se encuentran
distribuidas principalmente en las cuencas del Madera Superior. El mangjo sostenible de
estas especies requiere un conocimiento previo de su biologia y de su genética, ya que a
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medida que € desarrollo de la demanda de recursos hidrobioldgicos se incrementa a lo
largo de la Amazonia, € manejo cuidadoso de la pesgueria de ambas especies es de mucha

importancia.

El uso de métodos genéticos moleculares aportan con nueva informacién concerniente ala
estructura genética de especies, dando lugar a surgimiento de métodos conceptuales y
operacionales en campos que van desde la estimacion de filogenies a nivel de especies
hasta el estudio de patrones en la estructura genética (Salazar, 2000).

La estructura genética de las poblaciones puede ser analizada por descriptores genéticos.
L os descriptores genéticos son heredables. En un organismo diploide, cada individuo puede
tener uno o dos diferentes estados(alelos) por locus. Todos los descriptores genéticos
reflggan diferencias en las secuencias del ADN (Sunnucks, 2000). Y dentro se estos se
encuentran aguellos gque presentan diferencias en e ADN nuclear. Estos descriptores se
caracterizan porque tienen una herencia biparental, permitiendo analizar eficientemente los

cruzamientos inter y intrapoblacionales y las hibridaciones.

El presente estudio esta orientado a adquirir conocimientos sobre la estructuracién genética
de dos especies de la familia Serrasalmidae, Colossoma macropomum Yy Piaractus
brachypomus, para determinar si constituyen una sola poblacién distribuida a lo largo de
los rios Manuripi, Mamoré, Itenez, Beni y Yata 0 S estas estan estructuradas como
poblaciones genéticamente distinguibles en varias regiones geogréficas.

Las preguntas que se han planteado en el trabajo son:

Existe un nivel de diferenciacion genética entre Colossoma macropomum y Piaractus
brachypomus ?

Existe una estructuracion genética en cada especie en relacion con la geografia o la
ecologiay en relacion con la paleoecologia ?

14



Objetivo General

Determinar la estructuracion genética de Colossoma macropomum Yy Piaractus
brachypomus en la regién del Alto Madera vy relacionar esta estructuracién con
fendmenos actuales (biologicos/ecoldgicos) y/o con  fendmenos  historicos

(pal ececol 6gicos).

Objetivos especificos

Amplificacion mediante PCR regiones intronicas del ADN nuclear de ambas

especies.

Andlizar de las regiones intronicas amplificadas (polimorfismo de la longitud de

ambas especies).
Redlizar un andlisis de los datos obtenidos para ambas especies (Andlisis Factorial
de Correspondencia, Variabilidad genética, andlisis de la panmixia, diferenciacion

entre poblaciones, Flujo de genesy distancia genética)

Redlizar un dendograma para ambas especies en base a los datos de distancia
genética.
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1. HISTORIA DE LA AMAZONIA

La dta diversidad de organismos en la region tropicd de Sudamérica es
particularmente notable por su riqueza en su floray fauna (Simpson & Haffer, 1978). Los
tropicos son regiones que han estado sujetos a considerables cambios ambientales (Bush,
1994).

Los cambios medioambientales pueden crear una barrera para la dispersion. El
levantamiento de la cordillera de Los Andes durante e Terciario, cambio de forma
significativa el sistema de los rios, circulacion aimosféricay patrones de lluvias en e norte
de Sudamérica. Durante e Mioceno medio (hace 10 a 16 millones de afios) alin existian
conexiones entre e Rio Amazonas y € Caribe a través del &ea de Maracaibo vy
probablemente también con & Pacifico. Los rios del Noroeste de la Amazonia fueron
dirigidos hacia el oeste, a Pacifico y haciael Caribe, formando lo que sellamg, € sistema
de rios paleo-Orinoco (Hooghiemstra et al, 1998, citado por Coronel, 2000). Durante esta
misma época, las incursiones marinas en e Amazonas durante periodos de atos niveles de
marea, han promovido cambios extensivos en la vegetacion, dando lugar a ateraciones

temporal es entre ecosi stemas de aguas dulces y saladas (Horn et al, 1995).

La diversificaciéon biolégica actual de la Amazonia puede explicarse por varias teorias,

ninguna de las cuales es excluyente, pues pueden haber actuado todas conjuntamente.

Paleoarcosdel Terciario

El levantamiento de la Cordillera de Los Andes en €l terciario, con la formacion de relieves
en forma de arco en la cuenca Amazonica, modifico de forma considerable los sistemas de
los rios. Debido a surgimiento de los paleoarcos o paleocretos (Fig. 1) se dio lugar a
origen de la especiacion alopétrica. Al respecto, es importante mencionar que la influencia
de los eventos tecténicos en la historia de la Amazonia, procesos geol 6gicos asociados a
levantamiento de Los Andes, fueron probablemente grandes en |a parte oeste de la cuenca
(DaSilva, et a. 1998).
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Fig 1 .Posicion estructural de los arcos a través de la Amazonia. SM - Arco Serrado Mog;

F - Arco Fitzcarrald; | = Arco Iquitos; C = Arco Carauari; U = Arco Uaupes; P = Arco
Purus; MA = Arco Monte Alegro; G = Arco Gurupa (de acuerdo a Patton, 1998).
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Refugios cuaternarios

La teoria de los refugios cuaternarios propuesta por Haffer (1982), sostiene que durante las
variaciones climéticas ocurridas en €l Cuaternario, los periodos glaciales, los cuales fueron
estimados en 20 eventos de glaciaciéon ocurridos durante €l pleistoceno (Bernatchez et al,
1998), se reflgjaron en laregion tropical con climas que fueron mas frios y méas secos que
en & presente. Estos cambios climéticos causaron un continuo cambio en la distribucion de
los bosgues, los cuales fueron fragmentados en blogues o parches aislados por sabanas, y
estas se constituyeron en refugios de muchas poblaciones, la formacién de estos refugios ha
permitido que exista especiacion alopétrica, y esta es considerada una de las principales
causas de la diversificacion de las especies en |os ecosi stemas tropicales. Posteriormente en
los periodos interglaciales, cuando las condiciones himedas retornaron, los bosgques una
vez més , se expandieron. De esta forma los bosgues tropicales presentaron sucesivos
ciclos de extension y reduccion. Las especies que dependen de la selva, como varias
especies de peces, fueron fragmentadas durante las épocas glaciales y se expandieron

durante las épocas interglaciales, a inverso paralas especies que dependen de la sabana.

Haffer (1969) hizo la localizacion de refugios o centros de endemismo, en base a la
distribucion de aves endémicas y a un estudio realizado con mariposas (Fig. 2). Renno
(1989, 1991) hizo un estudio de la variabilidad genética de los peces Leporinus, mostrando
gue la Guyana se encuentra sobre un refugio situado en laregion del Amapéa.
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Fig 2 . Refugios Amazoénicos basados en la distribucién de mariposas, aves y plantas
endémicas (de acuerdo a Haffer, 1969).
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Rios barreras

Lateoria de los rios barrera propuesta por Wallace (1852), serefiere a que los grandes rios
amazonicos juegan un rol muy importante como barreras fisicas, separando  a las
poblaciones que se encuentran en las dos orillas de un rio. Este aislamiento provoca la
diferenciacion de estas dos poblaciones. Muchos gjemplos muestran |a existencia de una
diversidad diferente de una parte y de la otra en relacion a las orillas de un rio. Dentro de
estos g empl os se tiene aquella en la que Wallace (1852) observo que en una comunidad de
primates existia diferencias en la composicién de especies sobre los dos lados de los
grandes rios en la Amazonia (Da Silva, et al. 1998). Se cree que en los peces de la
amazonia existe este tipo de especiacion aopétrica, principalmente cuando hay especies
diferentes del mismo género en los afluentes de cada lado del rio principal (Jegu y Porto,

com. perso).

Especiacion ssimpétrica

Muchas especies son formadas a través de la divergencia alopatrica, donde nuevas especies
surgen de poblaciones aisladas geograficamente a partir de la misma especie ancestral. En
contraste, la posibilidad de la especiacion simpétrica (en la cual nuevas especies surgen sin
un aislamiento geogréfico) frecuentemente es desechado (Dieckmann, et al. 1999). Sin
embargo existen evidencias, particularmente en lagos con especies de peces estrechamente
relacionados (Tregenza, et a. 1999).

Varios modelos han sido propuestos para explicar la especiacion simpétrica. Uno de estos
modelos es la competencia sexual para el apareamiento. Higoshi y colaboradores (1999)
han mostrado que las hembras tienen preferencias por caracteristicas extremas en los
machos, |o cual puede inducir a la especiacion, siempre y cuando la discriminacion por los

rasgos de los machos sea grande (Almeida, et al. 2003). El otro modelo asume que la
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competencia por recursos es esencial para crear una seleccion disrruptiva, cuando hay
especializacidn por nichos ecol dgicos diferentes.

Una evidencia de la especiacion es € surgimiento del aislamiento reproductivo (post y
precigético), € cual muestra que dos grupos no comparten e mismo pool génico.
Inicialmente, cuando los hibridos F1 son completamente inviables o estériles en ambos
sexos, entonces los grupos estan aislados reproductivamente (aislamiento postcigoético)
(Wu, 2001) y una segunda etapa comprende la terminacion del aislamiento reproductivo
que esta favorecido por la seleccion natural (aislamiento precigético). Lo mas probable es
que la combinacion entre un alto  polimorfismo, seleccion sexual y especializacion entre

nichos explique la especiacion simpatrica.

Ejemplo : Cichlidos de loslagos africanos

Los lagos africanos son diversos en forma e historia, presentan un ato grado de
endemismo, que frecuentemente muestran marcadas diferencias faunisticas. La formacion
de estos lagos tiene lugar en tiempos del Mioceno hace 20 a 30 millones de afios (Fryer,
1969). La especiacion simpatrica puede ocurrir entre especies estrechamente rel acionadas,
en particular para los Ciclidos Haplochromis. Varias especies de peces ciclidos son
endémicas del lago Nabugabo, € cua estd separado del lago Victoria en Africa por una
franja de tierra. Se piensa que e lago Victoria tiene una edad de 500.000-750.000 afios,
alberga cerca de 170 especies de ciclidos del cua € 99 % son endémicos y casi todos del
género Haplochromis. El origen de las "especies flocks” Haplochomis del lago Victoria es
de hace aproximadamente 200.000 afios (Martens, 1997). La extraordinaria proliferacion de
los ciclidos en €l lago Victoriay en otros grandes lagos de Africa como el lago Tanganyika
al este de Africa ( con aproximadamente 76 especies endémicas) (Greenwood, 1984), puede
ser una consecuencia de la seleccién sexual, porque estos peces tienen un comportamiento

muy complejo en cuanto a cortejo. Dando lugar a una gran radiacion adaptativa.

Por otro lado, en €l lago Malawi, existen ciclidos que estan especializados en alimentarse
de agas, insectos, plankton, peces y moluscos. La forma de los dientes en muchas de estas
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especies estan modificadas segin € tipo de alimento que utilizan dando lugar a una
especializacion, es por eso que estos ciclidos son los mas espectaculares como especies
“flocks”.

Esta ata diversidad de especies, |as cuales estan altamente especializadas, sugiere que son
especies propensas a la especiacion. Sin embargo, es también posible que la diversidad de
especies es ata porque su especializacion reduce la competencia interespecifica. La
radiacion adaptativa de estos ciclidos africanos, muestra que la especiacion y divergencia
adaptativa ocurre cuando los dos competidores son pocos 0 estdn ausentes (Futuyma,
1986).

2. SISTEMATICA Y BIOLOGIA DE Colossoma macropomum Yy Piaractus

brachypomus

2.1. Sistematica

Tanto Colossoma macropomum como Piaractus brachypomus, pertenecen a la
subfamilia Serrasalminae (Araujo-Lima, 1997). Y ambas especies han sido incluidas
dentro de la familia Serrasamidae (Gery, 1977, citado por Araujo-Lima, 1997). Sin
embargo, muchos autores sugieren que estas especies pertenecen a la familia Characidae
(Orti, 1997). Lafamilia Characidae es la familiade mayor diversidad de especies de peces

de agua dulce en Sudamérica.

En Boliviay Ecuador, Colossoma macropomum es llamado comUnmente “pacy”. En Brasil
y Peru se utiliza la palabra “tambaqui” y muchos de los peces relacionados pero mas
pequefios que C. macropomum son llamados pactd. En Colombia y Venezuela, C.
macropomum es llamado “cachama’, adicionando ademas un adjetivo: cachama negraa C.

macropomum Yy cachama blanca a P. brachypomus.

Colossoma macropomum fue por primera vez descrito a principios del siglo 19 por Cuvier
(1818). Los nombres especificos macropomus y brachypomus usados por Cuvier, estan
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relacionados con los opérculos. Macropomus significa opérculo grande en latin, y
brachypomus significa opérculo ancho. Sin embargo, esta descripcion fue muy genera
causando confusion en los siguientes 160 afos. Muchas de estas confusiones fueron debido
a los grandes cambios morfologicos durante e desarrollo de las especies. Finalmente,
Eigenman y Kennedy (1903) descubrieron que el nombre genérico que Cuvier utilizada,
Myletes, para referirse a Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus, habia sido
utilizado anteriormente para un pez en africa. Entonces fue sustituido por Colossoma
incluyendo solo a “pact” (Colossoma macropomum). EI nombre genérico Colossoma
significa “Cuerpo sin astas’, en alusién a que Colossoma macropomum no tiene la espina
predorsal. Ese mismo afio Eigenmann (1903) puso a nombre especifico brachypomus
dentro del género Piaractus (Araujo-Lima, 1997).

Lasiguiente clasificacion corresponde a Lauzanne y Loubens (1985):

Superclase ; Gnathostomata

Clase : Teleostomi

Orden : Characiformes

Familia : Serrasalmidae

Genero : Colossoma

Especie : Colossoma macropomum
Genero : Piaractus

Especie : Piaractus brachypomus

2.2. Distribucién

Los géneros Colossoma y Piaractus pertenecientes a la familia Serrasalmidae, estan

ampliamente distribuidos en los rios Amazonicos de Americadel Sur.
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Colossoma macropomum se encuentra distribuido en las cuencas del Amazonas y Orinoco.
Principalmente en los sistemas de rios de la Amazonia Central. Sin embargo presenta una
mayor distribucion en el Rio Madera que en algun otro tributario de la Cuenca Amazoénica (
Araujo-Lima, 1997)

Segln Loubens (2001), la distribucién de Piaractus brachypomus es similar a la de
Colossoma macropomum, sin embargo esta alargando su area de distribucion a los bajos

Andesde Boliviay Guyana.

