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INTRODUCCIÓN 

La amplia diversidad biológica observada en esta región ha llevado a generar varias 

hipótesis que intentan explicar este fenómeno, entre éstas la biogeografía explica de manera 

parcial la diversidad piscícola por la extensión territorial del Amazonas - 2,5 millones de 

millas que representa el 30 % de la superficie de Sudamérica - (Bernachtez & Wilson, 1998). 

La diversidad biológica de los peces de la Amazonía boliviana constituye un 

considerable potencial para la acuicultura de la región, puesto que algunas especies son de 

alto valor comercial. Dentro de estas especies el surubí (Pseudoplatystoma fasciatum) y la 

chuncuina (Pseudoplatystoma tigrinum) son consideradas económicamente importantes. 

Estas especies pertenecen a la familia Pimelodidae que es la más grande y diversa dentro 

de los Siluriformes (Lauzanne, 1997). 

Así por mecanismos alopátricos, es decir por accidentes geográficos o varias 

fragmentaciones consecutivas del bosque tropical hace más de dos millones de años y que 

continuaron a través del Pleistoceno, seguidas de contactos secundarios habrían dado lugar 

a la flora y fauna a una especiación y desarrollo de diferencias genéticas conseguidas por la 

adaptación a las condiciones locales. La diversidad genética que surge por mutación, o por 

deriva genética al azar, queda reflejada en la presencia de nuevos alelos, cambios en las 

frecuencias alélicas o por la presencia de nuevas ordenaciones cromosómicas. Finalmente 

se alcanza un punto en el cual las poblaciones tienen suficientes diferencias genéticas como 

para que puedan identificarse como razas distintas o semiespecies. Este proceso puede 

continuar hasta que se formen dos o más especies (Cummings, 1997). 

De acuerdo a esto el estudio de estas especies requiere un conocimiento previo de su 

biología y en particular de su genética. De esta manera, este trabajo intenta aportar 

conocimientos acerca de la estructuración genética, interacción y flujo de genes para 

determinar si estas especies constituyen una sola población distribuida a lo largo de la 

cuenca, o si están estructuradas como poblaciones genéticamente distintas. 
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I. ANTECEDENTES 

La estructura genética de las poblaciones puede ser analizada por dos tipos de 

marcadores: los de origen nuclear y los de origen mitocondrial. Muchos genes nucleares 

codifican proteínas enzimáticas que en su gran mayoría son polimórficas dando evidencia de 

la variación génica para identificar la estructura poblacional (Ayala et al, 1983). Los 

marcadores nucleares dan una información bipaternal que permiten analizar eficientemente 

los cruzamientos intrapoblacionales y las hibridaciones interespecie para verificar la panmixia 

(Gazel, 1999). 

Los marcadores mitocondriales proporcionan información de transmisión a través de 

la vía materna. El ADN mitocondrial presenta una tasa de evolución mayor que los 

marcadores nucleares. El polimorfismo del ADN mt permite el análisis de eventos de 

colonización, siendo además un buen indicador de diferenciación genética para analizar las 

relaciones filogenéticas intraespecíficas (Gazel,1999), así como flujos migratorios. En 

estudios anteriores se observaron diferenciación de especie entre P. fasciatum y P. tigrinum 

y baja diferenciación intraespecífica en P. fasciatum, información obtenida por marcadores 

nucleares en determinados ríos del Amazonas - Ichilo y Beni - (Coronel, 2000). Asimismo, 

por marcadores mitocondriales en individuos de todas las cuencas del Amazonas se observó 

una clara diferenciación genética entre las poblaciones de P. tigrinum  y P. fasciatum y 

dentro de cada especie la topología concensus del árbol filogenético fue débil (Rivera 2002). 

Sin embargo, la forma más directa para estimar la variación y estructura genética es 

comparar las regiones nucleotídicas de los genes que llevan los individuos de una población 

(información poco conocida), es decir utilizar marcadores nucleares. 

En el presente trabajo se trata de determinar los variabilidad genética en relación a 

los determinantes ambientales que condujeron a la estructuración genética actual de estas 

dos especies de alto interés comercial como el surubí (Pseudoplatystoma fasciatum) y la 

chuncuina (Pseudoplatystoma tigrinum) utilizando dos descriptores moleculares.  
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II. OBJETIVOS 

II.1 Objetivo General 

·  Evaluar y comparar la variabilidad genética de las poblaciones de Pseudoplatystoma 

fasciatum y Pseudoplatystoma tigrinum  de la Cuenca amazónica boliviana a través 

de dos descriptores moleculares: isoenzimas e intrones. 

II.2 Objetivos Específicos 

·  Conocer la estructuración genética de P. fasciatum y P. tigrinum. 

·  Comparar la información obtenida por electroforesis enzimática e intrones. 

·  Establecer las hipótesis que expliquen la estructura genética evidentes por los 

análisis filogeográficos. 

·  Determinar el flujo de genes entre estas poblaciones hacia una panmixia. 

·  Investigar los eventuales híbridos interespecíficos. 

·  Determinar las entidades de reproducción en las poblaciones genéticas. 

·  Deducir los factores paleoecológicos que influyen en la estructuración intraespecífica. 

III. HIPOTESIS 

Las especies estudiadas presentan una estructuración genética en relación con la 

distribución geográfica de las poblaciones. 
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IV. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

IV.1 Historia de la Amazonía 

La amazonía se constituye en uno de los medios más ricos en cuanto a diversidad 

piscícola se refiere, con 7 millones de metros de longitud es el mayor sistema hidrográfico 

(Lundberg, 2001), contiene las dos terceras partes del agua dulce disponible. Entre las 

principales hipótesis que fueron emitidas para explicar esta gran diversidad están las 

siguientes:  

IV.1.1 Paleoarcos del terciario 

Según esta teoría el fenómeno de especiación se debería a las modificaciones 

geomorfológicas que existieron durante la era terciaria (Patton, 1997). Debido al 

levantamiento de la Cordillera de los Andes en el Terciario se produjo la formación de 

relieves en forma de arco en la Cuenca Amazónica que modificaron los sistemas de los ríos 

originando una especiación alopátrica. La Amazonía boliviana fue aislada por paleoarcos 

(Lundberg, 1998 ), lo que puede explicar en gran parte su ictiofauna particular pero no su 

estructuración interna. 

IV.1.2 Refugios cuaternarios 

Esta teoría de refugios forestales cuaternarios (Haffer, 1982), explica de alguna 

manera la gran diversidad de las especies en los ecosistemas tropicales por las fluctuaciones 

climáticas del cuaternario (alternancia de periodos glaciales e interglaciales). Las 

poblaciones dependientes de bosques tropicales llegaron a ser aisladas a partir de su 

primer hábitat fragmentado durante el máximo glacial (época seca en la zona tropical). 

Estas zonas de bosques habrían constituido los diferentes refugios para las especies 

causando así su división en poblaciones. Dicho aislamiento es un mecanismo que puede 

conducir a especiación, es decir, la evolución de una nueva especie. La alternancia de 

períodos secos y húmedos aumentaría la necesidad de los animales de desarrollar nuevas 

adaptaciones. 
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IV.1.3 Ríos barreras 

Propuesta por Wallace (1852), según esta hipótesis los grandes ríos amazónicos 

formados al principio de la era cuaternaria se constituirían en verdaderas barreras físicas, 

separando las poblaciones en dos ríos. Este aislamiento causa la diferenciación de las 

poblaciones principalmente cuando existen especies diferentes del mismo género en los 

afluentes de cada lado del río principal (Bush, 1994).  

IV.1.4 Especiación simpátrica 

La especiación alopátrica de alguna manera ha explicado la formación de nuevas 

especies a partir de una misma especie ancestral. Sin embargo, se tienen evidencias de una 

especiación simpátrica en la cual nuevas especies surgen sin aislamiento geográfico. Existen 

modelos para explicar la especiación simpátrica: modelo por competencia sexual para el 

apareamiento (Almeida et al, 2003) y el modelo por competencia de recursos que es esencial 

para la adquisición de una selección disruptiva. 

Cada uno de estos fenómenos coincide para explicar la gran diversidad amazónica en 

muchas especies de peces, por ejemplo, la teoría de los refugios fue propuesta para explicar 

la estructuración genética del género Leporinos en Guyana francesa (Rennó, 1989, 1990). 

Es probable que los refugios hayan  jugado un rol en la estructuración de la ictiofauna de 

la cuenca amazónica boliviana debido a la dependencia de las especies, los bosques 

tropicales para su protección, la alimentación de las larvas o de los adultos y su 

reproducción.  

IV.2 Descripción general del área geográfica de estudio 

La amazonía boliviana comprende cuatro ríos de origen distinto y de caudal más o 

menos semejante e importantes ya sea por su navegabilidad o aprovechamiento potencial: el 

Madre de Dios (2.715 Km2), el río Beni (122.400 Km2), Mamoré (222.100 Km2) de origen 

andino y el Iténez o Guaporé (303.300 Km2) propio del escudo brasileño, los cuales se unen 

para formar el río Madera, afluente mayor del río Amazonas (Lauzanne, et al, 2000; Guyot, 

1993; Bourges, 1995). 

La diversidad de la amazonía boliviana se refleja en su clima, ecuatorial al norte 
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hasta un clima tropical seco al sur con una temperatura promedio anual de 24
C. Su 

vegetación en bosques y pastos conservan grados de humedad según la naturaleza de 

los suelos, estación lluviosa en verano con precipitaciones promedio anuales desde 1800 

mm para las cuencas del Beni y Mamoré y mas de 2000 mm para el Madre de Dios 

(Bourges, 1995). Posee una variada característica geológica (precámbrica del escudo 

brasileño y series sedimentarias cuaternarias de la altitud) una planicie amazónica 

situada entre 100 y 200 m de altitud y una extensa red hidrográfica con zonas de 

inundación temporales que determinan la presencia de una de las faunas de peces de 

agua dulce más variadas de la región neotropical (Guyot, 1993; Bourges, 1995).  

En Bolivia, para un sistema hidrológico de 14.197 Km2, viven 340 especies 

ictiológicas descritas, de estas 320 viven en lagos y ríos del oriente (Montes de Oca, 

1997, cerca de 380 especies son referidas por Lauzanne, et al., 1991). Sarmiento y 

Barrera, (1997) mencionan  aproximadamente 550 especies para Bolivia. Considerando 

la poca información de las cuencas del Iténez, Pilcomayo, Beni y del Alto Paraguay se 

estima que el número de especies en Bolivia alcanza aproximadamente a las 600 

especies. 

El área de estudio para el presente trabajo de investigación comprende a dos 

subcuencas del departamento del Beni: Mamoré e Iténez. El río Mamoré pertenece a los 

sistemas “río-planicie de inundación” de aguas blancas. Se origina de la unión de 

tributarios que emergen de los andes y de la planicie central, fluye hacia el norte hasta la 

frontera con Brasil donde se une al río Beni el cual confluye al río Madera. En su 

recorrido, a través de la llanura beniana, su curso describe una infinidad de meandros los 

cuales pueden aislarse del curso principal para formar numerosas lagunas de diferente 

tamaño y profundidad de muy poco a medianamente transparentes conectadas a los ríos 

madre a través de arroyos (Navarro y Maldonado, 2002). Tiene como principales 

afluentes a los ríos Ichilo, Grande, Chapare, Sécure, Isiboro, Apere, Yacuma y otros de 

menor caudal que junto con su tributario mayor, el río Grande, atraviesa 1770 Km del 

territorio boliviano. Lauzanne et al. (1991) mencionan 329 especies en 36 familias para la 

cuenca del Mamoré. Navarro y Maldonado (2002) indica una lista de 273 especies para los 

ríos Ichilo, Mamoré Central y Yacuma-Apere. 

El río Iténez o Guaporé se origina en las cumbres del Mato Grosso, fluye al 

noroeste a través de bosques tropicales estableciendo una frontera natural entre 
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Bolivia y Brasil, tiene un recorrido de 1207 Km (Montes de Oca, 1997). Las llanuras 

Aluviales de la Hidroecoregión del Escudo Brasileño se extiende sobre las cuencas de los 

ríos Iténez y Paraguay así como sus afluentes principales Paraguá, San Martín, Negro y 

otros que forman cauces con amplios valles meandriformes y una llanura de inundación 

compleja donde se encuentran numerosas lagunas conocidas como “bahías” conectadas 

todo el año y “bahías centrales” aisladas en época seca. El Iténez es llamado río de 

aguas claras (Bourrel, et al., 1999) en conjunto muestran un predominio de “aguas 

negras” aunque no presentan características típicas de este tipo de aguas. Los 

ambientes lacustres no son muy desarrollados y tienen una transparencia casi total. El 

número de especies registradas para distintos tipos de aguas: negras, blancas y claras 

varía entre 97 y 115 según Navarro & Maldonado, 2002.  