2.3. Morfologia

Externamente, C. macropomum se caracteriza por un patrén de coloracion verde
amarillento negro en todo e cuerpo, excepto en la parte ventral del abdomen que tiende a
blanquecino. Puede llegar a pesar 30 kg y medir 90 cm. P. brachypomus es un poco mas
pequefio que C. macropomum alcanzando solo 85 cm y llegando a pesar hasta 20
kilogramos. Tiene una coloracion més clara, blanco plateado y a veces azuladas en el dorso
y flancos. El abdomen es blanquecino, con ligeras manchas anaranjadas (Martinez, 1984;

Lauzanne y Loubens, 1985).

2.4. Alimentacion

Tanto pact como tambaqui poseen fuertes dientes molariformes con los cuales se pueden
alimentar de hojas grandes, semillas o frutas que caen de los &rboles (Lauzanne & Loubens,
1985).

El ciclo de la condicion para Colossoma macropomum resulta muy claro: répido engorde
durante las aguas dtas, en donde existe un periodo de alimentacién intensiva con frutosy
semillas que caen de los arboles, sin embargo € pacl en estado juvenil es omnivoro
aimentandose principalmente de frutas, semillas y zooplanton (Roubach, 1994),

posteriormente se presenta un  adelgazamiento empezando con la decrecida |y
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prolongandose hasta la mitad de la crecida siguiente, en e cua existe un largo ayuno sea
total paralos adultos sea parcial paralosjuveniles (Loubens & Panfili, 1997).

Al igual que pacu los juveniles de tambagui son omnivoros y desde enero (principio de las
grandes inundaciones) Piaractus brachypomus se alimenta de frutas y semillas que caen
de los aboles de los bosques inundados, |0 que genera una rdpida €eevacion de la
condicion. Durante €l estige y la primera parte de la crecida (segundo semestre) la

alimentacion queda reducida y la condicion baja rapidamente (Loubens & Panfili, 2001).

2.5. Crecimiento

Segun Loubens y Panfili (1997), como consecuencia del ciclo de aimentacion de
Colossoma macropomum, secciones de otolitos permite estimar con una buena precision la
edad de la mayoria de los individuos y estudiar € crecimiento el que resulta rapido e igua
para ambos sexos hasta la maduréz sexua que se alcanza entre los 7 y los 10 afios, sin
embargo, e crecimiento de los machos es ligeramente mas débil. Colossoma macropomum

puede vivir muchos afios, cuarenta afios por |o menos.

Los juveniles de Piaractus brachypomus viven de preferencia en la sabana arbolada hasta
los dos afios més o menos (30 cm), y después entran en la selva de galeria alcanzando la
maduréz sexual arededor de 7 afiosy 52 cm. Las hembras adultas crecen ligeramente mas
de prisa que los machos. La edad méxima observada es de 28 afios (Loubens & Panfili,
2001).

2.6. Comportamiento migratorioy Reproduccion

Seglin Loubens y Panfili (1984, 1997), las épocas de maduracién y reproduccién para
Colossoma macropomum es € siguiente: maduracion durante la estacion de aguas bajas,
durante este periodo se agrupan en los lagos y van a dar a Mamoré; desove durante la
crecida, generamente en esta época se encuentran esparcidos en la zona de inundacion.
Los aevinesy los juveniles pasan por |10 menos los primeros meses de vida en las zonas de
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inundacion; y finalmente hay un descanso sexual durante la bajada.  Colossoma
macropumum realiza migraciones anadromas de reproduccion a fines de Octubre y

Noviembre, cuando tienen las gbnadas muy desarrolladas.

En € caso de Piaractus brachypomus, segiin Loubens y Panfili (2001), durante €l estigie
(segundo semestre), los adultos entran en maduracion y se acercan de Los Andes para
reproducirse, presentando tamarios de madurez sexual de 62 cm para las hembras'y 60 cm
para los machos, y posteriormente en los meses de Abril y Junio la especie se encuentra en

descanso sexual. Las migraciones que realizan son menos largas en comparacion con pacul.

3. GENETICA EVOLUTIVA

3.1. Estructura genética de poblaciones

La estructura genética de una poblacion natural es una gran consecuencia de |os rasgos de
la historia de vida, 1os cuales estan determinados por |os procesos asociados a nacimiento,
muerte y dispersion, incluyendo el sistema de apareamiento (Slatkin, 1994). Estos procesos
son considerados como factores intrinsecos, sin embargo también pueden estar
influenciados por la naturaleza fisica de los habitats (factores extrinsecos). Es por eso que
en muchas poblaciones naturales se espera que haya una gran estructuracion genética
debido a las barreras de dispersién que previenen los apareamientos aleatorios. Estas
barreras pueden manifestarse como habitats inadecuados dando lugar a una subdivisién
poblacional. En poblaciones ampliamente extensas |a distancia es la Unica barrera para que
ocurra los apareamientos aleatorios (Hurwood et al, 2001). Esto también puede ocurrir con
las especies que viven en aguas dulces, en las cuales en todas las etapas de su historia de
vida, el gran factor potencia que influye en su estructura genética es la naturaleza fisica de
los sistemas de rios. Esta estructura genética esta determinada por otros procesos, como

la seleccion, larecombinacion y la mutacion.

La estructura genética reflgja el nimero de alelos intercambiados entre poblaciones, y este
intercambio de genes homogeniza las frecuencias aélicas entre €ellas, determinando los
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efectos relativos de la seleccidn y de la deriva genética. El ato flujo de genes descarta una
adaptacion local y por lo tanto también impide los procesos de especiacion (Balloux, 2002),
entonces, si la cantidad de genes cambiados es bastante grande entre subpoblaciones, ellos
forman una unidad panmitica (Orell, et al. 1999). Por otro lado, € alto flujo de genes
genera nuevo polimorfismo en las poblaciones, e incrementa € tamafo efectivo de la
poblacion, por esta razén se opone a la deriva genética, generando una nueva combinacién

de genes sobre las cuales la seleccion puede potencialmente actuar (Balloux, 2002).

En afios recientes, los métodos de genética molecular han sido ampliamente usados para
estimar la diversidad genética en las poblaciones, para determinar la estructura genética
dentro y entre especies (Heath et a. 2002). Comprender el patron de variacion genético de

la especie, significa evaluar |os genotipos de diferentes individuos (Slatkin, 1994).

3.1.1. Tamafio efectivo dela poblacion

El tamafio efectivo de la poblacion es un pardmetro muy importante que se toma en cuenta
en la estructura genética de una poblacion (Jehle et al. 2001). El concepto de tamafio
efectivo de la poblacion fue primeramente introducido por Wright (1931) refiriéndose a
tamano de un modelo de poblacién ideal, € cual tiene las mismas propiedades genéticas
como las observadas para una poblacion real, es por eso que la variabilidad de una
poblacion es unafuncién del tamafio efectivo de la poblacién (Ne), tasa de mutacion y flujo
de genes (Wang & Caballero, 1999). Un bgjo tamaiio efectivo incrementa la probabilidad
de que exista una extincion poblaciona (Jehle et al., 2001). Existen varios factores que
pueden afectar e tamafio efectivo, tales factores son; promedio de sexos, sistemas de
apareamiento, seleccion, patrones de herencia, cambios del tamafio poblacional durante
generaciones y subdivision poblacional (Caballero, 1994). La estimacion de este pardmetro

tiene importantes aplicaciones en estudios evolutivos y en la conservacion biol ogica.
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3.2. Filogeniay Filogeografia

La filogenia es una rama de la transmision de genes que va de generacion en generacion y
continda a través de poblaciones, subespecies y especies de ato nivel taxondmico (Avise
et a, 1987). El estudio filogenético puede ser utilizado para encontrar |as respuestas a una
variedad de preguntas de la biologia evolutiva (Kvist, 2000). La inferencia filogenética
puede estimar el orden de las ramificaciones de los taxas y definir los grupos monofil éticos
(topologia) (Ruokonen, 2001), también puede ser utilizado para el estudio de la evolucién
de familias de genes evaluando la tasa de evolucion de diferentes lineales (Kvist, 2000), y
estimando las tasas evolutivas entre estos (Longitud de las ramificaciones) (Ruokonen,
2001). Es decir puede resolver las relaciones taxonomicas de las especies analizando los
datos de eventos historicos pasados (Kvist, 2000).

El término filogeogafia fue por primera vez introducido por Avise et al. (1987). De este
modo lafusion de lafilogeniay la genética de poblaciones con la biogeografia hatenido un
gran impacto sobre muchas areas de la biologia evolutiva y sobre la ecologia. Es asi que la
filogeografia es utilizada para inferir procesos historicos demogréficos tales como € flujo
de genes, tamafio efectivo de lapoblacidony trayectorias evolutivas (Bernatchez. & Wilson,
1998), aniveles intra e interespecifico (Avise; 1998, 2000). Como una subdisciplina de la
biogeografia, la filogeografia enfatiza aspectos histéricos de la distribucion espacial de los
lineales de los genes. El andlisis y la interpretacion de la distribucion de los linedes
requiere una inversion de la genética molecular, genética de poblaciones, filogenética,

demografia, etologia e historia de la geografia (Avise. 1998).

Por toro lado la filogeografia comparativa permite estudios de evolucién, incluyendo la
dispersion de taxas en una region, especiacion, radiacion adaptativay extincion; en otras
palabras investiga fundamentalmente la unién entre procesos poblacionales y patrones
regionales de diversidad y biogeografia (Bermingham. & Moritz, 1998). También puede
identificar grupos de especies que tienen una historia comun (Ruokonen, 2001). Por

giemplo las rutas de colonizacion post glacial de mamiferos, anfibios, artropodos y plantas
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en Europa muestra que las regiones del norte fueron generalmente colonizadas desde 1os
refugios en la Peninsula Ibérica, mientras que los lineales de Italia fueron frecuentemente
aislados por la barrera de los Alpes (Taberlet et a, 1998). En € estudio de lafilogeografia
de plantas mayormente se empleael ADN cloroplastidial (Ferris et a, 1998). De este modo
la filogeografia comparativa puede ser utilizada para propésitos de conservacion para
localizar areas con atabiodiversidad (Moritz & Faith, 1998).

Sin embargo, la filogeografia puede ser criticada por que utiliza un sistema para un solo
gen como marcador de descendencia evolutiva. Las dificultades incluyen efectos de la
seleccion, amplificacion de pseudogenes, hibridacién interspecifica, que pueden, sin
embargo, ser evitadas por un andlisis analitico y molecular adecuado, y también se puede
establecer una congruencia filogénetica entre genes nucleares y mitocondriales
(Bermingham. & Moritz, 1998).

3. 3. Fuerzasdela evolucion

La evolucion es un cambio en e pool de genes de una poblacién en el tiempo, por lo tanto
requiere de variacion genética, y sus mecanismos son la deriva genética, seleccion natural,

mutacion y migracion.

Deriva genética

La deriva genética se refiere alos cambios en |as frecuencias genéticas debido a variaciones
al azar de muestreos de generacion en generacion. Esta variacion de muestreo  esta
inversamente relacionada con € tamafio de la muestra (Ayala, 1984). En poblaciones
pequefias, la varianza del cambio en las frecuencias aélicas es més grande que en las
poblaciones grandes (Colby, 1997), una consecuencia inevitable de la deriva genética es
que las frecuencias genéticas divergen entre poblaciones de un origen comun cuando la
migracion y la tasa de mutacion son bajas (Corander et al., 2003). La deriva genética es uno

de los mecanismos que disminuye la variabilidad genética.
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Los bajos niveles de variabilidad genética que existen hoy en dia en varias poblaciones de
animales, pueden deberse a sistemas de apareamientos no panmiticos. En muchos casos sin
embargo, se considera que un evento reciente en la historia de la poblacion pueda explicar
la reduccion de la variabilidad (Galtier et a, 2000). Tales eventos que reducen la
variabilidad pueden estdn dentro de los factores demogréficos (otros factores son los
selectivos). Los factores demogréficos incluyen eventos de “ cuello de botella’ y efectos
de las poblaciones fundadoras; ambos involucran una reduccion temporal del tamafio de la
poblacion dando como resultado un incremento en la tasa de la deriva genética (Galtier et
al, 2000).

La teoria de la genética de poblaciones predice que €l establecimiento de poblaciones
nuevas deberia mostrar un evento fundador, incluyendo una disminucion de la variabilidad
genética y/o una alteracion de la estructura genética pasando a través de un cuello de
botella, s es que las poblaciones fundadoras son pequefias. Los eventos fundadores por
gjemplo han sido observados en taxas de invertebrados acuéaticos que muestran atos niveles
de divergencia de las frecuencias alélicas entre poblaciones (Boileau et a., 1992; DeMelo
et a., 1994). Por otro lado los bajos niveles de variacién genéticainterpoblacional y exceso
de heterocigotos encontrados en poblaciones de Norte América en Bythotrephes
longimanus (Crustacea) probablemente representa un efecto fundador debido a una
dominancia numérica de algunos grupos clonales (genotipos de multiples locus) con un
genotipo heterocigoto para €l locus PGM. El efecto fundador mostrado en los lagos de estas
poblaciones es debido a un exceso de heterocigotos en el locus PGM en 1986; este exceso
de heterocigotos desaparece en e afio 1996. Los cambios observados en la estructura
genética son causados por cambios en las frecuencias de los genotipos (razén por la cuad
aparecen nuevos alelos) y por una recombinacion durante la reproduccion sexual el cual es

unaposible explicacién potencia para estas diferencias (Berg et al., 2002).

Al ver que la variabilidad genética es reducida, e modo de distinguir entre las causas
demograficas o selectivas es complicado: las dos clases de eventos tienen diferentes
principios biolégicos. El detectar un evento de “cuello de botella® es muy importante para
la conservacién bioldgica ya que desde que existe una reduccion global de la variabilidad
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genética esta reduccién puede poner en peligro a las poblaciones (Galtier et al, 2000), y
consecuentemente da como resultado una reduccién de la eficacia bioldgica, dando lugar a
una ata probabilidad de extincidn y reduccion potencia de adaptaciones futuras (Hedrick
et al., 2001).

Seleccién natural

La idea de la seleccion natural como un proceso fundamental de los cambios evolutivos
fue iniciada por Charles Darwin y Alfred Russel Wallace (Ayala, 1984). Consideraron ala
seleccion natural, en supervivencia y reproduccion diferencia de los individuos
genéticamente distintos, adoptando modificaciones beneficiosas y rechazando las
perjudiciales. Algunos tipos de organismos dentro de una poblacion tienen mas
descendencia que otros. Esta diferencia en capacidad reproductiva es llamada seleccion
natural y es el es tnico mecanismo de evolucion adaptativa (Colby, 1996). Esta adaptacion
evolutiva implica una mezcla de variabilidad y seleccion como € principa agente de

cambio evolutivo.

La teoria de Darwin implica gue las poblaciones naturales estén constituidas por un pool
genético con algunas variantes poco frecuentes. Sin embargo en |os Ultimos afos se puso de
manifiesto que las poblaciones naturales poseen un enorme reservorio de variabilidad
genética, lo que sugiere que €l papel del azar en e proceso evolutivo es més sutil de lo que

suponia Darwin.