La red hidrográfica del departamento de Pando está conformada por los siguientes 

ocho ríos mayores: Madre de Dios, Beni, Tahuamanu, Manuripi, Orthón, Abuná, Madera y 

Acre. El Manuripi es un río de aguas negras, nace en la república del Perú, bajando en 

dirección suroeste-noroeste, en territorio boliviano recibe el aporte de innumerables 

arroyos, entre los cuales destacan el Malecón, Maniruma, Bayo, Florida, Tulupa, 

Supaymanu y el río Buyuyo. Juntamente con el río Tahuamanu conforman el Orthón el 

cual desemboca en el río Beni con una extensión de 32.260 Km2. En un área de 18000 

Km2 (RNA Manuripi-Heath) se registraron 237 especies  de las cuales 16 fueron registradas 

por primera vez para Bolivia (Salm & Marconi, 1992). Sarmiento et al, (1999) menciona a 354 

especies para la cuenca Orthón-Madre de Dios, ya que reúne especies de las tierras bajas, 

del escudo brasileño y de las cabeceras fluviales. La zona más rica en especies es la del río 

Manuripi con más de 220 especies, las lagunas poseen una fauna similar al de los ríos por 

su conexión con ellos (Navarro & Maldonado, 2002). 

IV.2.1 Dinámica de las zonas húmedas en la cuenca Amazónica 

boliviana 

Una de las principales características de la Amazonía boliviana reside en el hecho 

que una gran parte de su zona central (los llanos) esta inundada durante 4 a 6 meses en 

una superficie de 100.000 a 150.000 Km2. Según la variabilidad del ciclo hidrológico 

anual, ríos, lagunas, pantanos las sabanas inundadas se conectan en un sistema 

funcional único que ofrecen zonas diversificadas de características ecológicas favorables 
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para el crecimiento y desarrollo de la fauna íctica (Bourrel, et al., 1999; Wasson, 2001). 

Los sistemas palustres (pantanos, curichis, yomomos) y la amplia llanura de inundación 

durante el periodo de lluvias son formaciones de gran importancia por la superficie que 

ocupan y su papel en la dinámica hídrica local (Sarmiento, 2000). La importancia de 

conocer los procesos que se desarrollan en estos ecosistemas acuáticos y las complejas 

relaciones de los ciclos de las aguas altas (época de inundación) y bajas (época seca) 

determinan variaciones en los sistemas tróficos, por tanto, en la distribución y 

composición de las especies (Corvin & Guyot, 1988).  

En Bolivia la estación lluviosa es en verano, un total de 60 a 80% de las 

precipitaciones se presentan durante los cuatro meses más lluviosos de diciembre a 

marzo (Montes de Oca, 1997). La región de los llanos húmedos amazónicos comprende 

gran parte de las llanuras benianas y se halla sujeta a dos fenómenos claramente 

diferenciables, una época seca y otra de inundaciones. El ciclo hidrológico es bastante 

sencillo, se puede observar claramente la sucesión entre una época de inundación, las 

abundantes lluvias del verano causan la formación de meandros por los ríos que se 

desbordan e inundan la planicie con un máximo en febrero-marzo y una época de estiaje 

con un mínimo en agosto-septiembre (Pouilly, 1999). En el Mamoré, las inundaciones 

ocurren entre noviembre y junio con períodos y frecuencias variables (90-199 días). 

Durante este periodo, una amplia superficie de los bosques ribereños queda cubierta por 

el agua y muchas especies ocupan temporalmente este tipo de sistemas como áreas de 

alimentación o de refugio. La estacionalidad también determina la condición física de los 

peces: un rápido engorde durante las aguas altas y reducción de grasa durante el descenso 

de las aguas, prolongándose hasta la mitad de la crecida siguiente (Loubens & Panfili, 1997). 

Como consecuencia de estos ciclos, se presenta marcas en los otolitos y vértebras que 

pueden ser usadas para determinar la edad. Especies predadoras como Pseudoplatystoma 

fasciatum y Pseudoplatystoma tigrinum utilizan estacionalmente los bosques inundables 

como áreas de alimentación.  

IV.3 Características generales de la familia Pimelodidae 

La fauna íctica de la Amazonía boliviana consta de 153 especies de Siluriformes 

constituyendo un 39.5% del conjunto de peces (Loubens & Panfili, 2000). Las diferentes 

especies que componen este orden, se distribuyen desde las zonas más bajas hasta los 

3.000 m de altitud (Sarmiento & Barrera, 1997). La familia Pimelodidae agrupa cerca 
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de 300 especies reunidas en más de 50 géneros repartidos en tres subfamilias: 

Pimelodinae, Pseudopimelodinae y Rhamdiinae (Le Bail, et al., 2000). La clave describe 

15 géneros de las 30 especies halladas en la cuenca del Mamoré (Lauzanne & Loubens, 

1985).  

A pesar de la semejanza superficial de los Pimelodidae con los Bagridae de Africa 

y Asia, ambas familias se las considera polifiléticas (Lowe-McConnell, 1987). Los 

Pimelodidos corresponden a niveles tróficos altos en su mayoría predadores, ictiófagos y 

omnívoros. Su alimentación se compone predominantemente de cardúmenes de 

carácidos (Dahl, 1971). Una de las características más llamativas de las especies 

comerciales de pimelodidos es su enorme tamaño, razón por la cual se les denomina 

“grandes bagres” (Reid, 1983; Sánchez, et al., 1998). Las tallas, en algunos casos, llegan 

a sobrepasar los dos metros, la longitud estándar está relacionada con los estados 

reproductivos y es diferente para hembras y machos, siendo ellas las que mayores tallas 

alcanzan (Le Bail, et al., 2000). 

Las tres especies de este género: Pseudoplatystoma fasciatum, 

Pseudoplatystoma tigrinum y Pseudoplatystoma coruscans se distribuyen en la mayor 

parte de Sudamérica tropical y subtropical, donde se distinguen por su gran tamaño y 

valor comercial (Reid, 1983; Loubens & Panfili, 2000). En Bolivia, el surubí 

(Psudoplatystoma fasciatum) y la chuncuina (Psudoplatystoma tigrinum) son dos 

especies comunes y comercialmente importantes, clasificado como “clase A” por la 

Misión Británica (Lauzane & Loubens, 1985). Ambas especies genéticamente son 

distintas y presumiblemente diferenciadas en el Plioceno, al borde del Pleistoceno 

(Coronel, 2000). 

IV.3.1 Descripción general del género Pseudoplatystoma 

IV.3.2 Sistemática y biología de Pseudoplatystoma fasciatum y 

Pseudoplatystoma tigrinum 

IV.3.2.1 Sistemática 

Según descripciones de Lauzanne y Loubens en 1985 basada en trabajos realizados 
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por Norman y revisado por Greenwood (1975) se clasifica de la siguiente manera: 

Superclase:  Gnathostomata, peces con mandíbula 

Clase:  Teleostomi, peces con mandíbula completa, verdadero hueso en el 

esqueleto y presencia de vejiga natatoria 

Subclase:  Actinopterygil, incluye la totalidad de los peces actuales, aletas con 

radios 

Grupo:  Teleostei 

  Euteletoei 

Superorden:  Ostariophysi, incluye a la gran mayoría de los peces de agua dulce 

Orden :  Siluriformes 

Familia:  Pimelodidae 

Género:  Pseudoplatystoma 

Especie: fasciatum 

tigrinum 

IV.3.2.2 Morfología 

Los Pseudoplatystoma se caracterizan por tener el cuerpo cubierto por una piel 

desnuda y lisa, presencia de tres pares de barbillones alrededor de la boca (un par 

maxilar y dos pares mentonianos), maxilar inferior más corta que el maxilar superior, 

dientes (villiformes) pequeños y curvos agrupados en fajas o placas semejantes a una lija 

en las mandíbulas (Muñoz & Van Damme, 1998; Britsk, 1999). Las narinas anteriores y 

posteriores son bien separadas, aletas pectorales y dorsal guarnecidas con espinas 

previstas de sierras muy desarrolladas cubiertas de una piel fina, las branquiespinas 

(<10) son a menudo rudimentarias, la aleta caudal es fuerte y lobulado (Ferreira, 1998; 

Le Bail, et al., 2000). Si bien las características morfológicas del P. fasciatum y P. 

tigrinum son muy semejantes y presentan cierta confusión, la identificación es 
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relativamente fácil, precisa y difícilmente son confundidos. 

IV.3.2.3 Alimentación 

Pseudoplatystona fasciatum y Pseudoplatystoma tigrinum son especies 

predadoras, exclusivamente ictiófagas, representando más del 99% el peso total de 

alimento (Reid, 1983; Lowe-McConnell, 1987; Loubens & Panfili, 2000; Salm & Marconi, 

1992; Boujard et al., 1998). Las presas seleccionadas por ambas especies son diversas. 

En los estómagos de estos “bagres” se hallaron muchas especies de importancia 

comercial, entre ellas: Prochilodus nigricans, especies de Curimatidae, Mylossomas., 

Anastomidae, Colossoma duriventris, Brycom, P. squamosissimus, gymnotidés, 

Loricaridés, especies de Siluriformes, cíclidos así como las peligrosas pirañas. Éstas 

especies son capaces de tragar presas que miden hasta por lo menos el 30% de su largo 

estándar y miembros de su mismo género. Esto indica una alimentación variada de tipo 

oportunista y aprovechan cualquier concentración de peces apropiados (Reid, 1983; 

Loubens & Panfili, 2000; Boujard et al., 1998). 

A partir de los 40 cm. de longitud, las dos especies tienen hábitos alimenticios 

ictiófagas (Loubens & Panfili, 2000). A tamaños inferiores, los camarones  se encuentran 

en una proporción significativa en la dieta de ambas especies constituyéndose en el 

alimento primario para la mayoría de los juveniles de esta familia. La presencia de 

insectos es significativa tan solo en los juveniles menores de 10 cm y el material vegetal 

que comprende en su mayoría fragmentos de hojas y detritos vegetales que parece ser 

capturada al azar junto con las presas, parece incidental (Reid, 1983). La observación del 

P. fasciatum ha demostrado que es un depredador activo, que busca su presa 

desplazándose y probando los alrededores con sus largas barbillas. Tienen ojos 

notablemente más activos que muchos de los demás bagres. Tradicionalmente se considera 

que los miembros del género Pseudoplatystoma se alimentan durante la noche. Sin 

embargo, se ha demostrado que P. fasciatum está activo y caza durante el día, 

especialmente en la mañana (Reid, 1983; Ferreira, 1998). Entre los bagres de esta especie 

cuyos contenidos estomacales estaban frescos, el 67% había sido colectado en la mañana y 

otro 23% a principios de la tarde. Este comportamiento es diferente al P. tigrinum que tiene 

alimentación nocturna (Reid, 1983, Le Bail, et al., 2000). 



 

 

22

22

IV.3.2.4 Crecimiento 

Se estima la edad individual por la observación de cortes frontales de las 

vértebras, estos enseñan una alternancia de anillos hialinos estrechos y de zonas opacas 

anchas depositándose cada uno al ritmo de un año. Los anillos hialinos se forman 

durante el estiaje y la crecida, se trata de un periodo de crecimiento muy débil. Las zonas 

opacas se forman principalmente durante la decrecida, entonces el crecimiento resulta 

rápido y se acompaña de un mejoramiento de la condición y de acumulación de grasa en 

la cavidad abdominal�(Reid, 1983; Loubens & Panfili, 2000). En pescas realizadas en el 

río Mamoré por Lauzanne & Loubens (1985), la chuncuina registró un peso de hasta 22 

Kg y el surubí no sobrepasó los 15 Kg. Las dimensiones que alcanzan estas especies en 

las lagunas son, en algunos casos, superiores a los registrados en los ríos (Torres, et al., 

1992). Se observa una clara diferencia entre los  sexos de ambas especies, las hembras 

son más grandes que los machos. El crecimiento durante el primer año es de 29 cm para 

Pseudoplatystoma fasciatum y una longevidad de por lo menos 10 años. Para 

Pseudoplatystoma tigrinum el crecimiento durante el primer año es de 36 cm y una 

longevidad de unos 15 años (Loubens & Panfili, 2000). En pruebas de cría extensiva, en 

presencia de peces forrajeros, P. tigrinum revela sus fuertes potencialidades de 

crecimiento, 10g/día (Le Bail  et al., 2000). 