Los organismos favorecidos por la por la seleccion natural aumentan su probabilidad de
dejar descendencia, por lo que afirman que, si bien es cierto, la seleccion natural actia
sobre € fenotipo del individuo, el efecto de la seleccion natural tiene como base a la
poblacion. Existen varios tipos de seleccidon. Dependiendo de la frecuencia poblacional que
tiene la caracteristica fenotipica sobre la que actia (Colby, 1997) y de la eficacia biol gica

(Futuyma, 1986), la seleccion natural puede ser: estabilizante, disruptiva o direccional.
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La seleccion estabilizante es aquella que actua favoreciendo a los fenotipos que presentan
las caracteristicas que se distribuyen en torno ala mediay que, en consecuencia, se traduce
en la eliminacion de los fenotipos que presentan las caracteristicas extremas de la
distribucion. Este tipo de seleccidn esta permanentemente operando en las poblaciones, y a
través de este mecanismo se eliminan los fenotipos producto de mutaciones recientes (Fig.
3)

La seleccion disruptiva es aquella que opera favoreciendo a los fenotipos que presentan
caracteristicas extremas, aumentando su frecuencia en perjuicio de los fenotipos que
presentan caracteristicas que se ubican en torno a la media. La disminucion de la
frecuencia de los individuos con fenotipos en torno alamediay e aumento de la frecuencia

de los fenotipos extremos, produce luego de varias generaciones, una distribucion bimodal
(Fig. 3)

La seleccion direccional es aguella que actia favoreciendo a los individuos que presentan
una de las caracteristicas extremas del fenotipo. Representa, por consiguiente una tendencia
selectiva de reemplazo gradual de un aelo por otro. Este tipo de seleccién también genera
diferencias en los sucesos reproductivos de los individuos, incrementando la varianza del
cambio en las frecuencias genéticas y reduciendo la diversidad genética (Santiago &
Caballero, 1998) (Fig. 3)
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Mutacién

Ocasionamente pueden llegar a producirse errores en la replicacion del ADN, estos
cambios son denominados mutaciones. Los puntos de mutacion ocurren cuando la
secuencia de ADN de un gen, es aterado y la nueva secuencia nucleotidica es pasada a la
descendencia. Otro tipo de mutacién se presenta cuando €l ADN puede llegar atener una
perdida o insercion en un gen, y finalmente, genes o parte de genes pueden llegar a
invertirse o duplicarse. Las mutaciones que resultan en las sustituciones pueden cambiar a
una proteina, potenciamente cambiando o eliminado su funcion. La mayoria de las

mutaciones tienen algun efecto fenotipico que es deletéreo (Colby, 1996).

La mutacién limita la tasa de evolucion. La tasa de evolucion puede ser expresada en
términos de sustituciones nucleotidicas en un lineage por generaciéon. La mutacion puede
ocurrir en un individuo cuando aparece un nuevo alelo, este aelo subsecuentemente se
incrementa en frecuencia hasta fijarse en la poblacion (Colby, 1996). En las poblaciones, ya
sean grandes o peguefias, latasa del cambio de frecuencias génicas debido ala mutacion es
pequefio, por que la tasa de mutacién para un locus es alrededor de 10-5 o 10-6 por gameto

por generacion (Futuyma, 1886).

Por otro lado la mutacién es un importante proceso en la genética de poblaciones vy
evolucion porque es una fuente de variacion genética (Hartl, 1989). De esta forma en cada
generacion se produce un gran aporte de variacion gque se debe, por un lado , ala mutacion
de los genes y, por otro, a ordenamiento a azar de los genes de la reproduccion. Los
individuos cuyos genes den origen alos caracteres mejor adaptados al ambiente seran los
mas aptos para sobrevivir y reproducirse. Bgjo este punto de vista cuaquier alelo mutante
(forma mutante de un gen) es mas adaptativa (0 menos) que € alelo del que deriva. La
mayoria de los genes mutantes pueden llegar a ser selectivamente neutros, es decir no
tienen adaptativamente ni mas ni menos ventgjas que los genes a los que sustituyen
(Kimura, 1980).



Migracion y flujo genético

La migracion se refiere a movimiento de los individuos de un lugar a otro, llevando sus
genes con ellos. Los individuos migrantes introducen nuevos alelos en e pool de genes de
la otra poblacién llegando a alterar sus frecuencias genotipicas. A esto se denomina flujo

genético.

El impacto del flujo de genes esta determinado por |a capacidad de dispersion de especies
especificas, asi como por barreras geograficas, distanciay estructura poblacional (Orell, M.,
et a. 1999). El flujo génico es un componente principa de la estructura poblacional porque
determina hasta que punto cada poblacién local de una especie es una unidad evolutiva
independiente. Si existe una gran cantidad de flujo génico entre poblaciones locales,
entonces todas poblaciones evolucionan juntas; pero s hay poco flujo genético cada
poblacion evoluciona en forma casi independiente ( Slatkin, 1994), de estaforma €l estudio
del flujo de genes (dispersion genética efectiva) en relacion a la magnitud y a la escala
espacial sobre las cuales las poblaciones difieren genéticamente ofrecen una posibilidad
para establecer un enlace entre la ecologia y la evolucion de las especies (Kvist, 2000). El
entendimiento de las fuerzas microevolutivas através de la historia de una especie depende
de la cuantificacion de como € flujo de genes interactiia con la deriva genética, mutacion y
seleccion natural en la estructura poblacional espacial y temporal (Bohonak, 1999). El
modelo de isla de Wright explica el equilibrio alcanzado entre el flujo genético y la deriva
genética. S| Nm es mucho mayor que 1, € flujo génico sobrepasa |os efectos de la deriva e
impide la diferenciacion local. Si Nm es mucho menor que 1, la deriva actla casi en forma

independiente en cada poblacion ( Slatkin, 1994).

Por gemplo en un estudio realizado en una tortuga neotropical (Hidromedusa maximiliani),
el hecho de que varios aelos fueron Unicos para los rios indica porque las “ tortugas’
tienen una dispersion limitada, los encuentros son restringidos para individuos
relacionados, 1o cual deberia facilitar € desarrollo un una estructura genética local. Sin
embargo, los marcadores moleculares producen un ato valor Fst y bajos valores de Nm,
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indicando un bajo flujo de genes entre las tortugas que habitan diferentes rios (Souza et al,
2002).

Por otro lado, la tasa de inmigracion, con la suposicion de cruces no aleatorios y sucesos
reproductivos similares entre residentes e inmigrantes, ha sido usado para estimar la
incorporacion de genes inmigrantes en una poblacién. Sin embargo, €l flujo de genes no
puede ser comparado con la inmigracion, por varias razones, la cantidad de movimientos
efectivos genéticos puede ser menor que los movimientos de |os organismos, por gemplo
(Orell, M., et a. 1999). Laincorporacion de aelos llevados por inmigrantes depende de la
capacidad de los migrantes se sobrevivir en una nueva area después de establ ecerse.

4. EL ADN NUCLEAREN LA BIOLOGIA EVOLUTIVA

Se define como descriptor a cualquier fenotipo molecular de la expresion de un gen o de un
segmento especifico de ADN. Si se logra verificar el comportamiento del  descriptor
molecular de acuerdo con las leyes de Mendel, entonces e es definido como descriptor

genético y esmuy Util en biologia evolutiva.

El ADN nuclear tiene una herencia biparental en muchos eucariotas, en comparacion con
el ADN de los organelos (mitocondrias y cloroplastos en las plantas), que usual mente tiene
una herencia uniparental. La comparacion de los genotipos nucleares, pueden ayudar a
reconocer individuos hidridos, hasta los apareamientos asimétricos, s se usa también €l
ADN mt (Sunnucks, 2000).

En los marcadores codominantes como los microsatélites y las aloenzimas, incluyendo
también a las secuencias intronicas, |os heterocigotos pueden ser directamente distinguidos
del fenotipo homocigoto dominante (bandas). Por eemplo los microsatélites son
marcadores codominantes distribuidos en € genoma y altamente variables en longitud y
muy Utiles para € estudio de estructura genética de poblaciones y estudios de ecologia
molecular. El uso de los intrones como marcadores del genoma nuclear tiende a ser mas

atil para niveles taxondmicos atos (Richard et a., 2001).
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Andlisis por EPIC-PCR

El desarrollo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es capaz de amplificar una
variedad de genes de un amplio conjunto de taxas dando lugar a una gran cantidad de
datos de secuencias de ADN (Kocher et a., 1989; Palumbi. 1996, citado en France, S.
1999).

Las secuencias de los genes nucleares pueden servir como descriptores genéticos no
ligados (adiferenciael ADN mt que tiene genes que estan ligados y acttian como un simple
locus) para estudios de poblaciones genéticas y como descriptores para € analisis de
pedigri. Estos descriptores nucleares podrian diferir de los descriptores mitocondriales en

sustasas de evolucion y en el modo de herencia biparental.

El descriptor nuclear ideal para estudios intraespecificos muestra altos niveles de variacion
neutral. Un estudio encontrado por tales marcadores ha sido los intrones target en genes
nucleares altamente conservados (Bradley y Hillis, 1997; Lessa, 1992, citado en France, S.
1999).

Un beneficio adicional de tales intrones es que los primers “universales’ pueden ser
alineados en regiones exodnicas atamente conservadas flanqueando a los intrones no
codificantes. Palumbi y Baker (1994) llamaron a este método EPIC-PCR, exon-primed
intron-crossing PCR (France, S. 1999).

Esta técnicallamada, exon-primed intron-crossing EPIC-PCR, tiene varias ventgjas.

1. Amplifica el intron usando primers que pueden anclarse en los exones.

2. Se pueden realizar amplificaciones en diferentes especies sin cambiar de primer.

3. Los artefactos de los PCR tales como los alelos nulos son menos frecuentes que por

otros marcadores moleculares (Bierne, et al. 2000).
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El rango de tamafio de los intrones es arededor de 80 a 10 000 nucledtidos o més. Los
intrones acumulan rdpidamente mutaciones y frecuentemente presentan una ata
variabilidad genética, constituyéndose en descriptores apropiados para € andisis de la
estructura poblacional dentro de una especie asi como la reconstruccion de las relaciones
entre especies. Las variaciones pueden estar en relacion con deleciones o inserciones que
modifican el tamafio, creando un polimorfismo en & tamafio del intron, € cua es
estudiado en este trabajo.

Limitaciones de la Técnica EPI C-PCR.

En esta técnica pueden ocurrir amplificaciones simultaneas de 2 0 3 loci los cuales pueden
mostrar algin otro gen o un pseudogen en las especies en las cuaes hay estas
amplificaciones simultaneas. Estas multiples amplificaciones pueden perturbar la calidad
del PCR y lalectura de los genotipos. Es por eso que también podrian existir problemas y

dificultades en lalectura de los genotipos heterocigotos.
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5. METODOLOGIA

5.1. Areadeestudio

El érea de estudio correspondié a sitios de muestreo de cinco rios pertenecientes a

lacuencadel Madera Superior: Mamoré, Iténez, Manuripi, Beni y Yata (Fig. 4).

Mapa de acuerdo a Lauzanne y Loubens, 1985

Fig 4. Mapa de los principales rios de la cuenca amazoénica boliviana
indicando la localizacion geogréfica de los sitios de muestreo para ambas
especies. (1) Rio Manuripi-Laguna Cardenas, (2) Beni — Cachuela
Esperanza, (3) Beni — Puerto Sdlinas, (4) Yata, (5) Mamoré — Isiboro, (6)
Iténez —San Joaquin

5.2. Muestras analizadas
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Se considerd para este estudio un total de 125 individuos pertenecientes a las
especies Colossoma maropomum Yy Piaractus brachypomus (Tabla 1). Las
muestras analizadas de C. macropomum y P. brachypomus corresponden a las
misiones realizadas del 2000 a 2003 en la cuenca del Madera Superior.

Tabla 1. Distribucion de las muestras analizadas de Colossoma macropomum y

Piaractus brachypomus en cinco rios pertenecientes ala cuenca del Madera

Especie No de Mision Cuenca
individuos
C. 14 Ju 01 - Mamore
macr opomu 13 Ener 02 [ténez
m 10 Dic 00 - Y ata
22 Abril 02 Beni
17 Junio 02 Manuripi
Febr 02 —
Julio 03
Dic 02
P. 16 Jul 01 - Mamoré
brachypomu 5 Ener 02 [ténez
S 6 Dic 00 Y ata
22 Junio 02 Beni
Junio 02
Total 125

Las muestras fueron colectadas utilizando redes de diferentes tamanos. Para cada
individuo muestreado se tom6 un trozo de musculo € cua fue conservado en
alcohol. Del mismo modo para cada individuo se tomé en cuenta, la fecha, la

cuenca, sitio o laguna de donde fue colectado (Tabla 1), asi como otras
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caracteristicas como peso, talay sexo. Los cuerpos de una parte de los individuos

fueron conservados en formol.

5.3. Andlisisdelaboratorio

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de un peguefio fragmento de musculo
conservado en alcohol, utilizando € Kit comercial Quiagen y e protocolo de
extraccion con CTAB (Hexadodecyl-trimethyl ammonium bromide).

En la extraccion con e Kit Qiagen, se centrifugd un pequefio trozo de musculo
finamente cortado, afiadiendo posteriormente una solucién de lisis (180 ul de Buffer
ATL + 20 ul de proteinasa K), mezclando e incubando a 556C (usualmente 6 a 8
hrs). Se vortexed por 15 segundos y se afiadio 400 ul de la mezcla buffer AL +
etanol absoluto 1:1, agitando vigorosamente hasta formar una solucién homogeénea.
Esta mezcla fue recolectada dentro de una minicolumna y centrifugada a 8000 rpm
por un minuto, posteriormente se descartd el tubo colector y su contenido. Luego se
anadi6 ala columna 500 ul de buffer AW1 centrifugando a 8000 rpm por un minuto
(primer lavado). Se descartd € tubo colector y su contenido y se afiadio a la
columna 500 ul de buffer AW2 centrifugando a 14000 rpm por tres minutos
(segundo lavado), se volvié a descartar € tubo colector y su contenido, para luego
anadir a la columna 200 ul de buffer AE, colocando |a columna en un eppendorf
nuevo de 2 ml e incubando a temperatura ambiente por un minuto. Finalmente se

centrifugd a 8000 rpm por un minuto (paraeluir) y se repitio laelusion (opcional).