IV.3.2.5 Comportamiento migratorio y reproducción 

Los patrones de movimiento y migración de los peces, a pesar de ser complejos y 

contar con insuficientes estudios, son bien conocidos por los pobladores locales. Estos 

movimientos están relacionados a procesos fundamentales como la alimentación, 

reproducción y dispersión (Sarmiento, 2000). El comienzo de la época lluviosa marca 

cronológicamente�el inicio del desove de muchas especies y el aumento de caudal de los 

ríos es una señal fuerte que parece motivar el desplazamiento de muchas especies y 

acelerar el desarrollo gonadal. Un lento aumento del nivel de los ríos puede reducir y 

demorar este proceso reproductivo (Junk, et al., 1997). Las migraciones de reproducción 

del P. fasciatum y P. tigrinum se relacionan en función de la reproducción y alimentación, 

se inician en septiembre y termina a principios de enero (Goulding, 1997). La mayoría de 

los adultos de las dos especies aparentemente realizan largos recorridos desde las zonas 

más bajas (ríos brasileños y bolivianos de llanura) hacia zonas de reproducción aún no 

conocidos río arriba (Muñoz & Van Damme, 1998), hacia las estribaciones de 
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la zona preandina de enero a febrero durante la primera parte de las aguas altas. 

Tienen un desove corto y la parte que no migra queda en descanso sexual. Esta 

estrategia de reproducción durante las aguas altas, favorece mucho a las larvas y 

alevines los cuales encuentran un medio ambiente diverso y extenso proporcionándoles 

protección natural y buenas condiciones de alimentación (Lauzanne, et al., 1990; Muñoz 

& Van Damme, 1998). Torres et al., (1992) observaron que el periodo reproductivo del P. 

fasciatum se alarga en dos meses (enero-abril) en comparación con el Mamoré. Ambas 

especies se encontraron en estado de desove dentro de la laguna, determinando que 

sólo entran en época de subidas de agua desde el Mamoré hasta la posibilidad de salir 

en años posteriores. A finales de la estación seca, ambas especies pueden migrar al 

mismo tiempo que sus presas (Le Bail, et al., 2000). Entre las dos especies los machos 

alcanzan la madurez sexual con más precocidad y las hembras crecen con más 

velocidad. Las tallas mínimas de maduración observado varían según los autores de 39 a 

56 cm en machos y de 39 a 65 cm en hembras (Reyes, et al., 1990; Loubens & Panfili, 

2000; Le Bail, et al., 2000). 

IV.3.2.6 Repartición ecológica 

Las especies del género Pseudoplatystoma se encuentran en ambientes muy 

diversos: ríos grandes de aguas turbias y canales de menos de un metro de profundidad, 

lagunas y planos de inundación de la selva lluviosa, aguas limpias y pedregosas del pie 

de monte andino, tanto en aguas corrientes como tranquilas (Reid, 1983; Lowe-

McConnell, 1987; Muñoz & Van Damme, 1998; Le Bail, et al., 2000), pie de monte andino 

para el río Beni, Chapare-Ichilo (Navarro & Maldonado, 2002), aunque no son 

característicos de las corrientes y raudales fuertes, si pasan por ellos en tránsito. Sin 

embargo, las dos especies tienden a separarse por hábitat, el P. fasciatum suele ocupar 

sitios protegidos por troncos, excavaciones y vegetación acuática, mientras que P. 

tigrinum prefiere zonas arenosas menos profundas (Le Bail et al., 2002), es más común 

sobre sustratos abiertos y limpios, playas, zonas centrales de los lagos. Se advierte dos 

fenómenos de repartición heterogénea durante el tiempo de aguas bajas: P. fasciatum  

prefiere los medios lóticos mientras P. tigrinum está difundida. Para las dos especies los 

machos son más abundantes en los ríos y las hembras en las lagunas. P. fasciatum 

capturado en pescas exploratorias hasta los 300 m de altitud (Villa Tunari) presenta una 

coloración diferente, sin embargo las incluyen como una misma población conjuntamente 



 

 

24

24

los individuos de la planicie (Loubens & Panfili, 2000). 

IV.3.2.7 Importancia económica 

Los peces son la principal fuente de proteína en la alimentación de las poblaciones 

originarias y como recurso alternativo de subsitencia para colonos, migrantes y poblaciones 

amazónicas que en cierto grado son dependientes de los recursos pesqueros ya que 

representan cerca del 70% de proteína animal consumida (Ferreira, 1998). Un análisis de 

contenido nutritivo mostró que el pez completo contiene el 17,0% de proteína y solamente el 

2,0% de grasa (Junk, 1976). Estudios realizados en el P. coruscans afirman que su carne 

blanca de agradable sabor es una importante fuente de proteínas y un alimento de un buen 

valor energético por su alto contenido de grasa (Molina, et al., 2000). 

Los Pimelodidae son una de las tres primeras familias por orden de importancia 

comercial, siendo las dos otras las de los Curimatidae y de los Serrasalmidae. El grupo 

más importante para la pesca comercial esta compuesto por: Sorubimichthys planiceps 

(Paleta) sobrepasa los 10 Kg, Phractocephalus hemiliopterus (General) alcanza hasta 20 

kg, Paulicea lutkeni (Muturo, Chanana) hasta 61 kg, Brachyplatystoma filamentosum 

(Piraiba) sobrepasan los 100 kg, Brachyplatystoma flavicans (Saltador o Dorado de piel) 

alcanza 5 a 10 kg El tándem de mayor importancia lo conforman el Pseudoplatystoma 

fasciatum (surubí) no sobrepasa los 15 Kg y Pseudoplatystoma tigrinun (chuncuina) 

alcanza un peso de hasta 22 Kg. 

El porcentaje de pesca comercial es alto durante la mayor parte del año debido a 

la calidad de su carne alcanzando precios altos en el mercado local y nacional, no tienen 

espinas en la carne, son de fácil conservación y el pescado preparado para la venta 

pierde poco con relación al pez vivo entero (Lauzanne & Loubens, 1985). Como especies 

deportivas son muy populares y su pesca es sumamente emocionante por el gran tamaño 

y fuerza del pez (Reid, 1983). Actualmente Pseudoplatystoma no está explotado para 

piscicultura en nuestro medio, debido a la facilidad con la que se consigue en su estado 

natural; no obstante, es de esperarse que en el futuro sea aprovechado como pez 

cultivable. 
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IV.4 Genética Evolutiva 

La evolución es un hecho histórico completamente establecido, pero ¿qué factores 

son responsables del cambio evolutivo?. La evolución es ante todo un proceso genético, y la 

genética de poblaciones es la disciplina biológica que proporciona los principios teóricos de 

la evolución. Esta ciencia parte del supuesto de que los cambios evolutivos a pequeña 

escala, los que se dan dentro de las poblaciones de las especies, contienen todos los 

elementos necesarios para explicar la evolución, puesto que la macroevolución, o evolución 

a gran escala, no sería más que la extrapolación en el espacio y en el tiempo de los 

procesos básicos de las poblaciones. Casi todas las especies están formadas por una o más 

poblaciones de individuos que se cruzan entre sí, formando una comunidad de intercambio 

genético denominada población mendeliana. Esta población es la base donde se forja la 

evolución. En el seno de la población se da el hecho inevitable de que algunos individuos 

dejan más descendientes que otros. Como el único componente que se transmite de 

generación en generación es el material genético (los genes), el que un individuo deje más 

descendientes implica que sus genes están más representados en la siguiente generación. 

De este modo, las frecuencias de los distintos genes cambian de una generación a otra, y 

este cambio será irreversible cuando se considera el conjunto de los genes de la población, 

pues es muy improbable que se vuelva a una configuración previa en todos los genes. Por 

tanto, desde el punto de vista de la población, la evolución es en último término un cambio 

acumulativo e irreversible de las proporciones de las diferentes variantes de los genes, o 

alelos, en las poblaciones. 

IV.4.1 Estructura genética de poblaciones 

IV.4.2 Fuerzas de la evolución 

¿Qué procesos hacen que los alelos cambien en frecuencia de generación en 

generación? Los agentes que cambian las frecuencias génicas de las poblaciones, o sea los 

factores de evolución son la deriva genética, la selección natural, la mutación y la migración. 

IV.4.2.1 Deriva genética 

La deriva genética ocurre en poblaciones relativamente pequeñas donde algunos 

alelos pueden cambiar su frecuencia simplemente debido al azar. La mayoría de 
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los organismos son diploides, es decir, tienen dos ejemplares de cada gen. Los gametos 

de estos organismos portan solo uno de las dos ejemplares (alelos) de cada gen. El que un 

gameto lleve un alelo u otro es una cuestión de azar, por lo que la formación de gametos y 

su consiguiente unión para formar los cigotos de la siguiente generación solo puede 

describirse como un proceso probabilístico. En cada generación esperamos una fluctuación 

al azar de las frecuencias alélicas en las poblaciones. Si en algún momento durante esta 

conducta fluctuante un tipo de los alelos no llega a transmitirse a la siguiente generación, 

entonces este alelo se habrá perdido para siempre. El resultado de la deriva suele ser la 

pérdida de variabilidad genética, siendo un proceso que contrarresta la entrada de 

variabilidad genética por mutaciones. 

IV.4.2.2 Selección natural 

La selección natural es uno de los factores de evolución. Es el proceso que permite 

explicar la complejidad de la evolución, las adaptaciones de los organismos, y por eso ocupa 

una posición central en la biología evolutiva. En esencia, la selección natural es reproducción 

diferencial de unas variantes genéticas respecto de otras. Podemos definirla como el proceso 

que resulta del cumplimiento de las tres condiciones siguientes: (1) variación fenotípica entre 

los individuos de una población, (2) supervivencia o reproducción diferencial asociada a la 

variación, y (3) herencia de la variación. Si en una población de organismos se dan estas tres 

condiciones, entonces se sigue necesariamente un cambio en la composición genética de la 

población por selección natural. 

Además la selección natural explicaría las adaptaciones que son aquellas 

características que aumentan su frecuencia en la población por su efecto directo sobre la 

supervivencia o el número de descendientes de los individuos que la llevan. La adaptación 

no es una propiedad invariante, absoluta, sino contingente, dependientes de cada contexto 

ecológico. La selección natural puede producir pequeños ajustes adaptativos como el 

mimetismo del melanismo industrial, pero también es capaz de crear órganos tan complejos 

como un ojo. Los biólogos suecos D. E. Nilsson y S. Pelger han estimado que el tiempo 

necesario para la evolución de un ojo como el de los vertebrados es un breve instante 

comparado con la magnitud del tiempo geológico.  
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IV.4.2.3 Mutación 

La variación es la materia prima de la evolución. Sin variación genética no es posible 

la evolución. La fuente última de toda variación genética es la mutación. Una mutación es un 

cambio estable y heredable en el material genético. Las mutaciones alteran la secuencia del 

ADN y por tanto introducen nuevas variantes. Muchas de estas variantes pueden ser 

eliminadas, pero ocasionalmente algunas de estas variantes pueden tener éxito e 

incorporarse en todos los individuos de la especie. La mutación es un factor que aumenta la 

diversidad genética. La tasa de mutación de un gen o una secuencia de ADN es la 

frecuencia en la que se producen nuevas mutaciones en ese gen o la secuencia en cada 

generación. Una alta tasa de mutación implica un mayor potencial de adaptación en el caso 

de un cambio ambiental, pues permite explorar más variantes genéticas, aumentando la 

probabilidad de obtener la variante adecuada necesaria para adaptarse al ambiente. A su 

vez, una alta tasa de mutación aumenta el número de mutaciones perjudiciales o deletéreas 

de los individuos, haciéndolos menos adaptados, y aumentando la probabilidad de extinción 

de la especie. Las mutaciones no tienen ninguna dirección respecto a la adaptación, son 

como un cambio al azar. Este cambio puede producir una falta de significado, y por eso la 

mayoría de las mutaciones son deletéreas. Pero a veces ciertos cambios pueden introducir 

nuevos significados, permitiendo nuevas funciones. Cada especie tiene un tasa de mutación 

propia que ha sido modulada por la selección natural para que la especie pueda lograr  

estabilidad que le impone el ambiente. 

IV.4.2.4 Migración 

El intercambio de genes entre poblaciones debido a la migración de los individuos 

entre poblaciones es otro factor importante de cambio genético en las poblaciones. Si dos 

poblaciones difieren en las frecuencias de los alelos de alguno de sus genes, entonces el 

intercambio de individuos entre las poblaciones producirá un cambio de las frecuencias de 

los genes en cada una de las poblaciones.  

IV.5 El ADN nuclear en la biología evolutiva 

Tradicionalmente los estudios de la ictiofauna del Amazonas a nivel genético con 

estudios evolutivos y de biodiversidad, han sido realizados a partir de la citogenética, 

continuando con la identificación delos productos finales del ADN como son las proteínas o 
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isoenzimas, posteriormente se han utilizado marcadores moleculares como los 

microsatélites, PCR RFLP, RAPD, intrones y secuenciamiento del ADN ( Porto, Alves 

Gomes, 2002). 

Los marcadores moleculares son biomoléculas que pueden relacionarse con un 

rasgo genético. Los marcadores genéticos pueden distinguirse en dos grupos: los 

basados en el análisis de proteínas (análisis enzimático) y los basados en el análisis del 

ADN (ADNmt, ADNr, intrones, minisatélites y microsatélites). Los marcadores proteicos 

son generalmente codominantes y permiten el análisis a la vez de varios loci. Los 

genotipos resultantes se pueden procesar como cualquier clase de datos mendelianos 

codominantes. Un marcador molecular monomórfico es invariable en todos los 

organismos, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad 

enzimática, estructura, o sitios de restricción, se dice que es polimórfico. Los primeros 

marcadores desarrollados a fines de los ‘70 para estudiar la variación a nivel molecular 

se basaron en la identificación de proteínas e isoenzimas por electroforesis en geles de 

almidón o poliacrilamida (Ayala, 1984; Richardson, 1987). 

La información genética codificada por la secuencia de nucleótidos del ADN de un 

gen estructural se traduce en una secuencia de aminoácidos que forman un polipéptido. 

Un gen es un segmento de una de las moléculas largas de ADN de la célula que 

almacenan en su estructura la información genética del organismo. Las moléculas de 

ADN se hallan asociadas a proteínas, se encuentran empaquetadas en unos cuerpos 

densos denominados cromosomas, estas pueden contener muchos miles de loci génicos. 

Un gen en un locus determinado puede presentar formas variantes denominadas alelos. 

En una población grande y diploide pueden existir varios alelos en un locus, aunque solo 

puede haber dos en un individuo. Cuando ambos alelos de un locus determinado son 

idénticos en los cromosomas homólogos de un individuo se dice que el individuo es 

homocigoto para dicho locus; cuando ambos alelos son distintos se dice que el individuo 

es heterocigoto para dicho locus (Ayala, 1984; Ridley, 1996). 

Los marcadores moleculares nos dan una estimación de la diversidad genética, 

esto se logra a partir de cada una de las variantes (alelos). Estos permiten generar una 

gran cantidad de información sobre la diversidad genética de las poblaciones, detectar 

niveles de heterocigosidad y polimorfismo (variabilidad) existente en poblaciones 

naturales, relaciones inter e intrapoblacionales, taxonomía, 
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caracterización de la estructura poblacional, análisis de distancia genéticas en estudios 

evolutivos, análisis de parentesco, estudio de ligamientos e identificación de híbridos. 

Estos estudios genéticos tienen una aplicación en manejo de programas de conservación 

de biodiversidad y en monitoreo de ambientes así como en programas de mejoramiento 

genético (Ayala, 1984; Richardson, 1987). Los datos moleculares constituyen una 

aproximación adecuada para determinar la estructura genética de una especie, 

proporcionando información sobre la distribución actual de la diversidad genética y los 

procesos que actúan sobre ella (flujo genético, deriva, endogamia), como sobre la 

historia de la población, en particular sobre los patrones geográficos y la importancia del 

aislamiento geográfico (Moritz, 1999). 

IV.5.1 Electroforesis enzimática 

A partir de los años sesenta se desarrollaron técnicas para estudiar la variación a 

nivel molecular y con ellos se abrió la posibilidad de estudiar caracteres con un control 

sencillo, las diferencias de movilidad en proteínas. La técnica del análisis enzimático se basa 

en la separación de enzimas con la misma función y que se diferencian en tamaño, carga o 

conformación (Rydley, 1996). El extracto proteico se obtiene por trituración del tejido en 

estudio y se obtiene la separación de las isoenzimas mediante la acción de un campo 

eléctrico que produce un desplazamiento de las proteínas en función de su carga y tamaño. 

De este modo se separan enzimas codificadas por genes diferentes o productos de 

diferentes alelos de un mismo gen. Como soporte, donde se produce dicha separación se 

pueden utilizar geles de poliacrilamida o de almidón, para la visualización de las enzimas se 

recurre al teñido histoquímico aprovechando su actividad catalítica provocando una reacción 

en la que intervienen el sustrato específico y un producto coloreado o fluorescente (Ayala, 

1984). El genotipo del locus génico que codifica a la enzima puede ser inferido para cada 

individuo a partir del número y las posiciones de las manchas observadas en los geles. 

Las principales características de la electroforesis de isoenzimas, además de la 

cantidad de información que puede aportar, incluye simplicidad, mínima cantidad de material 

en estudio, bajo costo y una cobertura del genoma de 10-20 loci por especie, ausencia de 

epístasis e influencias ambientales. La expresión alélica es de tipo codominante, lo que 

permite establecer comparaciones entre especies, entre poblaciones de una misma especie, 

detectar la presencia de híbridos, investigar problemas de sistemática, medir los niveles de 
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variación genética inter e intraespecíficas, estructura de poblaciones, reconstrucción 

filogenética, organización del genoma, mapeamiento genético (Hoelzel, 1994; Richardson, 

1987; Paredes & Gepts, 1995). Entre sus desventajas, dependiendo del objetivo del estudio, 

presenta un reducido número de sistemas enzimáticos polimórficos, bajos niveles de 

polimorfismo, 10 a 20 % (Ridley, 1996), aproximadamente 30% de las variaciones genéticas 

no son descubiertas por esta técnica (Pasteur, et al., 1987, citado por Gazel, 1999), lo que la 

limita para algunos usos (análisis de parentesco, identificación de material) (Jiménez & 

Collada, 2000). Las proteínas siendo un producto del ADN, pueden ser afectadas cualitativa 

y cuantitativamente en su nivel de expresión por factores ambientales. Las isoenzimas 

pueden no detectar los cambios genéticos que ocurren en el ADN, además solo un set de 

genes estructurales están representados en estas proteínas, es decir, sólo una parte del 

genoma se puede evaluar. Las técnicas electroforéticas muestran lo que son los genotipos 

de los individuos de una muestra: cuántos son homocigotos, cuántos son heterocigotos y 

para qué alelos. Estas técnicas han hecho posible obtener estimas de la variación genética 

en poblaciones naturales (Ayala, 1984). La cuantificación de la variación genética puede 

hacerse de diversas formas: el polimorfismo que es la proporción de loci polimórficos en una 

población y la heterocigosidad, es la frecuencia promedio de individuos heterocigotos por 

locus, probabilidad de que dos  alelos de un mismo locus, tirados al azar, sean diferentes 

(Rydley, 1996; Maynard, 1999). 

IV.5.1.1 Util ización de enzimas como marcadores 

En la década de 1960, un nuevo tipo de marcador genético denominados marcadores 

bioquímicos fue descubierto. C.L. Markert y F. Moller en 1959 las llamaron isoenzimas. Las 

isoenzimas son definidas como formas moleculares (variantes) de una misma enzima, 

presentando funciones idénticas o similares presentes en un mismo individuo (Maynard, 

1998). Muchas enzimas existen en múltiples formas moleculares cuya actividad puede ser 

detectada a través de electroforesis. Con el avance tecnológico ocurrido en los años 70, el 

uso de geles de almidón y la tinción histoquímica de las proteínas, las isoenzimas han sido 

extremadamente importantes para la investigación en el área de la biología, experimentos en 

variados tipos de organismos. El efecto de una modificación alélica puede ser detectado con 

certeza debido a un cambio de movilidad electroforética. La literatura sobre estudios de 

isoenzimas en peces es muy extensa, lo que revela su utilidad en estudios de caracterización 

de la diversidad genética (Maynard, 1998). 
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Las poblaciones naturales presentan gran cantidad de variabilidad genética, como 

muchos genes codifican proteínas puede inferirse la variabilidad del material genético a partir 

de la variabilidad existente en las proteínas. Si se encuentra una proteína que no varía entre 

los individuos, se deduce que el gen que codifica la proteína es invariable, si la proteína es 

variable, el gen lo es también y se puede medir su variabilidad. Existe una técnica sencilla: la 

electroforesis en gel que permite estudiar la variabilidad proteica invirtiendo una cantidad 

moderada de tiempo y de recursos. Existen marcadores que constituyen la expresión del 

ADN nuclear, estos se denominan alozimas o isoenzimas, que son las variantes proteicas 

controladas por variantes alélicas en un solo locus génico. El descubrimiento de las 

isoenzimas ha favorecido la creación de marcadores moleculares genéticos más eficientes 

que los morfológicos ya que por lo general permite distinguir genotipos homocigotos de 

heterocigotos, son constantes dentro de un individuo, no son afectadas directamente por 

factores ambientales y a menudo muestran una diferenciación considerable entre 

poblaciones de individuos (Ayala, 1984; Richardson, 1987; Maynard, 1998)  

IV.5.2 Análisis por EPIC-PCR 

Esta técnica tiene menos de 10 años en su aplicación. La particularidad de los 

intrones es la de acumular mutaciones rápidamente por inserción o deleción  y muchas 

veces éstos muestran alta variabilidad genética, incluyendo polimorfismo de tamaño 

(Palumbi, 1995). Esta variante de PCR llamada Exon Primed Intron Crossing ha sido la 

estrategia para demostrar polimorfismo de ADN en genomas eucariotas y se constituyen en 

marcadores codominantes apropiados para el análisis de estructuras poblacionales 

intraespecíficas así como de especies estrechamente relacionadas (He & Haymer, 1997) 

como es el caso de las especies estudiadas en este trabajo. Este método ha servido para 

detectar variaciones alélicas a nivel nucleotídico en mamíferos (Palumbi & Baker, 1994), 

aves (Heslewood et al, 1998), insectos (Gomulski et al, 1998), crustáceos (Bierne et al., 

2000), moluscos (Corte Real et al., 1994; Daguin et al., 2001) y peces teleósteos (Hassan et 

al., 2002). 

Esta técnica consiste en amplificar los intrones de genes nucleares utilizando dos 

cebadores ubicados sobre los exones adyacentes. Los cebadores de carácter universal 

pueden alinearse en regiones exónicas altamente conservadas flanquendo a los intrones no 
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codificantes.  El tamaño de los intrones varia entre 80 a 10 000 nucleótidos o a veces más. 

Las ventajas de esta técnica demuestran la amplificación en diferentes especies con 

los mismos primers, además los alelos nulos son menos frecuentes que por otros 

marcadores moleculares  (Bierne et al., 2000). 

IV.5.3 Limitaciones de la técnica 

Las desventajas de la técnica radican en la amplificación simultánea de varios loci, 

que pueden revelar la presencia de pseudogenes en las especies en las cuales se observa 

esta multiampllificación lo que interfiere en la calidad del PCR  y dificulta la lectura de los 

genotipos porque los perfiles suplementarios no muestran bandas parásitas o la variación de 

tamaño entre los sistemas de bandas sea mayor que el polimorfismo de tamaño de cada 

locus (Hassan et al., 2002). 

V. METODOLOGIA 

V.1 Localización de los puntos de muestreo 

Las muestras de peces para el análisis por electroforesis enzimática, fueron 

colectadas de las tres principales cuencas del Mamoré e Iténez en el departamento del 

Beni y la sub cuenca del río Orthón en el departamento de Pando, pertenecientes todos a 

la cuenca alta del Madera (Fig. 1). Para el análisis por intrones se tomaron en cuenta las 

cuencas del Mamoré, Manuripi, Beni e  Iténez. 
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Fig. 1. Mapa de los principales ríos de la cuenca amazónica boliviana indicando la 
localización geográfica de los sitios de muestreo de las dos especies de 
Pseudoplatystoma para isoenzimas e intrones 

Ref.: (A) Río Manuripi-Orthón; (B) Río Isiboro-Mamoré; (C) Río Beni; (D) Río San Martín y 
San Joaquín-Iténez. 
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V.2 Especies en estudio y número de muestras 

Para el análisis por electroforesis isoenzimática, se colectaron muestras de tejidos de 

dos especies de la familia Pimelodidae: Pseudoplatystoma fasciatum y Pseudoplatystoma 

tigrinum. Un total de 123 peces fueron capturados en 18 sitios de muestreo (Tabla 1),  

distribuidos de la siguiente manera: Pseudoplatystoma fasciatum 43 para la cuenca del 

Mamoré, 15 para la cuenca del Iténez y 20 para el río Manuripi. Para Pseudoplatystoma 

tigrinum, 22 para la cuenca del Mamoré, 18 para la cuenca del Iténez y 5 para el río 

Manuripi. Las muestras utilizadas para el estudio se constituyó de pequeños trozos de tejido 

muscular y hepático extraídos por individuo para las dos especies y conservados en 

nitrógeno líquido hasta el momento de su procesamiento.  