En la extraccion con CTAB(Hexadodecyl-trimethyl ammonium bromide), se cortd
finamente un trozo de musculo (no méas de 0.3g) colocandolo en un tubo eppendorf
de 1.5 ml paraluego afadir 750ul de solucion de extraccion CTAB (ver anexo 1)
méas 1ul de proteinasa K (20mg/ml) mezclando en vortex. Se reaizo la digestion a
60&C en una estufa, durante 8 horas o toda la noche y luego se afiadié 750 ul de la
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mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), agitando suavemente por 5 minutos y
centrifugando a 8000 rpm durante 5 minutos a 10&C. La fase acuosa fue colocada
(aprox. 500ul) en un tubo nuevo anadiendo 750ul de isopropanol frio (-20&C)
mezclando suavemente durante 1 - 2 minutos, precipitandose a -206C 1 — 2 horas.
Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm 15 minutos a 4€C (pudiéndose observar
un pequefio precipitado blanco en el fondo o en la pared del tubo) desechando el
sobrenadante sin tocar e precipitado blanco. Se afadié 750ul de etanol 70%. y se
centrifugd a 13000 rpm 15 minutos a 46C desechando e sobrenadante. El
precipitado fue secado (ADN) a temperatura ambiente (si fuese posible en una
camara con silicagel). En esta etapa es muy importante verificar que evapore
completamente €l etanol ya que podria perjudicar en la reaccion de PCR.
Finalmente se diluy6 € precipitado de ADN en 250 ul de agua tridestilada o agua
pura para PCR y se guardd a -20&C.

Amplificacion por EPIC — PCR

Esta técnica, se basa en la amplificacion de regiones intrénicas que estan presentes
como secuencias no codificantes. Los cebadores se ubican en los extremos de los
exones de cada lado del intron (secuencias codificantes estables) que amplifican las

zonas hipervariables intronicas (Fig. 5).

INTRON

5 amplificado CEBADOR 3
| I‘
N |

EEE—
| |
CEBADOR == | J
3 EXON EXON &

| SECUENCIA GENICA |

Fig5. Representacion esquemética de la amplificacion por EPIC-PCR.
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En este trabagjo se utilizaron cebadores de regiones conservadas de exones de

diferentes genes, permitiendo la amplificacion de 8 intrones. Los primers fueron

disefiados en base a secuencias exonicas publicadas en diferentes trabajos realizados

en muchas especies de peces tel eosteos (Hassan, 2002). En la Tabla 2, se describe €

conjunto de los cebadores de | os intrones analizados.

Tabla 2. Cebadores para la amplificacion de los intrones

Gen Nombre del Origen Secuencia del primer(5’ — 3)
primer
Creatin Kinasa** Ck 6F Chow & GAC CACCTC CGAGTCATCTC
Ck 7R Takeyama, CAG GTG CTC GTT CCA CAT GA
1998
Glyceraldehyde-3- GPD 2F Hassan et al. GCC ATC AAT GAC CCCTTCATCG
phosphate GPD 3R 2002 TTG ACC TCA CCC TTG AAG CGG
dehydrogenase** CCG
Major MHC 1F Hassan et al. ACT CTAATC TGG AGT ACATGC
Histocompatibility MHC 2R 2002 CAG GAG ATC TTC TCT CCA GCC
complex class |l
antigen**
Aldolase B** Aldobl-1F |Hassan et al. GCC AGA TAT GCC AGC ATC TGC C
Aldo3.1R 2002 GGG TTC CAT CAG GCA GGA TCT
CTG GC
Ribosomal protein ** | Rpex 1F Chow & | TGG CCTCTTCCTTGG CCG TC
Rpex 2R Takeyama, AAC TCG TCT GGC TTT TCG CC
1998
Calmex** CALMex 4F | Chow, 1998 CTG ACC ATG ATG GCC AGA AA
CALMex 5R GTT AGCTTCTCCCCCAGGTT
Growth Hormon* GH 2F Hassan et al.|AGC GTT TCT CCA TTG CCG TCA
GH 3R 2002 GC
TCT TGT TGA GTT GAC GCT GGT CC
Aldolase C* AldoC 1F Hassan et al.|CCT GGC TGC GGA CGA GTC TGT
AldoC 2R 2002 GGG

GGC GGT ACT GTC TGC GGT TCT
CcC

**fyeron utilizados para ambas especies. * solo se utilizaron para C. macropomum

La amplificacion por PCR tuvo un volumen final de 25 ul, conteniendo los

siguientes reactivos. 5 U/ul de taq polimerasa (Promega),

10X de Buffer,2 mM

de dNTPs, 25 mM Mg CI2y 5 ul de ADN (Tabla 3). Para la amplificacion se
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utilizaron diferentes temperaturas de alineamiento de acuerdo a intron (ver anexo
2).

Tabla 3. Condiciones para la amplificacién por EPIC-PCR para Col ossoma macropomum y
Piaractus brachypomus.

MMI MM2

Reactivo Conc. Vol Conc. Reactivo Conc. Vol Conc.
inicial (ul) Final Inicial (ul) final

H20 11.4 H20 10.9

B10X 10X 2.5 1X B10X 10X 2.5 1X

Cl2Mg 25mM 1.5 1.5mM Cl2Mg 25mM 2.0 2.0mM

DNTP’'S 2mM 2.5 0.2mM dNTP’S 2mM 2.5 0.2mM

Pr.1 10uM 1 0.4uM Pr.1 10uM 1 0.4uM

Pr.2 10uM 1 0.4uM Pr.2 10uM 1 0.4uM

Taq 5U/ul 0.1 05U Taq 5u/ul 0.1 05U

Master Mix 1 (MM1). Master Mix 2 (MM2). Volumen final 25ul. Volumen de ADN 5ul

Corrida electroforética

Se redlizaron corridas el ectroforéticas en geles de agarosa a 1.5 % con bromuro de
etidio, y se visualizaron € un transiluminador de UV. Posteriormente se realizaron
corridas electrofréticas en geles de poliacrilamida (5-12%) (ver anexo 3) bago

diferentes condiciones de migracion (ver anexo 4).

Tincion de los geles

La tincién fue realizada con la técnica de Rabat, en la cua € gel fue sumergido
durante 10 minutos en alcohol medicina al 30% seguido de un lavado con agua
destilada. Se sumergio nuevamente el gel durante 3 minutos en écido nitrico al 1%
con posterior lavado con agua destilada. Luego € gel fue tefiido durante 2 minutos
en nitrato de plata al 0.2% y posteriormente lavado con agua destilada (tres veces).
Finalmente e gel fue revelado en una solucién de carbonato de sodio (30g/l) y
formaldehido (0,08%) en proporciéon 2:1. Los perfiles de cada locus, (los perfiles
SON una representaci On esquematica de los diferentes variantes de al €l os encontrados

en cada locus) fueron fotografiados para su registro. La conservacion de los geles,



se realiz6 mediante e secado de los mismos en medio de dos pliegues de papel
celofén por 12 horas, atemperatura ambiente.

5.4. Andlisisdedatos
Para el tratamiento de |los datos se consideraron dos tipos de andlisis:
1. Andisisdelosdatos entre especies.

2. Andisisdelos datos para cada especie entre | os diferentes sitios analizados.

L os pasos que se tomaron en cuenta para cada andlisis fueron |os siguientes:

a. Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC): El andlisis factoria de
correspondencia es un tipo de andlisis particularmente adaptado a los estudios de flujo
de genes y de polimorfismo genético (She et al., 1987 citado por Gazel, 1999). Este
andlisis permite evaluar la informacién gque contienen los al€os intralocus e interloci,
individuo por individuo. El andlisis produce diferentes gjes correspondientes a las
combinaciones lineares de las variables (Gazel, 1999) y mediante el mismo es posible

encontrar entidades genéticas independientes de las muestras geograficas.

b. Variabilidad genética

Heterocigosidad esperada (He) y Observada (Ho): La variabilidad interior de una
poblacion estd dado por la medida de la heterocigosidad observada, que corresponde al
porcentgje de individuos heterocigotos en las muestras. La heterocigosidad esperada
corresponde alo esperado por € equilibrio H-W (Heterocigosidad teorica) (Nei, 1978).

Polimorfismo (P): Es e promedio de locus polimaorfico. El polimorfismo genético es
la coexistencia en una misma poblacién de dos o mas alelos en un mismo locus. Un
locus es considerado polimérfico cuando |a frecuencia del alelo mas frecuente no pasa
de 0.99 0 0.95, dependiendo del criterio de polimorfismo que se tome, en €l trabajo se

tomaran ambos criterios. Caso contrario es considerado monomorfico (Gazel, 1999).
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Diversidad Alélica (A): Corresponde a numero promedio de alelos por locus. Este
parametro esta muy relacionado con el nimero de individuos y en este trabajo permitira

realizar una comparacion de la diversidad alélica entre ambas especies.

c. Distancia a la panmixia (Fis): Wright (1951), definio e indice de fijacion Fis (i,
por individuo, y s, por subpoblacién) utilizado para medir la distancia a la panmixia
entre subpoblaciones. Este indice mide & déficit total en heterocigotos presentes en el
interior de una subpoblacion. Fis=(Hs-Hi)/Hs, donde: Hi es la heterocigosidad
promedio observada de un individuo y Hs es |la heterocigosidad promedio esperada de
la subpoblacion. El coeficiente de correlacion de este indice variaentre -1 y +1; Fis=0,
cuando las subpoblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg; Fis=1, la
poblacion esta Unicamente compuesta de homacigotos; Fis = -1, cuando la poblacion

est& Unicamente compuesta de heterocigotos.

Parala significancia de la diferencia ala panmixia por locus y multilocus se realizauna
comparacion del estimador Fis real con 1000 estimadores de Fis obtenidos por 1000
poblaciones panmiticas generadas de manera artificia por permutaciones de los alelos
de cada locus. Se considera que ladiferencia es significativa cuando €l estimador de Fis
real es mayor a 95 % en relacion a los estimadores del Fis de las 1000 poblaciones

panmiticas generadas.

d. Diferenciacion entre poblaciones (Fst): Este indice también fue definido por
Wright, Fst (s, por subpoblacién y t, por total), este indice mide la fijacion de un aelo
diferente por cada subpoblacion y mide asi e déficit total de heterocigotos en la
subpoblacion. Fst = (Ht — Hs) / Ht, donde; Hs es la heterocigosidad promedio esperada
de la subpoblacion y Ht es |a heterocigosidad promedio esperada de la poblacion total.
El valor del Fst varia entre 0 y 1; para Fst = 0, las diferentes subpoblaciones se
comportan como una sola poblacion; para Fst = 1, la estructuracion es maxima, las

subpoblaciones presentan diferentes alelos fijados.
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Para la significancia de la diferencia entre poblaciones multilocus, se compara €
estimador del Fst real con 1000 estimadores de Fst obtenidos en situaciones donde no
hay estructuracién, rompiendo la hipotética estructuracion real de manera artificial por
permutaciones de los individuos en € conjunto de las poblaciones. Se considera que la
diferencia es significativa cuando e Fst es mayor a 95 % en relacion alos Fst de las

1000 situaciones sin estructuracion.

e. Flujo de genes. Nm, es la estimacion del flujo génico segin Wright, 1969. Nm = (1
—Fst)/4 Fst.

f. Distancia genética: D. Los indices de distancia son utilizados para cuantificar las
divergencias genéticas entre unidades taxondmicas, a partir de los datos de frecuencias
aéicas. D =-In (1 —Fst).

g. Dendograma: El dendograma fue realizado utilizando e programa Neighbor,
método de Ne y Saitou (1987), y € méodo de agrupamiento llamado UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average), este método se basa en la
hipétesis del reloj molecular, es decir que la tasa de mutaciéon (para los caracteres
cualitativos) o la velocidad de cambio (para los rasgos cuantitativos) son idénticos para

todas las ramificaciones del arbol.

h. Distancia geografica: La distancia geogréfica por rios, se refiere a las distancias
medidas, siguiendo € curso del rio de una determinada region a otra. La distancia
geogréfica "Vuelo de Ave', se refiere a las distancias en linea recta medidas
directamente de una region a otra con la suposicion de que la zona de inundacion sirve

paraladispersion.

Este andlisis tiene la finalidad de establecer € posible movimiento realizado por los

peces para su dispersion.
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6. RESULTADOS

6.1. Diferenciacion genética inter-especifica entre Colossoma macropomum y

Piaractus brachypomus

6.1.1. Perfilesintr 6nicos obtenidos

En Colossoma macropomum se analizaron 8 intrones, obteniéndose 13 loci (Mhc
1-2, Aldo B4 1-2, Ck 1-1, Rpex 1, Gpd 1, Calmex 1, Gh 1-2, AldoC 1-2.) de los
cuales 10 fueron polimorficos (Mhc 1, Aldo B4 1-2, Ck 1, Rpex 1, Gpd 1, Gh 1-2,
Aldo C 1-2.) y 3 monomorficos. En Piaractus brachypomus se analizaron 5sistemas
intronicos, obteniendose 10 loci (Mhc 1-2-3, AldoB4 1-2, Rpex 1, Gpd 1, Calmex 1,
Ck 1-2) de los cuales 5 fueron polimorficos (Mhc 2-3, Aldo B4 1-2, Ck 2) (Fig. 6 -

12) y 5 monomorficos.

Ck
a.
C. macropomum P. brachypomus
400 — —
Locus 1 308 mmm === — —
Ck 1 395 —-— . - —
L —_— L
388
379 —
fa— —_—
Ck 2 358 Ck1 357
Locus 2 Ck 2 350 =

344 ==

Fig. 6. a. Representacion esquematica de los diferentes perfiles intronicos obtenidos en C.
macropomumYy P. brachypomus para el intrén de la Creatin Kinasa (Ck).
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Rpex

a

C. macropomum P. brachypomus
1095 —
1065 —
1000 —
959 —

Rpex 1 03] mem =

900 ==m —
b.
931
4 B
1083

vl v v 1

1000
CM

900

Fig. 7. a. Representacion esquematica de los diferentes perfiles intronicos obtenidos en C.
macropomum y P. brachypomus para € intrén de la Proteina ribosoma (Rpex). b.
Migracion electroforética del mismo intron, donde se observan agunas variantes
relacionadas con el perfil intronico. Los diferentes alelos estdn denominados por sus
tamarnios en pares de bases.
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Mhc

a.
C. macropomum P. brachypomus
904 —
897 —-— s . - Mhc 1 897 —
Mhc 1 889 mum mm — ggQ wmm mmm
882 mm — — 882 == — —
870 — 876 —
Mhc 2 53g =
Mhc 2 381 e
Mhc 3 307 -
b.
897
cM T PB
Locus 1
i
882 Locus 2
Locus 2
307
l T Locus 3
I

381

Fig. 8. a. Representacion esquemética de los diferentes perfiles intrénicos obtenidos en C.
macropomumy P. brachypomus para el intron del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
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(Mhc). b. Migracion electroforética del mismo intrén, donde se observan algunas variantes.
Los diferentes alel os estan denominados por sus tamafios en pares de bases.
Aldo B4.

a.
C. macropomum P. brachypomus
Locus 1 387 —-— -
Aldo 1 374 —
369 === == — - Aldo1l 368 mum
363 ==m ] 363 == —
274
Aldo 2 183 == =—m
175 —
Locus 2 161 —
Aldo 2 145 —
130 == = —
b.
369
CM PB
Locus 1 Locus1
I
363
Locus 2
Locus 2

Fig. 9. a. Representacion esquemética de los diferentes perfiles intrénicos obtenidos en C.
macropomum y P. brachypomus para el intron de la Aldolasa B 4 (Aldo B4). b. Migracién
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electroforética del mismo intrén, donde se observan algunas variantes relacionadas a perfil
intronico. Los diferentes alel os estan denominados por sus tamafios en pares de bases.
Calmex

a.
C. macropomum P. brachypomus
Calm 1
335 ==
Calm f—
1 320
b.
CM
PB

Fig. 10. a. Representacion esquematica del perfil intrénico obtenido en C. macropomumy
P. brachypomus para € intron Calmex. b. Migracion electroforética del mismo intrén. Los
diferentes alel os estdn denominados por sus tamarfios en pares de bases.
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Aldolasa C

a.