Para el análisis por intrones se colectaron muestras de tejido muscular de ambas 

especies un total de 210 individuos conservadas en alcohol absoluto. Pseudoplatystoma 

fasciatum 14 para Beni, 15 para Mamoré-Ichilo, 42 para la cuenca del Iténez, 21 para 

Manuripi-Orthon, 21 para la cuenca del Mamoré-Sécure, 1 individuo del Perú, 9 de Yata. 

Para Pseudoplatystoma tigrinum se colectaron 87 muestras: 10 para Beni, 14 para Mamoré-

Ichilo, 23 para la cuenca del Iténez, 15 para Manuripi, 21 para la cuenca del Mamoré-Sécure, 

2 individuos del Perú y 2 para Yata. Cabe resaltar que al tratarse de un estudio comparativo, 

se escogieron las mismas muestras en las cuencas respectivas, excepto en aquellas donde 

no se contaban con las mismas. 

Tabla 1. Número y ubicación de las muestras utilizadas para el análisis por isoenzimas 
e intrones 

ESPECIE CUENCA RIO LOCALIDAD COORDENADAS N°  
ISOENZIMAS 

N° 

INTRONES 

Bahía Sala S13°20,069 / W 63°26,529 5 6 

Arroyo. S. 
Martincito S13°19'20,3"/W 063°25'32,2" 1  

San 
Martín 

California S13°17'45,2"/W 063°33'21,3" 8 7 
Iténez 

San 
Joaquín 

Río San 
Joaquín S13°18'00,8"/W 063°33'31,6" 1 2 

 Bella 
Vista 

   25 

Arroyo 
Chasmota S15°47'06,4"/W 065°13'09,3" 2 3 

 P. 
fasciatum 

 Isiboro 

Arroyo 
Chimimita S15°37'28,5"/W 065°08'53,7" 1  
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Dos Lagunas S15°21'55,1"/W 065°02'48,8" 6 7 

Laguna 
Asicusa 

S15°46'20,7"/W 065°12'04,2" 30 8 

Lag. 
Concepción S15°24'09,6"/W 065°04'39,5" 3 3 

  

Santa María  S15°35'41,2"/W 065°08'24,1" 1 1 

Mamoré Yata Yata 3 S11°07'04.7''/W065°40'01.3''   9 

  Rio Vie  S17ë02'44,8''W064ë41'24,3   3 

  Lag. UMSS    1 

  
Rio viejo del 
mono  

  1 

  
Ponton 
undido  

  1 

 Ichilo Rio la quince    1 

  Rio Ichilo    1 

  Bella vista    1 

  Rio ababo    1 

  Rio Izarsama    4 

Cárdenas S11°20'41,6"/W 067°45'00,8" 4  

Manchester S11°28'28,3"/W 067°59'45,5" 12  Orthon Manuripi 

Lago Bay S11°57'18,3"/W 068°39'35,5" 4  

 

Beni Puerto 
Salinas 

 S14°16'36,7''/W067°28'32,0"   14 

 Perú     1 

   TOTAL  78 123 

ESPECIE CUENCA RIO LOCALIDAD COORDENADAS Në IND Në IND 

California 
Sitio 3 S13°17'45,2"/W 063°33'21,3" 1 1 

Laguna Larga S13°18'00,8"/W 063°33'31,6" 1  

San Martín S13°18'26,8"/W 063°38'47,7" 2 2 

San 
Martín 

Laguna Sala S13°20’28,1” / W 63° 26’625' 1  

San Joaquín 
Sitio 1 S13°21'45,7"/W 063°32'50,5" 6 1 

Sitio 4 30'arriba de la desembocadura  2 6 

Iténez 

San 
Joaquín 

Sitio 5 Entre Bahía Peta y Redonda  5 5 

  P. 
tigrinum 

 Bella 
Vista 

   6 
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Nueva 
Canaán S15ë19’15.8’' W 65°00’17.6’’ 13  

Dos Lagunas  S15ë21'55,1" W 65°02'48,8" 3 3 

Concepción 
Lag 2 S15ë25’24.3’'W 65°04’41.4’’ 1  

Laguna 
Asicusa S15ë46’41.6’’W 65ë12’04.2’’ 3  

Mamoré Isiboro 

Sto. Domingo proche confluence, à reprendre 2 2 

 Yata Yata 3 S11°07'04.7''/W065°40'01.3''   2 

Orthon Manuripi Cárdenas S11°20'41,6"/W 067°45'00,8" 5 5 

 

Beni Puerto 
Salinas  S14°16'36,7''/W067°28'32,0"   10 

 Perú     2 

   TOTAL  45 87 

V.3 Técnicas moleculares 

V.3.1 Electroforesis de Isoenzimas����

Los� tejidos fueron analizados electroforéticamente en geles de almidón para un 

total de 10 sistemas enzimáticos (Tabla 2). La técnica de electroforesis enzimática en gel 

de almidón (Anexo 1), comprende los siguientes pasos:  

·  Extracción, de enzimas de las muestras de tejido muscular y hepático. 

·  Separación, cada proteína situada en el gel migra en un sentido y a una velocidad 

que depende de la carga eléctrica neta. 

·  Tinción, el gel es teñido con una solución química adecuada para visualizar la 

posición de las proteínas o enzimas específicas. 

·  Interpretación, de los zimogramas 

·  Aplicación, la información obtenida permite determinar la variabilidad proteica y 

las frecuencias genotípicas y alélicas de cada locus en poblaciones naturales. 

Los detalles técnicos y soluciones para el revelado son descritos en el anexo 2,3 y 4. 
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Sistemas enzimáticos 

Tabla 2. Lista de enzimas analizadas, número de enzima (EC), Tejido estudiado y 
sistema de buffer usado 

Nombre de la enzima Abrev. Në EC Locus Buffer Tejido 

Adenilato kinasa  
Aspartato aminotransferasa 
 
Malato deshidrogenasa 
 
 
Isocitrato deshidrogenasa 
 
Lactato deshidrogenasa 
 
Creatine kinasa 
Fosfoglucosa isomerasa 
 
Fosfoglucomutasa 
Enzima málica 
 
6-fosfogluconato 
deshidrogenasa 

Ak 
Aat 

 
Mdh 
 
 
Idh 
 
Ldh 
 
Ck 
Pgi 
 
Pgm 
Me 
 
6-Pgdh 

2.7.4.3 
2.6.1.1 

1.1.1.37 
 
 
1.1.1.42 
 
1.1.1.27 
 
2.7.3.2 
5.3.1.9 
 
5.4.2.2 
1.1.1.40 
 
1.1.1.44 

Ak 
Aat-1 
Aat-2 
Mdh-1 
Mdh-2 
Mdh-3 
Idh-1 
Idh-2 
Ldh-1 
Ldh-2 

Ck 
Pgi-1 
Pgi-2 
Pgm 
Me-1 
Me-2 

6-Pgdh 

A 
A 
A 
A 
A 
A 
B 
B 
B 
B 
C 
C 
C 
C 
D 
D 
D 

M 
H 
H 
M 
M 
H 
M 
H 
M 
H 
M 
M 
H 
M 
M 
M 
H 

EC: El número asignado por la Comisión de Enzimas (IUBNC, 1984) 

Buffer : A: TC (Tris Citrato)Electrodo pH 6.3, Gel pH 6.7; B: PC  (Fosfato Citrato) 
Electrodo pH 6.3,  Gel pH 6.3; C: TCB  (Tris Citrato Borato) Electrodo pH 8.0, Gel pH 8.3; 
D: TP (Tris Fosfato) Electrodo pH 7.4, Gel pH 7.4 

Tejido : M = músculo, H = hígado 

V.3.1.1 Interpretación de los zimogramas 

Las bandas observadas en el gel después del revelado permiten visualizar las 

isoenzimas, éstas constituyen los fenotipos que posteriormente se traducen en genotipos. 

Para la lectura e interpretación de los geles, los alelos fueron nombrados en orden creciente 

de su movilidad electroforética. El alelo más frecuente en una población de referencia para 

cada locus se designó como 100. Los otros alelos fueron nombrados según su distancia de 

migración en relación al alelo 100. Luego de asignar el eventual genotipo para cada individuo 

de cada población, se crea una matriz en base a los alelos encontrados en cada uno de los 

locus isoenzimáticos, estos datos se manejaron en el programa EXCEL 2000, los que son 

posteriormente analizados con el programa GENETIX versión 4.05. 
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V.3.2 EPIC-PCR (Exon Primed Intron Crossing Polymerization 

Chain Reaction) 

V.3.2.1 Extracción de ADN 

Las extracciones fueron realizadas a partir de tejido muscular conservadas en etanol 

absoluto siguiendo un protocolo estándar con CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Ver Anexo 5. 

 V.3.2.2 Amplificación por EPIC-PCR 

Para la amplificación de las secuencias intrónicas se utilizaron los siguientes primers: 

Tabla 3. Número y secuencia de primers utilizados en el análisis por EPIC-PCR 

Gen Primer Fuente Secuencia del primer ( 5 – 3 ) 
Creatin kinasa 

Ck 6F 
Ck 7R 

Chow & 
Takeyama,199
8 

GAC CAC CTC CGA GTC ATC TC  
CAG GTG CTC GTT CCA CAT GA 

Glyceraldehyde 3-
phosphate 
dehydrogenase 

GPD 2F 
GPD 3R 

Hassan et al, 
2002 

GCC ATC AAT GAC CCC TTC ATC GTTG 
 ACC TCA CCC TTG AAG CGG CCG 

Aldolase C Aldoc 1F 
Aldoc 2R 

Hassan et al, 
2002 

CCT GGC TGC GGA CGA GTC TGT GGG 
GGC GGT ACT GTC TGC GGT TCT CC 

Aldolase B 
Aldob1 1F 
Aldob1 2R 

Hassan et al, 
2002 

GCT CCA GGA AAG GGA ATC CTG GC 
CTC GTG GAA GAA GAT GAT CCC GCC 

Alpha amylase AM2B 1F 
AM2B 2R 

Hassan et al, 
2002 

CCT TCA TCT TCC AGG AGG TAC 
TTC ACC TCC CAG ATC AAT AAC 

Htocompatiblity 
Complex Major 

MHC 1F 
MHC 2R 

Hassan et al, 
2002 

ACT CTA ATC TGG AGT ACA TGC 
CAG GAG ATC TTC TCT CCA GCC 

S7 ribosomal 
proteine Rpex 1F 

Rpex 2R 

Chow & 
Takeyama,199
8 

TGG CCT CTT CCT TGG CCG TC 
AAC TCG TCT GGC TTT TCG CC 

Calmodulin CALMex 4F 
CALMex 5R 

Chow, 1998 CTG ACC ATG ATG GCC AGA AA 
GTT AGC TTC TCC CCC AGG TT 

Opsin 
PMOPSI 1F 
PMOPSI 1R 

Bierne, 2000 
 

TTC GGC ACG AGC AGC TCG C 
CAT GTC CTC AGG CAC TGT GTC C 

Actin Act-F 
Act-R 

Hassan et al, 
2002 

ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC AA 
GCA TAA CCC TCG TAG ATG GGC AC 

Growth Hormon 
 

GH 2F 
GH 3R 

Hassan et al, 
2002 

AGC GTT TCT CCA TTG CCG TCA GC 
TCT TGT TGA GTT GAC GCT GGT CC 

Chymotripsin B PvChymB-F 
PvChymB-R 

Bierne, 2000 ATC GTG TCC GAG GCT GAC TGC AA 
GCA TGA GGG CTG TGA CTC GGG 

Las condiciones de amplificación establecidas para este trabajo tuvieron un volumen 

final de 25 µl que comprende 5 UI/µl de taq polimerasa (Promega), 10 X de Buffer , 2 mM de 
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dNTPs, 25 mM de MgCl 2  y 5 µl de extracto de ADN (anexo 6). 

El programa de PCR fue el siguiente: 92 ëC 2min prehibridación, 95 ëC 1min 

desnaturalización, 50 ëC 1min alineamiento, 72 ëC 1min elongación (30 ciclos), 72 ëC 5 min 

elongación final. Para la amplificación de los diferentes sistemas de intrones se modificó en 

este programa las condiciones de alineamiento o concentraciones de ADN (Anexo 7). 

V.3.2.3 Migración de productos de amplificación 

Las migraciones de los productos de amplificación se realizaron en geles de agarosa 

al 1,5 % teñidos con bromuro de etidio y visualizados en lámpara de UV para verificar la 

presencia de los mismos. A continuación se realizaron migraciones en geles de 

poliacrilamida (ver anexo 8) al 8 %, ( 450 V,75 mA, 25 W) durante 3 a 6 horas (anexo 9). 