C. macropomum

Aldo 1 279 wmm w—
270 = Locus 1
219 "= m——

Aldo 2 Locus 2
192 = il

b.

—»_ocus 1
—»_ocus 2

» 219
» 192

Fig. 11. a. Representacion esquematica de los diferentes perfiles intronicos  obtenidos en
C. macropomum para € intron de la Aldolasa C (Aldo C). b. Migracion el ectroforética del
mismo intrén donde se observan algunas variantes. Los a€os estdn denominados por sus
tamarios en pares de bases.
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Gh

a.
C. macropomum
816 mmm mmm Locus 1
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764 —
663 —|
Gh 2 658 = — —| Locus 2
641 —— —
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b.
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A Locus 1 T
|
¢ v
Locus 2 798
641

Fig. 12. a. Representacion esguematica de los diferentes perfiles intronicos obtenidos en C.
macropomum para € intrén de la Hormona de crecimiento (Gh). b. Migracién



electroforética donde se presentan algunas variantes relacionadas a  perfil intronico. Los
alelos estan denominados por sus tamarfios en pares de bases.

6.1.2. Comparacion delavariabilidad genética entre especies

De los 8 loci comunes identificados entre las dos especies, Mhc 1, Aldo B4 1-2, Ck

1, Rpex 1y Gpd 1 son polimérficos en C. macropomum y Mhc 1, Aldo B4 1-2, Ck 2

y Rpex 1 en P. brachypomus, observandose que la heterocigosidad observada por

locus tiene un rango de variacion superior en C. macropomum (de 0 a 0.57) que en

P. brachypomus (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencias délicas y valores de

brachypomus.

heterocigosidad de ocho locus
correspondientes a cinco intrones en Colossoma macropomum Yy Piaractus

LOCUS

C. macropomum

P. brachypomus

Rpex-1
(N)
100
165
183
195
900
931
959

H e.

H n.b.
H o.
Gpd-1
(N)
212
230
236

H e.

H n.b.
H o.

74
0.00
0.00
0.00
0.00
0.22
0.78
0.00
0.34
0.34
0.22

76
0.00
0.47
0.53
0.50
0.50
0.43

49
0.06
0.02
0.75
0.14
0.00
0.00
0.02
0.40
0.41
0.45

48

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Tabla 4. Continuacion de la anterior tabla

LOCUS C. macropomum | P. brachypomus
Ck-1

(N) 76 47
357 0.00 1.00
379 0.02 0.00
388 0.12 0.00
395 0.24 0.00
398 0.59 0.00
400 0.03 0.00
He. 0.57 0.00
H n.b. 0.58 0.00
H o. 0.57 0.00
Ck-2

(N) 76 48
344 0.00 0.08
350 0.00 0.92
358 1.00 0.00
He. 0.00 0.15
H n.b. 0.00 0.15
H o. 0.00 0.17
Mhc -1

(N) 74 47
870 0.01 0.00
876 0.00 0.01
882 0.10 0.41
889 0.75 0.55
897 0.14 0.01
904 0.00 0.01
He. 0.41 0.52
H n.b. 0.41 0.53
H o. 0.12 0.43
Mhc -2

(N) 74 46
381 1.00 0.00
538 0.00 1.00
He. 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00
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Tabla 4. Continuacion de la anterior tabla

LOCUS C. macropomum | P. brachypomus
Aldo B4 1

(N) 74 49
274 0.00 0.01
363 0.32 0.54
368 0.00 0.43
369 0.65 0.02
374 0.01 0.00
387 0.02 0.00
He. 0.47 0.52
H n.b. 0.48 0.53
H o. 0.49 0.41
Aldo B4 2

(N) 66 41
139 0.98 0.00
145 0.01 0.00
161 0.01 0.00
175 0.00 0.01
183 0.00 0.99
He. 0.03 0.02
H n.b. 0.03 0.02
H o. 0.03 0.02

(Ho.) heterocigocidad observada, (He) heterocigosidad esperada, (H n.b.)
heterocigosidad sin sesgo, (N) numero de individuos analizados por locus.
Significanciaa (*) p<5 %.

El promedio de locus polimérfico al P 0,95y al 0.99, y é promedio de alelos por
locus (A) es superior en C. macropomum (Tabla 4). El promedio de heterocigosidad
observada (Ho) en C. macropomum es de 0.23 mientras que € obtenido en P.
brachypomus es de 0.18 (Tabla 5). Los vaores registrados de la heterocigosidad
esperada promedio (He) son mayores que € de la heterocigosidad observada promedio
(Ho) en ambas especies, sin embargo, este valor es significativo en C. macropomum
(p<5 %).

El andlisis con € estimador Fis (distancia ala panmixia) por cada especie muestra un

valor de 0.21 en C. macropomum y 0. 10 en P. brachypomus, observandose un

desequilibrio de Hardy-Weinberg en C. macropomum (p<5 %).
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Tabla 5. Variabilidad genética de C. macropomumy P. brachypomus.

Valores promedio

H e (prom)’
Hn.b. (prom)
Ho (prom.)
Fis

P 0.95

P 0.99

A

C. macropomum | P. brachypomus
0.29 0.20
0.29 0.21
0.23 0.18
0.21* 0.10
0.62 0.50
0.75 0.62
2.75 2.62

(He prom.) Heterocigosidad esperada promedio, (Ho. prom.) Heterocigosidad
observada promedio, (H n.b. prom.) heterocigosidad sin sesgo promedio, (Fis)
estimador Fis, (P0,95), (P 0.99) polimorfismo Py (A) diversidad alélica. Significancia

a(*) p<5%.

6.1.3. Medida de la diferenciacion genética entre las especies. Andlisis de la

introgresion

Ambas especies son identificadas con 7 loci diagndsticos sobre 8 (87 %) : AldoB4 —
2, Calmex — 1, Ck -1, Ck — 2, Gpd -1, Mhc — 2, Rpex — 1, para los cuales los alelos
son especie-especificos (Tabla6)

Tabla 6. Locus diagndstico y sus respectivos alelos en ambas especies. Los alelos son

nombrados por su peso molecular en pares de bases.

LOCUS C. macropomum P. brachypomus
Alelos Alelos

Aldo B4 -2 161, 145, 139 183, 175

Calmex -1 335 320

Ck-1 400, 398, 395, 388, 379 |357

Ck-2 358 350, 344

Gpd-1 236, 230 212

Mhc — 2 381 538

Rpex-1 931, 900 1095, 1083, 1065, 1000,
959
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La diferenciacion genética entre las dos especies en base a los loci analizados es muy
significativa (Fst = 0.72, p < 0.01%). El andlisis factorial de correspondencia en
relacion a la presencia o ausencia de los alelos de cada individuo por cada locus en
cada especie, muestra una fuerte diferenciacion entre estas, dando lugar a la presencia
de dos grupos genéticamente diferenciados sin individuos intermediarios. En base a
estos datos no se observa ninguna introgresion genética entre ambas especies, es

decir no se observa ningun hibrido (Fig. 12).

2500 -
|
2000
15600
[ |
1060 |
J . 500
B g
|
I T O T T 1
-1000 g #500 0 500 ml 1500
? -500 -
-1000 -
m C. macropomum m P. brachypomus

Fig 13. Andlisis Factoria de Correspondencia, distribucién sobre el plan factorial para
los ges 1(inercia 33.53%) y 2 (inercia 5.40 %) de los individuos de C. macropomum
y P. brachypomus en funcion a sus genotipos.
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6.2. Polimorfismo intra-especifico : Colossoma macropomum

6.2.1. Variabilidad genética

Sobre 13 loci anaizados 10 son polimorficos (77 %). En la poblacion de Beni-
Cachuela Esperanza, la heterocigosidad observada por locus tiene un rango que varia
de 0 a0.67 con un promedio de 0.23. En la poblacién de Beni-Puerto Salinas, Iténez-
San Joaguin, Mamoré-Isiboro, Manuripi-Laguna Cardenas y en la poblacion de Y ata,
los valores varian de 0 a 1 con un promedio de 0.32, de 0 a0.69 con promedio de
0.29, de 0 a0.79 en promedio 0.33, de 0 a0.87 con un promedio de 0.34y de0a0.56
con un promedio de 0.29, respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucion geogréfica de los vaores de las frecuencias aélicas y
heterocigosidad de ocho intrones en Colossoma macropomum.

Poblaciones
LOCUS |Béni- Beni - Iténez- Mamoré- | Manuripi

Cachuela | Puerto San Isiboro Laguna Yata

Esperanza | Salinas Joaquin Cérdenas
Rpex-1
(N) 12 10 12 14 16 10
900 0.17 0.10 0.45 0.25 0.09 0.25
931 0.83 0.90 0.54 0.75 0.91 0.75
He. 0.28 0.18 0.50 0.37 0.17 0.37
H n.b. 0.29 0.19 0.52 0.39 0.17 0.39
H o. 0.17 0.20 0.25 0.36 0.06 0.30
Fis 0.44 -0.06 0.53 0.08 0.65 0.25
Gpd-1
(N) 12 10 13 14 17 10
230 0.33 0.50 0.54 0.46 0.50 0.45
236 0.67 0.50 0.46 0.54 0.50 0.55
He. 0.44 0.50 0. 50 0.50 0.50 0.49
H n.b. 0.46 0.53 0.52 0.52 0.51 0.52
H o. 0.33 0.40 0.46 0.21 0.65 0.50
Fis 0.29 0.25 0.11 0.59 -0.27 0.04
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Tabla 7. Continuacion de la anterior tabla

Poblaciones

LOCUS |Béni- Beni Iténez Mamoré | Manuripi

Cachuela | Puerto San Isiboro Laguna Yata

Esperanza | Salinas Joaquin Cérdenas
Ck-1
(N) 12 10 13 14 17 10
379 0.00 0.00 0.08 0.04 0.00 0.00
388 0.17 0.10 0.15 0.11 0.12 0.05
395 0.08 0.20 0.08 0.36 0.35 0.35
398 0.71 0.70 0.69 0.50 0.53 0.45
400 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15
He. 0.46 0.46 0.48 0.61 0.58 0.65
H n.b. 0.48 0.48 0.50 0.63 0.60 0.68
H o. 0.50 0.60 0.61 0.50 0.65 0.50
Fis -0.04 -0.26 -0.23 0.21 -0.08 0.28
Ck-2
(N) 12 10 13 14 17 10
358 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Mhc -1
(N) 12 10 13 14 15 10
870 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
882 0.29 0.00 0.00 0.07 0.10 0.15
889 0.71 0.80 0.88 0.50 0.83 0.80
897 0.00 0.20 0.11 0.39 0.07 0.05
He. 0.41 0.32 0.20 0.59 0.29 0.33
H n.b. 0.43 0.34 0.21 0.61 0.30 0.35
H o. 0.25 0.20 0.08 0.07 0.07 0.10
Fis 0.43 0.42 0.65 0.89*** 0.78** 0.73*
Mhc — 2
(N) 12 10 13 14 15 10
381 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fis | -
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Tabla 7. Continuacién de la anterior tabla

Poblaciones

LOCUS |Béni- Beni Iténez Mamoré | Manuripi
Cachuela | Puerto San Isiboro Laguna Yata
Esperanza | Salinas Joaquin Cérdenas
Aldo B4-1
(N) 12 10 13 13 16 10
363 0.37 0.30 0.27 0.23 0.44 0.30
369 0.58 0.65 0.69 0.77 0.56 0.65
374 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
387 0.00 0.05 0.04 0.00 0.00 0.05
He. 0.52 0.48 0.45 0.35 0.49 0.48
H n.b. 0.54 0.51 0.46 0.37 0.51 0.51
H o. 0.67 0.60 0.54 0.31 0.37 0.50
Fis -0.25 -0.19 -0.17 0.17 0.27 0.02
Aldo B4-2
(N) 12 9 13 13 9 10
139 1.00 0.94 1.00 1.00 0.94 1.00
145 0.00 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00
161 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00
He. 0.00 0.10 0.00 0.00 0.10 0.00
H n.b. 0.00 0.11 0.00 0.00 0.11 0.00
H o. 0.00 0.11 0.00 0.00 0.11 0.00
Fis 0.00 0.00
Aldo C-1
(N) 12 10 13 14 16 10
270 0.17 0.30 0.35 0.39 0.44 0.15
279 0.83 0.70 0.65 0.61 0.56 0.85
He. 0.28 0.42 0.45 0.48 0.49 0.25
H n.b. 0.29 0.44 0.47 0.49 0.51 0.27
H o. 0.33 0.60 0.69 0.79 0.87 0.30
Fis -0.16 -0.38 -0.50 -0.62* -0.76** -0.12
Aldo C-2
(N) 12 10 12 13 16 10
190 1.00 0.50 0.96 1.00 0.62 0.95
219 0.00 0.50 0.04 0.00 0.37 0.05
He. 0.00 0.50 0.08 0.00 0.47 0.09
H n.b. 0.00 0.53 0.08 0.00 0.48 0.10
H o. 0.00 1.00 0.08 0.00 0.50 0.10
Fis -1.00* 0.00 -0.03 0.00

62




Tabla 7. Continuacién de la anterior tabla

Poblaciones

LOCUS

Béni- Beni Iténez Mamoré | Manuripi

Cachuela | Puerto San Isiboro Laguna Yata

Esperanza | Salinas Joaquin Céardenas
Gh-1
(N) 9 10 11 12 16 9
764 0.06 0.05 0.00 0.08 0.00 0.06
798 0.67 0.75 0.77 0.58 0.65 0.72
816 0.22 0.20 0.23 0.33 0.34 0.22
824 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
He. 0.50 0.39 0.35 0.54 0.45 0.43
H n.b. 0.53 0.42 0.37 0.56 0.47 0.45
H o. 0.56 0.50 0.45 0.58 0.56 0.56
Fis -0.05 -0.22 -0.25 -0.03 -0.21 -0.25
Gh-2
(N) 12 10 11 12 17 10
630 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05
641 0.50 0.65 0.68 0.37 0.44 0.80
658 0.50 0.35 0.32 0.62 0.53 0.15
663 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00
He. 0.50 0.45 0.43 0.47 0.52 0.33
H n.b. 0.52 0.48 0.45 0.49 0.54 0.35
H o. 0.00 0.70 0.09 0.08 0.47 0.40
Fis 1.00*** -0.50 0.81* 0.84* 0.13 -0.14

Tamafio de la muestra (N), frecuencias de heterocigosidad y andlisis con € estimador

Fis por locus, correspondientes a doce locus en C. macropumum:

(Ho.)

heterocigosidad observada, (He.) Heterocigosidad esperada, (Hn.b.) heterocigosidad
sin sesgo. Significanciaa (*) p<5 %, .(**) p<1%., (***) p<0.1%.

El promedio de locus polimorfico (0.99 y 0.95) es superior en las poblaciones de

Beni-Puerto Salinas y Manuripi-Laguna Cardenas. El promedio de heterocigosidad

observada (Ho) mas alta se registra en la poblacién de Beni-Puerto Salinas con un

valor de 0.41 en relacion con los valores obtenidos para € resto de las poblaciones

(Tabla8).
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Tabla 8. Variabilidad genética de C. macropomum.

Valores Béni- Beni Iténez San Mamoré | Manuripi
promedio Cachu. Pugrto Joaquin Isiboro La,_g_ Yata
Esperanza |Salinas Cérdenas
H e (prom) 0.28 0.32 0.29 0.33 0.34 0.29
H n.b.(prom) 0.30 0.33 0.30 0.34 0.35 0.30
H o (prom) 0.23 0.41 0.27 0.24 0.36 0.27
Fis multiloc. 0.216* -0.236* 0.096 0.294* -0.027 0.109
P 0.99 0.7 0.83 0.75 0.67 0.83 0.75
P 0.95 0.67 0.83 0.67 0.67 0.83 0.75

(He. prom.) Heterocigosidad esperada promedio, (Ho. prom.) Heterocigosidad observada
promedio, (H n.b. prom.) heterocigosidad sin sesgo promedio, (Fis) estimador Fis, (P0,95),
(P 0.99) polimorfismo P. Significanciaa (*) p<5 %..

Andlisis de la panmixia en Colossoma macropomum en cada sitio de muestreo
analizado

Entre los seis sitios de muestreo analizados , 3 presentan diferencia a la panmixia:
por una parte, exceso de heterocigotos en e Beni-Puerto Salinas(—0.236) y por otra,
déficit

Esperanza (0.216). El exceso de heterocigotos de las muestras del Beni-Puerto Salinas

de heterocigotos en e Mamoré-Isiboro (0.294) y en e Beni-Cachuela

se atribuye al locus Alco C- 2 (Fis —1.0). El déficit de heterocigotos en las muestras
del Mamore-Isiboro se atribuye a los locus Gh — 2 (Fis 0.84) y Mhc — 1 (Fis 0.89), y
este déficit en las muestras de Beni-Cachuela Esperanza se debe a locus Gh — 2 (Fis
1) (Tabla 7). Sin embargo estos mismos locus estdn en equilibro en las muestras de
|as otras pobl aciones.



6.2.2. Andlisis de la diferenciacion genética de C. macropomum entre los
diferentes sitios de muestr eo analizados

De acuerdo a andlisis factoria de correspondencia, un mismo pool génico es
compartido por las diferentes poblaciones de esta especie. Sin embargo, se puede
observar una separacion parcial entre las poblaciones geogréficas. Por gemplo, se
observa una separacion parcial de Mamoré e Itenez en relacion a Manuripi y Beni

(Fig 13). No se observan entidades genéticas independientes.
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Fig 14. Anadisis Factoria de Correspondencia, distribucién sobre un plan factoria
para los ges 1 (inercia 9.56%) y 2 (inercia 8.66%) de los individuos de C.
macropomum en funcién a sus genotipos.

La diferenciacion entre muestras analizadas en combinaciones por pares, muestra 10
pares poblacionales diferenciados sobre 15. El rango de diferenciacion genética con €
estimador Fst es de 0.070 entre las poblaciones de Beni-Puerto Salinas y Mamoré-
Isiboro, y 0.041 entre las poblaciones de Mamoré-Isiboro y Manuripi-Laguna
Cardenas (Tabla 9).
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Tabla9. Andlisis con € estimador Fst para Colossoma macropomum comparando |os
diferentes sitios de muestreo.

Poblaciones Beni- Itenez-San | Mamoré- | Manuripi- Yata
Puerto Joaquin Isiboro Laguna
Salinas Cardenas
Beni-Cachuela | 0.060** |0.030 0.030 0.047** 0.011
esperanza
Beni-Puerto 0.053** 0.070** 0.000 0.046**
salinas
Itenez- San 0.042** 0.063** 0.011
Joaquin
Mamoré- 0.041** 0.050**
Isiboro
Manuripi- 0056**
Laguna
Cardenas

Significanciaa (*) p<5 %, (**) p<1%, (***)p<0.1%.

6.2.3. Distancia genética entresitiosy flujo genético

En la cuenca del Alto Madera se diferencian tres grupos genéticos de Colossoma
macropomum: €l grupo 1 formado por la poblacion de Mamoré-Isiboro, € grupo 2
constituido por las poblaciones de Cachuela Esperanza, Y ata, Itenez-San Joaguin, y €l
grupo 3 constituido por las poblaciones del Beni-Puerto Salinas y Manuripi- Laguna
Cardenas. El grupo 1y 2 son més cercanos genéticamente entre si que con € grupo 3.
La separacion entre grupos esta cuantificada en base a estimator del Fst. El grupo 2
constituido por las poblaciones de Cachuela Esperanza, Y ata, Itenez-San Joaquin y €l
grupo 1 formado por la poblacion de Mamaré-Isiboro estén en desequilibrio (Fig 14y
15).
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' | Mamoré Isiboro i Grupo 1 |
! ! Fis 0.29%**
| i Hn.b.0.24
0.040 *** ! !
i Iténez San Joaquin i
0.017 i !
' | Beni Cach. Esperanza i Grupo 2
| | Fis 0.15*
! ! Hn.b.0.26
0.042 *** 0.011 | i
! Yata !
b L
Beni Puerto Salinas
0.00 Grupo 3
' Manuripi Lag. Carde. Fis -0.10
Hn.b. 0.38

Fig 15. Dendograma redlizado a partir de los datos de distancias genéticas de C.
macropomum. Los valores observados en cada nudo son valores dados por € estimador Fst.
Cada grupo presenta un andlisis con € estimador Fisy la heterocigosidad sin sesgo (H n.b.).
Significanciaa (*") p<5 %, (**)p<1%, (***)p<0.1%.
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Fig 16. Estructuracion genética de Colossoma macropomum en relacion con los sitios
geograficos. Cada grupo esta delimitado por unalinea azul Beni-Cachuela Esperanza, 2. Y ata,
3. Iténez-San Joaguin, 4. Mamoré-Isiboro, 5. Beni-Puerto Salinas y 6. Manuripi-Laguna
Cérdenas.
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En cuanto a los resultados del flujo genético, Colossoma macropomum presenta un
similar flujo genético entre las poblaciones de Beni-Cachuela Esperanza, Yata e
Iténez. Estas tres poblaciones presentan un flujo genético grande con la poblacién del
Mamoré-Isiboro. La poblacion de Manuripi-Céardenas y Beni-Puerto Salinas, es
considerada como una misma poblaciéon ya que € flujo genético entre ambas es
“infinito”. El intercambio de flujo genético entre estas poblaciones (Manuripi-
Cardenes y Beni- Puerto Salinas), con € resto de las poblaciones es débil (Tabla 10y
Fig 16).

Tabla 10. Numero de migrantes (Nm) en Colossoma macropomum entre las diferentes
poblaciones analizadas. * “infinito”.

Poblaciones Beni-Puerto | Iténez-San Mamoré- Manuripi-Lag. |Yata
Salinas Joaguin Isiboro Cardenas

Beni- 4 8 8 5 22

Cachuela

Esperanza

Beni-Puerto 5 3 * 5

Salinas

Iténez-San 6 4 23

Joaguin

Mamoré- 6 5

Isiboro

Manuripi-Lag. 4

Cérdenas

69




Fig 17. Representacion esquemética del flujo de genes entre las poblaciones de C.
macropomum. A. Manuripi- Laguna Céardenas, Beni — Puerto Salinas, B. Beni — Cachuela
Esperanza, C. Yata, D. Iténez- San Joaquin, E. Mamoré — Isiboro. El grosor de las lineas
entre las poblaciones es proporcional alos valores de flujo genético presentados en latabla 9.
La posicién esquemdtica de cada poblacién esta en relacion con la ubicacién geogréfica rea
delosrios.
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6.2.4. Camino de dispersion de los peces

El valor de la distancia genética entre las poblaciones de Beni-Puerto Salinas y
Manuripi-Laguna Cardenas es 0 (Tabla 11), por lo que estas poblaciones no fueron
consideradas para el cdculo delas correlaciones en €l andlisis de laregresion lineal.

Tabla 11. Distancia genética en relacion con las distancias geogréficas "Vuelo de Ave"

y por € ge principa de los Rios entre |los diferentes sitios de C. macropomum.

Sitios Dist. Dist. Dist.
Genética Geograf. V.A. | Geograf.P.R.

Beni Cach. Espranza-Beni Puerto | 0.06 460 630

Salinas

Beni Cach. Espranza —Iténez San | 0.03 370 500

Joaquin

Beni Cach. Espranza-Mamoré 0.03 560 780

Isidoro

Beni Cach. Espranza Esp- 0.05 292 340

Manuripi Lag. Cardenas

Beni Cach. Espranza —Yata 0.01 55 180

Beni Puerto Salinas-1ténez San 0.05 430 1140

Joaquin

Beni Puerto Salinas —Mamoré 0.07 290 1450

Isidoro

Beni Puerto Salinas —Manuripi 0.00 312 930

Laguna Céardenas *

Beni Puerto Salinas —Yata 0.05 412 750

Iténez San Joaquin —Mamoré 0.04 304 700

Isidoro

Iténez San Joaquin —Manuripi 0.06 520 900

Laguna Cérdenas

Iténez San Joaquin —Yata 0.01 330 560

Mamoré Isidoro —Manuripi 0.04 547 1140

Laguna Cérdenas

Mamoré Isidoro —Yata 0.05 506 820

Manuripi Laguna Céardenas -Yata |0.06 270 480

Las distancias geografica y genética entre Beni-Puerto Salinas y Manuripi Laguna

Cardenas (*) no fueron consideradas para el calculo de las correlaciones.
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A partir de los datos de la tabla 11 se realizo un andlisis de regresion lineal. Para la
relacion entre la distancia genética y la distancia geogréfica vuelo de Ave, el valor de
correlacion r, es de 0.28 (no significativo). Sin embargo, e valor de correlacion
obtenido para la distancia genética en relacion con la distancia geogréfica por rios, es
de 0.53 (P < 0.05, ddl = 13) (Fig. 11).

1600 -

1400

1200
1000 /
800 /
600
2 . R .
v
400 s

L 3
. o . o
200
.
0 T T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

y =9757x + 315,59

R =0,53
y =2350,4x + 279,45
R =0,28

4 Distancia geogréfica Vuelo de Ave
Distancia geografica por rios
== | ineal (Distancia geografica Vuelo de Ave)

== ineal (Distancia geografica por rios)

Fig 18. Curvas de distancia geogréfica Vuelo de Ave y Distancia geografica por Rios
en relacion aladistancia genética para Col ossoma macr opomum.
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6.3.1. Variabilidad genética

6.3. Polimor fismo intra-especifico de Piaractus brachypomus

Se analizaron cinco intrones obteniéndose nueve marcadores de segregacion (loci) de

los cuales cinco fueron polimorficos (Mhc — 1, Aldo B4 1-2, Ck -2, Rpex — 1). La

heterocigosidad observada por locus en las poblaciones de Beni-Cachuela Esperanza,

Beni- Puerto Salinas, Iténez-San Joaguin, Mamoré-Isiboro y Yata, tuvieron los
siguientes rangos de variacion: de 0 a0.58, 0 a0.60, 0 a0.60, 0 a0.44 y de 0 a 0.83,

respectivamente (Tabla 12).

Tabla 12. Distribucién geogréfica de los vaores de las frecuencias délicas vy
heterocigosidad de cinco intrones en P. brachypomus.

POBLACIONES

LOCUS Beni Beni Iténez Mamoré

Cachuela Puerto San Isidoro Yata

Esperanza Salinas Joaquin
Rpex-1
(N) 12 10 5 16 6
100 0.04 0.05 0.20 0.03 0.08
165 0.00 0.00 0.10 0.03 0.00
183 0.83 0.70 0.70 0.78 0.67
195 0.12 0.25 0.00 0.09 0.25
959 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00
He. 0.29 0.44 0.46 0.37 0.49
H n.b. 0.30 0.47 0.51 0.39 0.53
H o. 0.33 0.60 0.60 0.44 0.33
Fis -0.11 -0.30 -0.20 -0.13 0.39
Gpd-1
(N) 12 9 5 16 6
212 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fis e
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Tabla 12. Continuacion de la anterior tabla

POBLACIONES

LOCUS Beni Beni Iténez Mamoré

Cachuela Puerto San Isidoro Yata

Esperanza Salinas Joaquin
Ck-1
(N) 11 10 5 15 6
357 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fis | e | e
Ck-2
(N) 12 10 5 15 6
344 0.00 0.15 0.10 0.13 0.00
350 1.00 0.85 0.90 0.87 1.00
He. 0.00 0.25 0.18 0.23 0.00
H n.b. 0.00 0.27 0.20 0.24 0.00
H o. 0.00 0.30 0.20 0.27 0.00
Fis | - -0.12 -0.00 012 | -
Mhec - 1
(N) 12 10 3 16 6
876 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00
882 0.50 0.25 0.17 0.47 0.50
889 0.50 0.65 0.83 0.50 0.50
897 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
904 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
He. 0.50 0.51 0.28 0.53 0.50
H n.b. 0.52 0.54 0.33 0.55 0.55
H o. 0.33 0.60 0.33 0.44 0.33
Fis 0.37 -0.12 0.00 0.20 0.41
Mhc -2
(N) 12 10 3 15 6
538 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fis | -
Mhc-3
(N) 12 10 3 14 5
307 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tabla 12. Continuacion de la anterior tabla

POBLACIONES
LOCUS Beni Beni Iténez Mamoré

Cachuela Puerto San Isidoro Yata

Esperanza Salinas Joaquin
Aldo B4 1
(N) 12 10 5 16 6
274 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
363 0.29 0.45 0.60 0.75 0.58
368 0.71 0.50 0.20 0.25 0.42
369 0.00 0.00 0.20 0.00 0.00
He. 0.41 0.54 0.56 0.37 0.49
H n.b. 0.43 0.57 0.62 0.39 0.53
H o. 0.58 0.60 0.00 0.12 0.83
Fis -0.37 -0.04 1.00* 0.68 -0.67
Aldo B4 2
(N) 12 10 5 10 4
175 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00
183 1.00 1.00 1.00 0.95 1.00
He. 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00
H n.b. 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00
H o. 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00
Fis | e | e 0.00 | -

Tamarfio de la muestra (N), frecuencias de heterocigosidad y andlisis con e estimador Fis por
locus, correspondientes a nueve locus de P. brachypomus: (Ho.) heterocigosidad observada,
(He.) Heterocigosidad esperada, (H n.b.) heterocigosidad sin sesgo. Significancia a (*) p<5

%.