Para determinar el tamaño de los productos de amplificación, se utilizó marcador de peso 

molecular SMART y el programa Labimage (Kapelan, 1999). El revelado de los geles de 

poliacrilmamida se realizó con nitrato de plata (Anexo 10). 

V.4 Análisis de datos 

El análisis de datos se efectúo primero entre especies y luego para cada especie 

entre sitios bajo la siguiente secuencia : 

V.4.1 Análisis factorial de correspondencia 

El análisis factorial de correspondencia que describe las asociaciones entre dos 

variables cualitativas como los alelos. Se realiza una matriz de alelos de 0, 1 y 2 para el 

tratamiento de datos en Genetix. La anotación para un individuo que no presenta el alelo es 

0, 1 si es al estado heterocigoto y 2 si es al estado homocigoto para este alelo (She et al., 

1987). El AFC también describe la información que contienen los alelos intralocus e 

interlocus individuo por individuo. Este análisis pone en evidencia diferentes grupos 

correspondientes a las combinaciones lineares de las variables independientemente de su 

procedencia geográfica. 
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 V.4.2 Estimación de los niveles de variabilidad genética 

V.4.2.1 Heterocigocidad 

Es la medida de variabilidad genética más simple y ampliamente utilizada. Su 

importancia radica en que cada heterocigoto lleva diferentes alelos, representando la 

variabilidad existente. Generalmente en estudios poblacionales se calculan dos 

heterocigosidades: heterocicogidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) 

(Capula, 1996; Fisher,1997). 

V.4.2.1.1 Heterocigosidad observada (Ho) 

Esta medición  de heterocigosidad en una población, se obtiene de la suma del 

número de individuos heterocigotos observados para cada locus dividido por el número total 

de individuos y loci analizado en la población. 

V.4.2.1.2 Heterocigosidad esperada (He) 

Esta medida de heterocigosidad para una población, se obtiene de la suma del 

número de individuos heterocigotos esperados para cada locus, considerando el equilibrio de 

Hardy-Weinberg, y dividido por el número total de individuos y loci analizados en la 

población. 

 V.4.2.2 Polimorfismo (P) 

Se obtiene de la suma de todos los loci polimórficos observados, divididos por el 

número total de loci analizados en una población. Se considera que el polimorfismo genético 

es la coexistencia de dos o más alelos en un locus de una misma población. Un locus es 

considerado polimórfico cuando la frecuencia del alelo más frecuente no sobrepasa del 0,99 

ó 0,95 según el criterio de polimorfismo adoptado. Caso contrario, se trata de un locus 

monomórfico (Gazel, 1999). 

 V.4.2.3 Diversidad alélica (A) 

Es el promedio de alelos por locus (A), obtenido de la suma de los alelos por locus 

observados, dividido por el número de loci analizados. 
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 V.4.2.4 Distancia a la panmixia 

El índice de fijación Fis (Wright, 1951) corresponde a la correlación existente en la 

unión de dos gametos al azar en relación a la subpoblación, cuyos valores explican las 

variaciones de la heterocigosidad debido a apareamientos no aleatorios en la subpoblación y 

a posibles efectos selectivos. El valor de Fis mide el déficit total de heterocigotos presentes 

al interior de una subpoblación. 

Fis = (Hs – Hi) / Hs 

Donde :  

Hi = heterocigosidad promedio observada de un individuo 

Hs = heterocigosidad promedio esperada de la subpoblación 

El coeficiente de correlación  de este índice varía entre – 1 (población compuesta de 

heterocigotos) y 1 (población compuesta de homocigotos). 

Los Fis son calculados por el logiciel Genetix (Belkhir, 1997) por el estimador de Weir 

et Cockerham (Weir & Cockerham, 1984) 

F = 1 – C/( B + C) 

Donde:  

B es la varianza de las frecuencias alélicas entre individuos al interior de cada 

población. 

C es la varianza de las frecuencias alélicas entre gametos al interior de cada 

población. 

Para hallar la significancia de este test por locus y multilocus se compara el Fis real 

con 1000 estimadores de Fis obtenidos de 1000 poblaciones panmícticas obtenidas de 

manera artificial por permutaciones de los alelos de cada locus. Se considera que la 

diferencia es significativa (a = 5 %) cuando el esimador de Fis real es mayor a 97.5 % (test 

simétrico) en relación a los estimadores del Fis artificial. 
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V.4.2.5 Diferenciación entre poblaciones 

Llamado índice de fijación que explica los cambios en la heterocigosidad debido a 

subdivisión poblacional y deriva genética, indicando el grado de diferenciación existente 

estimado entre las poblaciones (Hartl, 1987; Cuguen et al., 1988). 

Fst = (Ht -Hs) / Ht 

Donde: 

Hs es la heterocigosidad promedio esperada de la subpoblación 

Ht es la heterocigosidad promedio esperada de la población total 

Los valores del Fst varían entre 0 y 1, cuando Fst = 0 , las diferentes subpoblaciones 

se comportan como una sola población, cuando el Fst  = 1 , la estructuración es máxima lo 

que sugiere que las subpoblaciones presentan diferentes alelos fijados. 

Para considerar significante un valor de Fst se compara éste con 1000 estimadores 

de Fst obtenidos de situaciones donde no existe estructuración, eliminando la hipotética 

estructuración real por las permutaciones de los individuos en el conjunto de las poblaciones. 

Se considera que la diferencia es significativa (a = 5 %) cuando el Fst real es mayor a 95 % 

(test disimétrico) en relación a los Fst de las 1000 situaciones sin estructuración. 

V.4.2.6 Flujo de genes 

En general los análisis de flujo génico, se basan en la estructura espacial de las 

poblaciones naturales, a partir de esta se han planteado modelos para explicar el flujo génico 

como el modelo de isla de Wrigth (1969), continuo o de aislamiento por distancia o el 

discontinuo. Sin embargo, en todos estos modelos la estimación del flujo génico se basa en 

métodos indirectos, tomando en cuenta estimativos como alelos privados como el Fst. AsÍ, 

para la obtención del Nm se basó en el Fst estimando el número de migrantes por 

generación (Nm) bajo una amplia variedad de estructuras poblacionales. El cálculo del flujo 

génico se resume en: 

Nm = (1 - Fst) / 4 Fst. 
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V.4.2.7 Distancia genética 

Los índices de distancia generalmente son utilizados para cuantificar las divergencias 

genéticas entre unidades taxonómicas, que se obtienen a partir de los datos de frecuencias 

alélicas.  

Donde : D = -ln (1 - Fst). 

V.4.2.8 PARTITION 2.0 

Este es un modelo estadístico muy útil en la identificación de subpoblaciones,  y la 

asignación de los individuos de cada población independientemente de su origen 

predefiniendo poblaciones, sobre la base de sus genotipos identificados por marcadores 

codominantes como intrones,isoenzimas, microsatélites, etc. 

Bajo el equilibrio de distancia a la panmixia, las frecuencias del genotipo en la 

muestra deben seguir el equilibrio de Hardy-Weinberg, donde esta el producto de la 

frecuencia de un genotipo de las frecuencias de los alelos que incluye. La existencia en una 

muestra de individuos de subpoblaciones con frecuencias distintas de los alelos darán lugar 

a una pérdida de este equilibrio. PartitionML trata las aplicaciones para la detección de tal 

estructura de la población y asigna a individuos a su población de origen. Paetkau et al. 

(1995) y Rannala y Mountain (1997) han desarrollado los métodos de la asignación basados 

en la probabilidad de mostrar un genotipo del multilocus de una gama de poblaciones 

candidatas. La forma es computar, para cada individuo y cada población del candidato, un 

índice de la asignación que refleja la probabilidad de que este individuo particular pertenece 

a una población particular de origen.  Estos estimadores de máxima verosimilitud genotípicos 

calculados para cada población del candidato entonces se comparan y asignan el individuo a 

la población para quien la probabilidad es más alta. Sin embargo este acercamiento depende 

del supuesto de que las muestras en el módem son representantes de las poblaciones de la 

fuente. Esta asunción puede ser violada si el muestreo de individuos se hace 

independientemente de algún conocimiento a priori del número subyacente de los grupos 

independientes donde ha ocurrido la reproducción.   
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VI. RESULTADOS 

VI.1. Resultado de los datos electroforéticos y perfiles intrónicos 

obtenidos 

De 10 sistemas enzimáticos examinados para músculo e hígado se identificaron 

19 loci para las dos especies de Pseudoplatystoma estudiadas, de los cuales 9 resultaron 

polimórficos: Mdh-2, Pgi-1, Pgm, Me-1, Me-2 para músculo y Aat-2, Idh-2, Pgi-2 y 6Ppgdh 

para hígado. Los loci monomórficos fueron: Aat-1, Mdh-1, Mmdh-3, Ak-1, Idh-1, Ldh-1, 

Ldh-2, Ck-1, Ck-2. El locus Ak-2 fue descartado por presentar dificultad en su lectura.  

Respecto a lo obtenido por intrones, se analizaron 12 sistemas intrónicos para cada 

especie, para P. fasciatum se encontraron 18 loci: Mhc–1, AldoB–1, AldoC–2, Am2b–1, 

Am2b-2, Ck-1, Ck-2, Gpd-1, Rpex-1, Calmex-1, Calmex-2, Pmopsi-2, Actin-1, Actin-2, Gh-1, 

Chy-1, Chy-2, Chy-3, de éstos se identificaron 6 loci polimórficos: Mhc–1, Am2b-2, Rpex-1, 

Pmopsi-2, Actin-1, Actin-2, sin embargo, estos dos  últimos fueron eliminados por su difícil 

interpretación. Asimismo, se obtuvieron 13 loci monomórficos  de los cuales 9 son 

marcadores entre especies:  Aldo B–1, Aldo C–1, Aldo C–2, Calmex-1, Calmex-2, Gh-1, Chy-

1, Chy-2, Chy-3. Para P. tigrinum, también se obtuvieron 18 loci: Mhc–1, Aldo B–1, Aldo C–2, 

Am2b–1, Am2b-2, Ck-1, Ck-2, Gpd-1, Rpex-1, Calmex-1, Calmex-2, Pmopsi-2, Actin-1, Actin-

2, Gh-1, Chy-1, Chy-2, Chy-3, de éstos se identificaron 3 loci polimórficos: Am2b-2, Rpex-1, 

Pmopsi-1. La representación esquemática de los patrones electroforéticos obtenidos por 

isoenzimas e intrones se observan en el anexo 11. 

VI.2. Diferenciación Inter-específica entre Pseudoplatystoma 

fasciatum y Pseudoplatystoma tigrinum 

VI.2.1 Comparación de la variabilidad genética entre especies 

Las frecuencias alélicas para los loci polimórficos en las dos especies son 

expuestas en las tablas 4 y 6, tanto para isoenzimas como para intrones.  

La tasa de polimorfismo obtenido por isoenzimas muestra valores a un criterio 
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P(95%) de 0.67 y a P(99%) de 0.78 para ambas� especies. Para intrones la tasa de 

polimorfismo a criterio P(95%) y P(99%) es 1.00 para las dos especies en estudio. La 

diversidad alélica es de 2.33 para P. fasciatum y 2.11 para P. tigrinum. El promedio de 

alelos obtenido por intrones es mayor en ambas especies que los obtenidos por 

isoenzimas, así para P. fasciatum es de 7.5 y para P. tigrinum de 5.00. Para isoenzimas, 

los índices de heterocigosidad observada (Ho) en P. fasciatum presenta un valor bajo 

(0.13) en relación a la registrada por P. tigrinum (0.20). Para intrones la heterocigosidad 

observada para P. fasciatum es de 0.33 y para P. tigrinum de 0.15. En general, los 

promedios de heterocigosidad esperada son superiores a la heterocigosidad observada 

con ambos descriptores moleculares (tablas 5 y 7). 