Los promedios de heterocigosidad observada para las poblaciones de Beni-Cachuela

Esperanza, Beni- Puerto Salinas, Iténez-San Joaguin, Mamoré-Isiboro y Yata en P.

brachypomus, son las siguientes: 0.14, 0.23, 0.13, 0.15 y 0.17, respectivamente. El

promedio de locus polimérfico P a 0.99 y al 0.95 fue superior en la poblacién del

Mamoré-lsiboro con respecto a las demas (Tabla 13). Sin embargo se debe tomar en

cuenta que & numero de individuos analizados en las cuencas del Iténez y Yata fue

muy bgjo.
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Tabla13. Variabilidad genética de P. brachypomus.

Valores Beni Cachue. | Beni Puerto Iténez San Mamoré

promedio Esperanza Salinas Joaquin Isidoro Yata
He. (prom) 0.13 0.19 0.16 0.18 0.16
H n.b.(prom) 0.14 0.20 0.18 0.18 0.18
Ho. (prom) 0.14 0.23 0.13 0.15 0.17
Fis multiloc. 0.003 -0.145 0.346 0.181 0.072
P 0.99 0.33 0.44 0.44 0.56 0.33
P0.95 0.33 0.44 0.44 0.56 0.33

(Ho. prom.) Heterocigosidad observada promedio, (H n.b. prom.) heterocigosidad sin
sesgo promedio (He. prom.) heterocigosidad esperada promedio, (Fis) estimador Fis,
(P0,95), (P 0.99) polimorfismo P.

Andlisis de la panmixia en Piaractus brachypomus en cada sitio de muestreo
analizado

Entre los cinco sitios de muestreo analizados, ninguno presenta valores significativos
gue muestren una diferencia a la panmixia. Sin embargo € locus Aldo B4-1 de la
poblacion del Iténez presenta un déficit de heterocigotos (Fis 1.0). Pero se debe

tomar en cuenta que para esta poblacion solo se analizaron 5 individuos.

6.3.2. Analisisdela diferenciaciéon genética de P. brachypomus entre los
diferentes sitios de muestr eo analizados

El andlisis con €l estimador Fst muestra un diferencia significativa para la poblacién
del Beni-Cachuela Esperanza con respecto d Mamoré-Isiboro (Tabla 14). Las otras
dos poblaciones Iténez y Y ata no fueron consideradas para este analisis debido a bgjo
nimero de individuos anaizados. Al contrario de C. macropomum, Piaractus
brachypomus no presenta diferencia entre las poblaciones de Beni-Puerto Salinas y

Beni- Cachuela Esperanza.
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Tabla 14. Andlisis con el estimador Fst para Piaractus brachypomus comparando tres
sitios de muestreo.

Poblaciones Beni-Puerto Salinas |Mamoreé-Isiboro
Beni-Cachuela Esperanza |[0.035 0.106*
Beni-Puerto Salinas 0.035

Significanciaa (*) p<5 %.

6.3.3. Distancia genética entrelossitios analizados

En la cuenca del ato Madera se diferencian dos clusters genéticos en Piaractus
brachypomus: € cluster 1 formado por la poblacion de Mamoré-Isiboro y €l cluster 2
constituido por las poblaciones de Cachuela Esperanza y Beni-Puerto Salinas. La

separacion entre grupos esta cuantificada en base a estimador Fst (Fig 18).

Mamoré-Isiboro

Beni-Cachuela
Esperanza

0.035
0.068*

Beni-Puerto
Salinas

Fig 19. Dendograma realizado a partir de los datos de distancias genéticas de P.
brahypomus. Los valores observados en cada nudo son valores dados por €l estimador
Fst. Significanciaa(*”) p<5 %..
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7. DISCUSIONES
La técnica del EPIC- PCR

El polimorfismo en la longitud de los intrones ha revelado la existencia de una gran
variabilidad en varios estudios de genética de poblaciones. Muchos de estos estudios
han sido restringidos inicialmente a pocos genes (Factor de elongacion: EF 1 alfa, en
Penaeus vannamel) y frecuentemente los intrones polimérficos han sido encontrados
de forma ocasional (Bierne et al., 2000). Para poder realizar la amplificacion de los
intrones, los cebadores utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
sitan en los exones. Una de las ventgjas mas importantes del uso de los intrones es
gue los cebadores por lo general son “universales’ (France et a., 1999), es por eso

gue a esta técnica se la denomina como exon-primed intron-crossing (EPIC).

Este es uno de los primeros trabajos realizados mediante esta técnica, en poblaciones
de peces en la familia Serralsailmidae distribuidas en Bolivia, anteriormente se
realizaron trabagjos en mamiferos (Palumbi y Baker, 1994), aves (Heslewood et al.,
1998), insectos (Gomulski et al., 1998; He y Haymer, 1999), crustaceos (France et al.,
1999; Bierne et al., 2000;), moluscos (Corte- Real et a, 1994; Daguin et a, 2001) y
peces (Familia Siganidae, genero Siganus) (Hassan et al., 2003; Oustry , 2002). La
variabilidad que presentan los intrones se debe a que acumulan répidamente
mutaciones en contraste a los exones, constituyéndose en marcadores Utiles para €
andisis de la estructura poblacional dentro de una especie. De la misma forma, los
intrones pueden ser utilizados como marcadores de variacion y subdivision
poblacional (Hassan et al., 2002). El conocimiento de esta estructura poblacional
puede proveer una guia valiosa para las estrategias de conservacion y manejo de las
especies (Rossiter et al, 2000; Eirizik et a, 2001).
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Satus

Al hacer una comparacion con otros marcadores nucleares se puede mencionar a los
microsatélites y a las isoenzimas. Los microsatélites son marcadores moleculares
especificos, cuya técnica también se basa en la amplificacion mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores orientados a secuencias repetidas.
Presentan numerosas aplicaciones en la genética evolutiva y en la conservacion. La
alta tasa de mutacion de los microsatélites conduce a un gran polimorfismo e
incrementa la posibilidad de que las poblaciones aisladas divergan rapidamente en
algun loci. Sin embargo, |as tasas de mutacion de un microsatélite particular es poco
conocido, asumiéndose que en la mayoria es de 10  (Balloux et al., 2002). La
estimacion directa de los mecanismos de mutacion de los microsatélites ha mostrado
gue muchas (no todas) mutaciones involucran la adicion o sustraccion de un pequefio

numero de unidades repetidas (Angers et al., 1998).

Las isoenzimas, por una parte producen datos basados normamente en aelos
codominantes, dando lugar a una variacion aéica de un gen individual (Richardson,
1986), esto basicamente permite una diferencia entre homocigotos y heterocigotos, y
la identificacion de ambos hace que € calculo de las frecuencias genéticas sea simple
(Renesto et a., 2000). Por otra parte esta técnica es Gtil para e andlisis de la
estructura genética poblacional de una especie ( Richardson ,1986).

genérico entre Colossoma y Piaractus

En e presente estudio no se ha observado ningln hibrido natural entre Colossoma
macropomum Yy Piaractus brachypomus. Ambas especies estdn  totalmente
diferenciadas en la region de estudio. El nimero de locus diagndsticos y el andlisis
multivariable muestra que no existen introgresiones naturales entre las dos especies
en laregion estudiada del Alto Madera. No obstante esto no excluye la posibilidad de
hibridos artificiales entre C. macropomum y P. brachypomus, ni tampoco la
hibridacién natural entre Colossoma macropomum y P. mesopotamicus. Debido a que

los programas de Investigacion en el Centro de Pesquisas de Peixes

79



Neotropicais (CEPTA/IBAMA, Brasil), han desarollado hibridizaciones
intergenéricas entre Colossoma y Piaractus desde 1985. Los hibridos entre Piaractus
mesopotamicus y Colossoma macropomum  tienen combinaciones valiosas de las
caracteristicas de las dos especies parentales. mayor tasa de crecimiento propia de
Colossoma macropomum Yy meor resistencia a bajas temperaturas propia de P.
mesopotamicus. Cerca del 4 % de los hibridos machos de la F1 muestran una baja
fertilidad (Calcagnotto et al, 1999).

Variabilidad genética de Col ossoma macropomum y Piaractus brachypomus

Mediante latécnicadel EPIC-PCR en Colossoma macropomum se obtuvo un maximo
de 6 aéelos por locus (Ck y Mhc) y en Piaractus brachypomus 7 (Rpex). En € estudio
realizado por Hassan (2002) en varias especies de peces (Sganus rivulatus, Sganus
luridus, Ethmalosa fimbriata, Dascyllus auranus, Thunnus obesus, Lates niloticus,
Chaetodon citrinellus, Pomacentrus pavo y Forcipiger flavissimus), de 17 intrones
analizados ( incluyendo cuatro intrones analizados en este trabgjo: Ck, Mhc, Gpd y
Aldolasa C), 14 presentaron polimorfismo en la longitud de los intrones con la
presenciade 2 a 14 aelos (Gpd). En € trabgjo de Oustry (2003) realizado en pirafias
(Serrasalmus rhombeus, S hollandi, S. huméralis y S spilopleura, de la familia
Serrasalmidage), se obtuvo un minimo de 2 alelos (Aldo B4) y un maximo de 6 (Gh 1).
En contraste, mediante &l andlisis con microsatélites, por 1o general este muestra
mayor nimero de alelos, asi por g emplo Angers et a (1998), en un estudio realizado
en poblaciones de salmones (Salvenilus fontinalis), obtuvo un minimo de 9 y un

maximo de 36 alelos por locus.

Al comparar los niveles de diversidad genética en ambas especies encontradas en este
trabgjo (Tabla 7), con los valores obtenidos en otros estudios, se observa niveles de
heterocigosidad similares a los encontrados por Oustry (2003) en especies del Género
Serrasalmus (Serrasalmidae) (H=0.17, P 0.95=0.83 y P 0.99=0.93). En otro trabgo
llevado a cabo por Hassan et al (2003) en dos especies de teleosteos del género
Siganus los niveles fueron mayores (H=0.46).
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A pesar de que los intrones acumulan répidamente las mutaciones, los niveles de
diversidad genética observados en varios trabajos realizados mediante € analisis con
microsatélites son mayores a los que se obtiene con la técnica del EPIC-PCR. Esto
puede estar relacionado con la alta tasa de mutacion que presentan |os microsatélites
lo cual conduce a un gran polimorfismo. Sin embargo, en los microsatélites se pueden
observar casos de homoplasia. Las homoplasias son caracteres que manifiestan
similitudes estructurales pero que se han originado independientemente unas de otras,
0 a partir de dos caracteres diferentes preexistentes o de un solo caracter preexistente
en dos tiempos diferentes. La homoplasia puede deberse a la convergencia o
aparicion (b) independiente de dos caracteres derivados, pero también alareversion o
pérdida (c) de un caréacter derivado (Fig. 20). La homoplasia puede ser definida como

la existencia de similitud no debida a parentesco.
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Fig. 20. Representacion esquemética de la aparicion de homoplasias con la formacion
de doslocus (a locus 1y locus 2): t1, tiempo 1; t 2, tiempo 2y t 3 tiempo 3. El locus
2 estaformado por un proceso de delecion (1) einsercion (2, 3). Homoplasia por
convergencia en una sola etapa (b) y homoplasia por reversion en dos o mas etapas

(©).

Asi por ggemplo, en €l trabgjo realizado por Pouyeau (in press) mediante marcadores
de loci microsatélite, en las mismas especies estudiadas en este trabgjo, |os niveles de
variabilidad genética encontrados son mayores en Colossoma macropomum (Ho =
0.54 y P 0.99 =1.0) y valores similares en Piaractus brachypomus (Ho= 022y P
0.99 = 0.33). Por otro lado, en otro trabgo realizado en poblaciones de peces
teleosteos con microsatélites y llevado a cabo por Angers et al (1998) se observo
altos niveles de diversidad genética (con un rango de heterocigosidad de 0.62 a 0.89)
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en poblaciones de Salvenilus fontinalis (Salmonidag). En contraste, mediante la
técnica de isoenzimas, por su grado de sensibilidad, se mostraron niveles menores de
diversidad genética. Asi en € trabgo realizado por Nevo (1978) en 71 especies de
teleosteos, |os valores de heterocigosidad y polimorfismo fueron H=0.051 y P=0.0012,
respectivamente; Revaldaves et a (1997) en un estudio llevado a cabo en Prochilodus
lineatus (Characiformes) mostré los siguientes valores de diversidad genética,
H=0.126, P=0.27; De forma similar, Renesto et a (2000) analizando poblaciones de
ciclidos (Crenicichla sp.) mostré una heterocigosidad de 0.063, a igua que lo que se
encontro en Pimelodus sp. (Pimelodidae) (H=0.006) y Pimelodus ortmanni (H=0.024)
(Renesto et al, 2000).

Por lo genera las especies que se extienden en diversas areas correspondientes a un
determinado rio  presentan atos niveles de heterocigosidad y polimorfismo
(Zimmerman, 1987).