Tabla 4. Frecuencias alélicas observadas para cada especie (Isoenzimas) 

LOCUS  P. fasciatum P. t igr inum LOCUS P. fasciatum   P. t igr inum 

Aat2 (N)   77                     44    Mdh2 (N)           78                45 
98           0.05                  0.09 85  0.00         0.41 

100           0.95                 0.91 100  1.00     0.59 
H exp.  0.10      0.17 H exp.  0.00   0.48 
H n.b.  0.10         0.17 H n.b.  0.00     0.49 
H obs.  0.00         0.00 H obs.  0.00     0.42 

  Pgm (N)      78                44    
Idh2 (N)           77                   42 100  0.98     0.00    

100  1.00     0.57 120  0.02     1.00    
118  0.00    0.33 H exp.  0.04     0.00   
131  0.00    0.10 H n.b.  0.04     0.00    

H exp.  0.00    0.55 H obs.  0.04     0.00    
H n.b.  0.00     0.56 Me1 (N)            75                   44    
H obs.  0.00    0.57 100  0.35     0.00    

  325  0.38     0.00    
Pgi1 (N)           75                   44 400  0.27     0.00    

4  0.32     0.64 450  0.00     1.00    
100  0.68     0.36 H exp.  0.66     0.00    

H exp.  0.44     0.46 H n.b.  0.66     0.00    
H n.b.  0.44     0.47 H obs.  0.32     0.00    
H obs.  0.51     0.55 Me2 (N)            78                   43    

  100  0.90     0.03    
Pgi2 (N)           75                   43 119  0.10    0.97    

82  0.01     0.00 H exp.  0.17     0.07    
90  0.07     0.02 H n.b.  0.18     0.07    
96  0.01     0.00 H obs.  0.10     0.07    

100  0.91     0.88 6Pgdh (N)            34                   36    
108  0.01     0.09 84  0.00     0.06    
120  0.01     0.00 92  0.44     0.33    

H exp.  0.17     0.21 100  0.56     0.61    
H n.b.  0.17     0.21 H exp.  0.49     0.51    
H obs.  0.15     0.19 

 

H n.b.  0.50     0.52    
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   H obs.  0.00     0.00    

(N) : Número de individuos analizados por locus 

Tabla 5. Variabilidad genética en dos poblaciones de Pseudoplatystoma (Isoenzimas)

 He H n.b. Ho P (0.95) P (0.99) A 

P. fasciatum 0.23 0.23 0.13 0.67 0.78 2.33 

P. tigrinum 0.27 0.28 0.20 0.67 0.78 2.11 

(He): Heterocigosidad esperada; (Ho): Heterocigosidad observada; (P): Tasa de 
polimorfismo; (A) : Diversidad alélica 

Tabla 6. Frecuencias alélicas observadas para cada especie (Intrones) 

LOCUS  P. fasciatum    P. tigrinum 

Mhc (N)  107                   75    
350             0.01                0.00 
370             0.02                0.00 
398          0.35                0.04 
450  0.06         0.00 
467  0.50         0.03 
480          0.02                0.03  
584          0.02                0.89 

H exp.  0.61    0.20 
H n.b.  0.61     0.20 
H obs.  0.49    0.05 

  
Rpex (N)          112                   78 

120  0.01     0.01 
136  0.19     0.05 
144  0.03     0.00 
156  0.03     0.00 
169  0.58     0.55 
175             0.11                0.28 
186         0.03                 0.06 
603  0.01     0.04 

H exp.  0.60    0.60 
H n.b.  0.61     0.60 
H obs.  0.17     0.24 

(N) : Número de individuos analizados por locus 

Tabla 7. Variabilidad genetica en dos poblaciones de Pseudoplatystoma (Intrones) 

 He H n.b. Ho P (0.95) P (0.99) A 

P. fasciatum 0.60 0.61 0.33 1.00 1.00 7.50 

P. tigrinum 0.40 0.40 0.15 1.00 1.00 5.00 

(He): Heterocigosidad esperada; (Ho): Heterocigosidad observada; (P): Tasa de 
polimorfismo; (A): Diversidad alélica 
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Tabla 8. Resumen de los datos interespecie obtenidos por isoenzimas e intrones 

� Isoenzimas Intrones 
� PF PT PF PT 
Locus 
polimórfico por 
especie  

8/19 9/19 6/18 3/18 

Promedio de 
alelos por 
locus 

2.3 2.1 7.0 4.6 

Locus 
diagnóstico 

1/19 1/19 9/18 9/18 

Locus 
semidiagnóstic
o 

3/19 3/19 3/18 3/18 

 Ho 
(He) 

0.13 
(0.23)�

0.20 
(0.27)�

0.33 
(0.60)�

0.15 
(0.40)�

VI.2.2 Análisis factorial de correspondencia 

La información aportada por isoenzimas en cuanto al AFC expresa una fuerte 

estructuración de las muestras analizadas identificando dos clusters genéticos constituidas 

por la especie Pseudoplatystoma tigrinum para la entidad A y Pseudoplatystoma fasciatum 

para la entidad B, constituyéndose en dos especies claramente diferenciadas. La misma 

diferenciación se observa con los EPIC-PCR. Asimismo, se observa la ausencia de híbridos 

entre las dos especies. 
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Fig. 2. Análisis Factorial de Correspondencia para los individuos de dos especies de 
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Pimelodidae en función a sus genotipos alélicos. Distribución sobre el plan factorial para los 
ejes1 (inercia27,93%) y 2 (inercia 11,23%). 

VI.2.3 Diferencia a la panmixia (Fis): 

La estimación del Fis para isoenzimas dentro de cada especie señala un valor 

significativo de 0.45 para P. fasciatum y de 0.28 para P. tigrinum, indicando una diferencia a 

la panmixia dentro de cada una con déficit de heterocigotos sugiriendo la existencia de varias 

poblaciones. En cuanto a los resultados obtenidos por intrones se observan también valores 

significativos para ambas especies 0.45 para P. fasciatum y 0.63 para P. tigrinum . 

VI.2.4 Diferencia Inter-sitios (Fst): 

El análisis con el estimador Fst entre las dos especies expresado por ambos 

marcadores es diferente; sin embargo ellos muestran un valor significativo de 0.56 en 

isoenzimas y de 0.44 para intrones, demostrando una alta diferenciación genética entre las 

dos especies (p< 5 %). 

VI.3 Polimorfismo intraespecífico : Pseudoplatystoma fasciatum 

VI.3.1 Variabilidad genética 

Las frecuencias alélicas para los loci polimórficos son expuestas en la tabla 9 para los 

resultados obtenidos por isoenzimas. En la tabla 11 se observan las frecuencias alélicas 

obtenidas por intrones de los loci polimórficos. Las medidas de variabilidad genética se dan 

en la tabla 10 y 12 para isoenzimas e intrones respectivamente. La tasa de polimorfismo P 

(95%) por isoenzimas muestra valores de 0.44; 0.55 y 0.66 para las poblaciones del Mamoré, 

Iténez y Manuripi respectivamente. Mientras que a  un P (99%) corresponde 0.66 para las 

tres poblaciones. Para intrones las tasas de polimorfismo criterio (95%) y (99%) es de 1.00 

en todas las poblaciones. El número de alelos por locus obtenidos por isoenzimas para el 

Iténez y Manuripi es de 2.00 y para el Mamoré de 1.78. El promedio de alelos�por intrones en 

las poblaciones estudiadas en todos los casos es mayor observándose valores que oscilan 

entre 2.75 a 6.00. Los índices de heterocigosidad observada son de 0.11; 0.13 y 0.15 para el 

Mamoré, Manuripi e Iténez respectivamente. Los resultados de la heterocigosidad esperada 

son superiores a la heterocigosidad observada por isoenzimas al igual que los valores por 
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intrones en todas las poblaciones analizadas. 

Tabla 9. Frecuencias alélicas para 3 poblaciones de P. fasciatum (Isoenzimas) 

Locus      Iténez     Manuripi    Mamoré Locus      Iténez  Manuripi  Mamoré 
Aat2 Mdh2 
(N)             15              19              43     (N)               15            20            43 
 98            0.00           0.21          0.00 100              1.00        1.00          1.00 
100           1.00           0.78          1.00 H exp.          0.00        0.00          0.00 
H exp.       0.00           0.33         0.00 H n.b.           0.00        0.00          0.00 
H n.b.        0.00           0.34         0.00 H obs.          0.00        0.00          0.00 
H obs.       0.00           0.00         0.00 Pgm 
Idh2 (N)                 15           20             43    
(N)              15              19             43    100               0.97       1.00          0.98 
100           1.00           1.00          1.00 120               0.03       0.00          0.02 
H exp.       0.00           0.00          0.00 H exp.           0.06       0.00          0.05    
H n.b.        0.00           0.00          0.00 H n.b.            0.07       0.00          0.05    
H obs.       0.00           0.00          0.00 H obs.           0.07       0.00          0.05    
Pgi1 Me1 
(N)                15            19             41    (N)                  13          20             42    
  4               0.33          0.37         0.29 100                0.27       0.63          0.25    
100             0.67          0.63         0.71 325                0.54       0.23          0.40    
H exp.        0.44           0.47        0.41 400                0.19       0.15          0.34    
H n.b.         0.46           0.48        0.42 H exp.           0.60        0.54          0.65    
H obs.        0.40           0.53        0.54 H n.b.            0.62        0.55          0.66    
Pgi2 H obs.           0.31        0.45          0.26    
(N)                15            18           42    Me2 
 82             0.00          0.03         0.00 (N)                  15           20            43    
 90             0.07          0.03         0.08 100               0.77        0.88         0.97    
 96             0.00          0.03         0.00 119               0.23        0.12         0.03    
100            0.87          0.92         0.92 H exp.          0.36        0.22         0.07    
108            0.03          0.00         0.00 H n.b.           0.37        0.22         0.07    
120            0.03          0.00         0.00 H obs.          0.33        0.15         0.07  
H exp.        0.24         0.16         0.15 6Pgdh 
H n.b.        0.25          0.16         0.15 (N)                  7             18              9 
H obs.       0.27          0.11         0.11 92                  0.71       0.33         0.44 
 100                0.29       0.67         0.56 
 H exp.           0.41        0.44        0.49 
 H n.b.            0.44       0.46         0.52 
 

 

H obs.           0.00       0.00         0.00 

(N) : Número de individuos analizados por locus 

Tabla  10.  Variabilidad genética de 3 poblaciones de P. fasciatum (Isoenzimas) 

 He H n.b. Ho P(0.95) P(0.99) A 
Iténez 0.24 0.25 0.15 0.56 0.67 2.00 
Manuripi 0.24 0.25 0.14 0.67 0.67 2.00 
Mamoré 0.20 0.21 0.12 0.44 0.67 1.78 

(He) : Heterocigosidad esperada;  (Ho) : Heterocigosidad observada;  (P): Tasa de 
polimorfismo; (A) : Diversidad alélica 
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Tabla 11. Frecuencias alélicas para 6 poblaciones de P. fasciatum (Intrones) 

Locus      Beni          Ichilo         Iténez        Manuripi         Mamoré        Yata 
Mhc 1 (N)     9               9               41                    21                  18                 6    
350             0.00          0.00          0.02                 0.00                0.00            0.00 
370             0.00          0.00          0.06                 0.00                0.00            0.00 
398             0.44          0.33          0.34                 0.45                0.30            0.17 
450             0.00          0.00          0.08                 0.02                0.11            0.11 
467             0.55          0.67          0.38                 0.52                0.58            0.46   
480             0.00          0.00          0.06                 0.00                0.00            0.00 
584             0.00          0.00          0.05                 0.00                0.00            0.00 
H exp.         0.49          0.44          0.72                 0.52                0.55            0.44 
H n.b.          0.52          0.47          0.73                 0.53                0.57            0.46 
H obs.         0.22          0.44          0.56                 0.48                0.50            0.55 
 
Am2b 2 (N)  10             13             41                    21                  18                 9    
570             0.00          0.00          0.00                 0.00                0.03            0.00  
576             0.00          0.00          0.00                 0.02                0.03            0.00  
580             0.00          0.08          0.10                 0.09                0.11            0.00  
585             0.55          0.42          0.39                 0.36                0.55            0.44  
587             0.10          0.08          0.07                 0.12                0.00            0.05  
590             0.35          0.31          0.41                 0.40                0.25            0.50  
595             0.00          0.11          0.00                 0.00                0.03            0.00 
584             0.00          0.00          0.02                 0.00                0.00            0.00 
H exp.         0.56          0.70          0.66                 0.68                0.61            0.55 
H n.b.          0.59          0.73          0.67                 0.70                0.63            0.58 
H obs.         0.50          0.61          0.44                 0.19                0.50            0.55 
 
Rpex 1 (N)   12             13             40                    19                  19                 8    
120             0.00          0.00          0.02                 0.00                0.03            0.00  
136             0.29          0.15          0.17                 0.16                0.24            0.25  
144             0.00          0.00          0.10                 0.00                0.00            0.00  
156             0.12          0.08          0.00                 0.00                0.03            0.00  
169             0.46          0.65          0.55                 0.66                0.53            0.75  
175             0.12          0.00          0.09                 0.18                0.18            0.00  
186             0.00          0.11          0.04                 0.00                0.00            0.00  
603             0.00          0.00          0.02                 0.00                0.00            0.00  
H exp.         0.67          0.53          0.64                 0.51                0.63            0.37 
H n.b.          0.70          0.55          0.65                 0.52                0.65            0.40 
H obs.         0.17          0.07          0.10                 0.26                0.37            0.00 
 
Pmopsi 1 (N) 11           11             38                    21                    19                9    
317             0.14          0.09          0.13                 0.14                0.18            0.17 
320             0.00          0.04          0.01                 0.05                0.03            0.00 
322             0.00          0.00          0.03                 0.00                0.00            0.00 
326             0.86          0.82          0.72                 0.69                0.80            0.72 
330             0.00          0.04          0.10                 0.12                0.00            0.11   
H exp.         0.23          0.32          0.45                 0.49                0.34            0.44 
H n.b.          0.25          0.33          0.45                 0.50                0.35            0.46 
H obs.         0.27          0.18          0.39                 0.24                0.21            0.44 

(N) : Número de individuos analizados por locus 
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Tabla  12. Variabilidad genética de 6 poblaciones de P. fasciatum (Intrones) 

 He H n.b. Ho P(0.95) P(0.99) A 
Beni 0.49 0.52 0.29 1.00 1.00 2.75 

 Ichilo 0.49 0.52 0.33 1.00 1.00 3.75 
Iténez 0.62 0.63 0.37 1.00 1.00 6.00 
Manuripi 0.55 0.56 0.29 1.00 1.00 3.75 
Mamoré 0.53 0.55 0.41 1.00 1.00 4.25 
Yata 0.45 0.48 0.39 1.00 1.00 2.75 

(He) : Heterocigosidad esperada;  (Ho) : Heterocigosidad observada;  (P) : Tasa de 
polimorfismo; (A) : Diversidad alélica 

VI.3.2 Análisis factorial de correspondencia 

Por el análisis factorial de correspondencia obtenido por isoenzimas e intrones se 

observa claramente la ausencia de clusters dentro las poblaciones estudiadas, excepto en el 

Manuripi mostrado por isoenzimas Las gráficas demuestran una similitud de resultados para 

Iténez y Mamoré por ambos marcadores, por ejemplo donde existe amplia dispersión de 

puntos.  