Una de las caracteristicas de la Cuenca Amazonia Boliviana son los ciclos de
inundacién que presenta. Las variaciones en |os niveles de agua provocan un camino
periédico de una fase terrestre (periodo de estigie) a una fase acuética (periodo de
inundacion) y estos periodos de inundacion permite una homogenizacion de las
poblaciones (Oustry, 2003)

A pesar de que durante 6 meses del afo, el Mamoré y sus afluentes inundan casi la
totalidad de la planicie central, provocando conexiones con €l rio Beni, Madre de Dios
e Iténez, (Lauzane et a, 1991), esta zona de inundacion no homogeniza a las
poblaciones de C. macropomum que estan muy bien diferenciadas entre varias
regiones de la cuenca. Al contrario, en un estudio con 3 microsatélites analizando las
mismas muestras geograficas, no se observaron diferencias genéticas significativas, es
decir que no se observo estructuracion entre las poblaciones del Mamoré, Madre de
Dios e Iténez en  C. macropomum ( Pouyeau, in press). En e presente trabajo €
andlisis con € estimador Fis da valores significativos para las poblaciones de Beni-
Cachuela Esperanza, Beni- Puerto Sadlinas y Mamoré-Isiboro, mostrando un
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desequilibrio en la proporcion Hardy- Weinberg. Estas diferencias estan relacionadas
con los locus que estdn en equilibrio en las otras poblaciones. En consecuencia el
desequilibrio con relacion ala panmixia no se atribuiria a errores de lectura, pero si a
eventos bioldgicos. Por una parte, en el caso de las muestras del rio Mamoré-Isiboro y
Beni-Cachuela Esperanza, esta diferencia a la panmixia es debido a déficit en
heterocigotos, € cua puede ser explicado por la presencia de varias subpoblaciones
presentes en un mismo lugar. Estas subpoblaciones posiblemente se han formado por
una subdivision poblacional en diferentes subunidades. La mezcla de estas
subunidades o subpoblaciones produciria una deficiencia de heterocigotos (Efecto
Wahlund), e cua dependeria de la diferencia en las frecuencias aélicas entre las
subunidades (Hartl , 1989). Por otro lado, las muestras del rio Beni-Puerto Salinas
presentan una diferencia ala panmixia, debido a un exceso de heterocigotos que puede
estar relacionado con individuos emparentados, es decir que durante € muestreo, los
individuos capturados podrian haber pertenecido a un mismo grupo familiar. Las
muestras del Beni-Puerto Salinas y del Manuripi- Laguna Cardenas no se diferencian,
como se ha observado mediante € andlisis del flujo genético (Fig. 11) y la distancia
genética (Fig9y 10), y podrian estar constituidas por una misma poblacion extendida
hasta la confluencia entre los dos rios.

En e caso de Piaractus brachypomus el bajo numero de individuos muestreados no
permite una amplia comparacion entre los rios. Sin embargo, la poblacion del Beni-
Cachuela Esperanza se diferencia de la poblacion del Mamoré-Isiboro, a diferenciade
C. macropopum no se observa ninguna diferencia a la panmixia en un mismo rio ya
sea en e Mamoré o en € Beni tanto las regiones de arriba (Puerto Salinas) y la de
abgjo (Cachuela Esperanza). Eso puede estar relacionado con las diferencias en la
historia evolutiva o los rasgos de vida de las dos especies. Se puede suponer que P.
brachypomus tiene mas intercambios genéticos en la misma cuenca rel acionados con

unacapacidad migratoria més grande que C. macropomum.



Flujo genético entre las poblaciones de Colossoma macropomum en relacion con la distancia
geogréafica

El flujo de genes esta determinado por la capacidad de dispersion de la especie, asi
como por las barreras geogréficas, distancia y estructura poblacional (Orell at al.,
1999). En Colossoma macropomum, los valores del flujo genético entre las
poblaciones analizadas son relativamente mayores entre los rios Beni-Cachuea
Esperanza, Yata e Iténez (Fig. 17) en relacion con el flujo genético que existe con las
demés poblaciones. Este flujo de genes es suficiente para mantener un alto nivel de
homogeneidad genética que puede ser explicado como € resultado de un flujo de
genes sustancial entre subpoblaciones (Ordll, et al. 1999), esta homogeneidad genética

se observa claramente en |os resultados obtenidos con e estimador Fst y

con las distancias genética (Fig 9 y 10), y pareceria que este alto intercambio genético
esta relacionado con la distancia geogréfica real que existe entre los rios. El
intercambio genético de estas 3 poblaciones con la poblacion del rio Mamoré-Isiboro
es menor (Fig. 11), lo cua también esta en relacion con la distancia geografica entre
ambos puntos de muestreo. La distancia geogréfica entre los rios Mamoré-Isiboro e
Iténez -San Joaguin es un poco mayor (aproximadamente 1904 Km) que la distancia
gue existe entre los rios  Mamorélsiboro vy Beni-Cachuela Esperanza
(aproximadamente 1054 Km), sin embargo el flujo genético entre estos dos grupos
poblacionales es similar. Lo que se esperaria es que en las poblaciones de Mamoré-
Isiboro e Iténez -San Joaquin sea menor, sin embargo segun Lauzane et a (1991), €
Mamoré y sus afluentes durante sus inundaciones (6 meses) provocan conexiones con
el rio Iténez y esto podria dar lugar a que exista flujo genético entre estos rios (Fig.
11).

Por otro lado e flujo genético entre los rios Beni-Puerto Salinas y Manuripi-Laguna
Cardenas es “infinito”, mientras que con €l resto de las poblaciones es pequefio y la
distancia genética entre ambas poblaciones es 0. Por |o tanto las muestras de ambos

rios no son diferenciables, consecuentemente fueron considerados como una misma
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poblacion distribuida en dos lugares diferentes en este estudio, sin considerar la
distancia entre estos sitios. De acuerdo a la distancia geogréfica sin embargo, lo que
Se esperaria, es que exista un mayor intercambio de genes entre las poblaciones de
los rios Beni-Cachuela Esperanza y Manuripi-Laguna Cérdenas, debido a que la
distancia geogréfica entre ellas es menor que entre los rios Beni-Puerto Salinas y
Manuripi-Laguna Cérdenas. En este sentido, las vastas planicies de inundacion en la
cuenca Amazonica boliviana, tendrian una gran influencia en €l flujo genético que

existe entre las poblaciones de estos rios.

Estructuracion genética y ecologia

La combinacion de procesos ecoldgicos y biogeogréficos es un importante mecanismo
para entender la estructura genética de poblaciones. Asi, 10s rasgos de vida (sistemas
de apareamiento, capacidad de dispersion) y eventos histéricos (fragmentacion, rango
de expansion, colonizacion) puede proveer un conjunto de datos para entender la
estructura geografica de la variacion genética entre poblaciones (Templeton et al,
1995).

El andlisis redlizado entre las distancias geograficas "Vuelo de Ave" y por Rios en
relacion con la distancia genética, muestra que Colossoma macropomum tiene una
dispersion preferencial méas por € camino del cauce principal del rio que por la zona
de inundacion (Fig. 12). La zona de inundacidn no juega un papel preponderante para
la dispersion de esta especie. La diferenciacion entre las poblaciones de C.
macropomum esta directamente en relacion con e aislamiento por la distancia y los
factores ecoldgicos, como € tipo de agua, tendrian poco efecto. Es asi que las
poblaciones se diferencian genéticamente frecuentemente a través de un aislamiento
por distancia (por gemplo las poblaciones que tienen una proximidad mas estrecha
son genéticamente mas similares, que |as poblaciones mas distantes) (Balloux et al,
2002). De hecho, la estructuracion genética en C. macropomum, muestra la formacion
de 3 grupos distribuidos en varios rios los cuales son diferentesen sus caracteristicas

ecoldgicas (Fig. 10). Las aguas de los rios Beni-Cachuela Esperanza, Beni- Puerto
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Salinas, Yata, Iténez y Mamoré-Isiboro tienen diferentes origenes, asi € rio Mamoré
y Beni son de origen andino y tienen aguas blancas, las cuales son neutras, turbias y
de conductividad mediana (Loubens et a., 1992). Las del rio Y ata son negras porque
vienen de la planicie, por otro lado € rio Iténez tiene aguas claras originandose en €
escudo brasilefio. Lauzane et a (1991) habian observado una gran diferenciacion de
las especies de laictiofauna en relacion con los rios. Por |o tanto en C. macropomum a
un nivel intraespecifico no se observa relacion entre la estructuracion genética y la
calidad del agua en los diferentes rios. De acuerdo a esto, a parecer la amplia
distribucién de C. macropomum estaria favorecida por su aptitud de colonizar medio
ambientes ecol 6gi camente contrastados.

Acuicultura

Los resultados de este estudio dan una guia para constituir cepas parala piscicultura
de C. macropomum, ya que esta especie es considerada como un gran potencial
economico debido a su ato vaor comerciad en € mercado de Bolivia Seria
interesante comparar los rendimientos de cada grupo genético. Una comparacion
inmediata seria entre las poblaciones del Beni Puerto Salinas y Mamoré-Isiboro que
son diferentes genéticamente y no sélo son diferentes en este aspecto sino también

son diferentes en su tasa de crecimiento (Maldonado, 2004).

Por otro lado € mejoramiento en la pesqueria requiere un conocimiento de la
estructura poblacional, incluyendo la posible existencia de las poblaciones
genéticamente distintas (Revaldaves et a, 1997). Y estos resultados podrian permitir

un programa de mejoramiento genético.
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8. CONCLUSIONESY PERSPECTIVAS

Conclusiones

Se ha comprobado que tanto C. macropomum como P. brachypomus se constituyen en

especies claramente diferenciadas sin introgresiones.

De acuerdo a dendograma C. macropomum presenta una fuerte estructuracion
poblacional presentando tres grupos. € grupo 1 formado por la poblacion del
Mamoré-Isiboro, € grupo 2 constituido por las poblaciones de Beni-Cachuela
Esperanza, Yata, Iténez-San Joaquin, y €l grupo 3 formado por las poblaciones de
Beni-Puerto Salinas y Manuripi-Laguna Cérdenas.

Las poblaciones de Beni-Puerto Salinas y Manuripi-Laguna Cérdenas de C.
macropomum, son consideradas como una sola poblacion, debido a que € flujo

genético es “infinito” y ladistancia genética entre ambas poblaciones es 0.

Los resultados del flujo genético muestran que en C. macropomum existe un mayor
intercambio genético entre las poblaciones de Beni-Cachuela Esperanza, Yata e
Iténez-San joaquin que con €l resto de las poblaciones.

De acuerdo con & dendograma obtenido para Piaractus brachypomus este presenta
una estructuracion entre las poblaciones de Mamoré-Isiboro y Beni-cachuela

Esperanza.

Los datos obtenidos mediante el analisis con el estimador Fst y distancias genéticas,
muestran que la diferencia en la estructuracion genética de C. macropomum y P.
brachypomus estaria en relacion con una historia evolutiva diferente o con sus rasgos

devida
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Los resultados de este estudio pueden servir de guia en la comparacion de cepas para
la piscicultura, debido a que estas especies tienen alto valor comercia en el mercado
de Boliviaasi como en paises de laregion.

Per spectivas

Debido a que las muestras analizadas principalmente para Piaractus brachypomus, no

fueron muy grandes, se debe ampliar e nimero de muestras en Bolivia.

Habiendo zonas no estudiadas en este trabajo y que podrian aportar con nuevos resultados,
de debe obtener y analizar muestras de estas regiones que correspondan también a la
Amazoniaz Amazonia Central y Alta

Utilizar otro tipo de descriptores: microsatelites, ADN mt.

Probar |as hipétesis de larelacion entre genética y rasgos de vida (g). Crecimiento) en

situacion experimental.

Para entender la evolucion de la ictiofauna amazonica se deben hacer estudios

comparados entre varias especies.
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10. ANEXOS
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Anexo 1

Preparacion de la solucién de extraccion de CTAB:

Para50 ml:

20 ml CTAB a 5%(Hexadecyl-trimethyl ammonium bromide)
14 ml NaCl 5M

2ml EDTA 0.5 M pH8

5ml TRIS 1M pH8

100 ul beta mercapto etanol

9 ml agua ultra pura.
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Anexo 2

Condiciones de PCR para la amplificacion de intrones en Colossoma

macropomum y Piaractus brachypomus

CONDICIONES POR CADA INTRON

AldolasaC Aldolasa Ck R pex Mhc Gpd Gh
B4
PRIMERS Aldo C1F Aldo3.1R CK6F R Pex 1F MHC 1F
Aldo C2R Aldo 5F CK7R R Pex 2R MHC 2R
PB MM3 MM1 MM2
CMPB CMPB CMPB
PCS54 PCS60 PCS54
CM MM2 MM3 MM1 MM1 MM2 MM1 MM2
CMPB CMPB CMPB CMPB CMPB CMPB CMPB
PCS58 PCS54 PCS60 PCS60 PCS54 PCS60 PCS60

PCS: Programa de termociclador
MM: Mezclareactivos para PCR

Programas de Termociclador

PCS54
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PCS58

PCS60
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Anexo 3

Electroforesis en geles de poliacrilamida (page)

Preparado de geles de poliacrilamida

GEL DE POLIACRILAMIDA AL 5% - VOLUMEN FINAL 32 ml / gel.

Concentraciéon | Concentracion | Volumen
Inicial final
AGUA 20.27 ml
TBE (anexo 4) 5X 1X 6.4 ml
POLIACRILAMIDA 30 % 5% 5.33 ml
(anexo 4)
PERSULFATO DE 10 % 420 ul
AMONIO (APS)
TEMED 30 ul

* TIEMPO DE POLIMERIZACION: 1 hora
* Lavar los pozos del gel con agua destilada (utilizando unajeringa), por tres veces.

GEL DE POLIACRILAMIDA AL 8% - VOLUMEN FINAL 32 ml / gel.

Concentracién | Concentracion | Volumen
Inicial final
AGUA 16.6 ml
TBE (anexo 4) 5X 1X 6.4 ml
POLIACRILAMIDA 30 % 8 % 8.5 ml
(anexo 4)
PERSULFATO DE 10 % 420 ul
AMONIO (APS)
TEMED 100% 30 ul

* TIEMPO DE POLIMERIZACION: 1 hora
* Lavar los pozos del gel con agua destilada (utilizando unajeringa), por tres veces.
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b)

d)

GEL DE POLIACRILAMIDA AL 12% - VOLUMEN FINAL 32 ml / gel.

Concentracién | Concentracién | Volumen
Inicial final
AGUA 12.3 ml
TBE (anexo 4) 5X 1X 6.4 ml
POLIACRILAMIDA 30 % 12 % 12.8 ml
(anexo 4)
PERSULFATO DE 10 % 420 ul
AMONIO (APS)
TEMED 100% 30 ul

* TIEMPO DE POLIMERIZACION: 1 hora

* Lavar los pozos del gel con agua destilada (utilizando unajeringa), por tres veces.

o Sembrado delas muestrasen page.

Previamente a sembrado de las muestras en PAGE, se debe calcular € volumen de

muestra de acuerdo alaintensidad de la banda de amplificacion visualizada en el gel

de agarosa

El volumen final de siembra debe sumar 8ul (3ul de azul de bromo fenol 6X +agua,

que variade acuerdo a volumen del amplicon + amplicon)

Sembrado.

Lacorrida serealiza en buffer TBE 1X.
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Anexo 4

Condiciones de migracion en PAGE para Colossoma macropomum (CM) y
Piaractus brachypomus (PB)

Voltaje: 350V - 380V
Amperaje: 70A -75A
Poder: 25 W —-28 W

INTRON ALDO | ALDO |CK RPex MHC GPD |GH
C B4

Tiempo de 2.5 3 6 -8 5.5 3 4-5 2.5

Migracion (horas)

Porcentaje de 8 8 12 8 8 12 5

poliacrilamida
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