Análisis Factorial de Correspondencia (AFC) por Isoenzimas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Análisis gráfico del AFC de poblaciones pertenecientes a tres cuencas 



 

 

52

52

para P. fasciatum. Distribución sobre un plan factorial para los ejes 1 (inercia 15,84%) y 2 
(inercia 12,71%). Existe en la población de Manuripi la formación de un cluster.  

Análisis Factorial de Correspondencia (AFC) por Intrones 
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Fig. 4. Análisis gráfico del AFC de poblaciones pertenecientes a cuatro cuencas para P. 
fasciatum. Distribución factorial sobre los ejes 1 (inercia 14,56%) y 2 (inercia 8,28%). No 

se observan clusters en las poblaciones geográficas 

VI.3.3  Diferencia a la panmixia 

La estimación del Fis para las tres poblaciones testadas por isoenzimas, muestra 

para las poblaciones del Iténez, Manuripi y Mamoré valores significativos (p< 5 %) de 

0.39, 0.45 y 0.46 respectivamente. En cada cuenca las poblaciones presentan una 

diferencia a la panmixia con un déficit en heterocigotos. Los resultados de distancia a la 

panmixia obtenidos por intrones refieren también valores significativos (p< 5 %) de 0.41; 

0.49; 0.26; 0.45 y 0.38 en Iténez, Manuripi Mamoré Beni e Ichilo respectivamente. En 

estas poblaciones se observa también un déficit de heterocigotos excepto en Yata donde 

los valores no son significativos. 

VI.3.4  Diferencia Inter-sitios 
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La estimación del Fst para las tres poblaciones (tabla 13) por isoenzimas, muestra 

valores significativos al comparar las poblaciones del Manuripi con las del Iténez (0.08) y el 

Mamoré (0.05), equivalente a una moderada diferenciación genética. Por el contrario, la 

diferencia intersitios obtenidos por intrones (tabla 14) no muestra diferenciación entre las 6 

poblaciones estudiadas. 

Tabla 13. Estimación del Fst para las 3 poblaciones (Isoenzimas) 

FST Manuripi Mamoré 

Iténez 0.08* 0.01 

Manuripi  0.05 

p< 5 % 

Tabla 14. Estimación del Fst para las 6 poblaciones (Intrones) 

FST Ichilo Iténez Manuripi Mamoré Yata 

Beni 0.03 0.00 0.01 0.03 0.00 

Ichilo  0.00 0.01 0.01 0.03 

Iténez   0.01 0.01 0.00 

Manuripi    0.00 0.01 

Mamoré     0.00 

VI.3.5 Distancia genética entre sitios y flujo genético 

Las mayores tasas de migración se encuentran entre las poblaciones del Iténez y 

Mamoré (18.15)que entre Iténez y Manuripi (2.73) por los resultados observados en 

isoenzimas. Existe un flujo genético importante entre las poblaciones estudiadas  observadas 

por intrones con valores entre 63.65 hasta el infinito.  

VI.3.6. Distribución de individuos entre los clusters definido por 

PARTITION 2.0 para Pseudoplatystoma fasciatum 

Bajo el criterio de partición de este modelo, es posible verificar la existencia de tres 

clusters  para P. fasciatum con diferencias significativas  entre ellos, cada cluster está 

conformado por individuos de diferentes ríos. En los tres clusters existe gran proporción de 

individuos del Iténez lo que sugiere la existencia de varias subpoblaciones. Por otra parte 

individuos de Yata sólo se encuentran en dos clusters probablemente esta población 
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no tenga gran capacidad migratoria. El cálculo de Fis para los tres grupos demuestra un 

desequilibrio de Hardy- Weinberg en cada subpoblación, excepto para Yata del segundo 

cluster (Fis= - 0.015). 
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Fig. 5  Dendograma realizado a partir de los datos de distancias genéticas para P. 
fasciatum. Los valores en cada nudo son valores estimados por Fst. Significatividad a (*) 
p<5%, (**) p<1%,(***) p<0.1% 
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VI.4  Polimorfismo intraespecífico : Pseudoplatystoma tigrinum 

VI.4.1  Variabilidad genética 

Las frecuencias alélicas para los loci polimórficos son expuestas en la tabla 15 

para isoenzimas, en la tabla 17 se tienen las frecuencias alélicas obtenidas por intrones. 

Las medidas de variabilidad genética obtenidas se dan en la tabla 16 y 18 por enzimas e 

intrones respectivamente. La tasa de polimorfismo a la P(95%) es de 0.56 para el Iténez 

y  Mamoré, para el Manuripi es de 0.78; a un P(99%) se tiene 0.67 para el Iténez y 0.78 

para el Manuripi y Mamoré. Los valores del polimorfismo por intrones son de 0.67 para 

Mamoré e Ichilo y de 1.00 para Beni, Iténez y Manuripi. La diversidad alélica por 

isoenzimas es de  1.89; 1.78 y 2.00 para el Iténez Manuripi y Mamoré respectivamente. 

Por intrones se obtiene un mayor número de alelos como se observa en la tabla 17 con 

valores que varían entre 2.00 a 3.60 (Mamoré y Manuripi). La tasa de heterocigosidad 

observada por isoenzimas va de 0.18; 0.21 y 0.22 para el Mamoré, Manuripi e Iténez 

respectivamente. Para intrones, las tasas de heterocigosidad observada van de 0.15; 

0.16; 0.19 y 0.24 para Mamoré, Manuripi, Ichilo, Iténez y Beni respetivamente. Como se 

observa los valores de la heterocigosidad esperada (heterocigosidad teórica) son 

superiores a la heterocigosidad observada por ambos marcadores (valores mayores en 

intrones) indicando la existencia de varias poblaciones. 
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Tabla 15. Frecuencias alélicas para 3 poblaciones de P. t igrinum (Isoenzimas) 

LOCUS      Iténez Manuripi Mamoré LOCUS       Iténez Manuripi Mamoré 
Aat2 (N)           17           5             22    Mdh2 (N)          18           5             22    
 98                  0.00        0.60         0.05  85                  0.50       0.30         0.36 
100                 1.00        0.40         0.96 100                 0.50       0.70         0.63 
H exp.            0.00         0.48         0.09 H exp.             0.50      0.42          0.46 
H n.b.             0.00         0.53         0.09 H n.b.              0.51      0.47          0.47 
H obs.            0.00         0.00         0.00 H obs.             0.44      0.60          0.36 
 Pgm (N)            18          4              22    
Idh2 (N)           15           5              22    120                  1.00      1.00          1.00 
100                0.50         0.70        0.59 H exp.              0.00      0.00          0.00 
118                0.33         0.30        0.34 H n.b.               0.00      0.00          0.00 
131                0.16         0.00        0.07 H obs.              0.00      0.00          0.00 
H exp.            0.61         0.42        0.53 Me1 (N)             18          5              21    
H n.b.             0.63         0.47        0.54 450                  1.00      1.00          1.00 
H obs.            0.53         0.60        0.59 H exp.              0.00      0.00          0.00 
 H n.b.               0.00      0.00          0.00 
Pgi1 (N)          18             4             22    H obs.              0.00      0.00          0.00 
  4                   0.61        0.62        0.66 Me2 (N)              17          5             21    
100                 0.39        0.38        0.34 100                  0.03      0.10          0.02 
H exp.            0.48         0.47        0.45 119                  0.97      0.90          0.98 
H n.b.             0.49         0.53        0.46 H exp.              0.06      0.18         0.05 
H obs.            0.67         0.25        0.50 H n.b.               0.06      0.20         0.05 
 H obs.              0.06      0.20         0.05 
Pgi2 (N)           18            4             21    6Pgdh (N)           13         5            18    
 90                 0.00        0.00         0.05  84                   0.08      0.20         0.00 
100                0.86        0.88         0.90  92                   0.46      0.00         0.33 
108                0.14        0.12         0.05 100                  0.46      0.80         0.67 
H exp.           0.24         0.22        0.18 H exp.              0.57      0.32         0.44 
H n.b.            0.25         0.25        0.18 H n.b.               0.59     0.36         0.46 
H obs.           0.28         0.25        0.10 

 

H obs.              0.00     0.00         0.00 

Tabla 16. Variabilidad genetica de 3 poblaciones de P. tigrinum (Isoenzimas) 

 He H n.b. Ho P(0.95) P(0.99) A 

Iténez 0.27 0.28 0.22 0.56 0.67 1.89 

Manuripi 0.28 0.31 0.21 0.78 0.78 1.78 

Mamoré 0.24 0.25 0.18 0.56 0.78 2.00 

(He) : Heterocigosidad esperada;  (Ho) : Heterocigosidad observada;  (P) : Tasa de 
polimorfismo; (A) : Diversidad alélica 
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Tabla 17. Frecuencias alélicas para 5 poblaciones de P. t igrinum  (Intrones) 

Locus        Beni     Ichilo      Iténez     Manuripi        Mamoré 
Mhc 1 (N)    10          9             22            14                   20  
398            0.10        0.00         0.04         0.07              0.00 
467            0.00        0.00         0.07         0.07              0.00 

  480             0.10        0.00         0.02        0.07              0.00 
584            0.80        1.00         0.86         0.78              1.00 
H exp.        0.34        0.00         0.25         0.37              0.00 
H n.b  0.36       0.00         0.25         0.38              0.00 
H obs.        0.00        0.00         0.09        0.14              0.00 
 
Rpex 1 (N)    10        13            22           13                20  
120            0.00        0.00         0.00         0.04              0.00 
136            0.05        0.00         0.16         0.00              0.00 

  169             0.70        0.31         0.66         0.58              0.52 
175            0.20        0.35         0.14         0.38              0.37 
186            0.05        0.31         0.00         0.00              0.00 
603            0.00        0.04         0.04         0.00              0.10 
H exp.        0.46        0.69         0.52         0.52              0.57 
H n.b  0.49        0.72         0.53         0.54              0.59 
H obs.        0.40        0.15         0.32         0.08              0.25 
 
Pmopsi 1 (N) 9           9             20            12                20 

  200             0.33        0.72         0.72         0.67             0.60 
220            0.44        0.28         0.27         0.25              0.40 
900            0.05        0.00         0.00         0.04              0.00 
990            0.17        0.00         0.00         0.04              0.00 
H exp.        0.67        0.40         0.40         0.49              0.48 
H n.b  0.70        0.42         0.41         0.51               0.49 
H obs.        0.33        0.33         0.15         0.25              0.20 

(N) : Número de individuos analizados por locus 

Tabla 18. Variabilidad genética de 5 poblaciones de P. tigrinum (Intrones) 

 He. H n.b. Ho. P(0.95) P(0.99) A 

Beni 0.49 0.51 0.24 1.00 1.00 3.67 
Mamoré-Ichilo 0.36 0.38 0.16 0.67 0.67 2.33 
Iténez 0.39 0.40 0.19 1.00 1.00 3.33 
Manuripi 0.46 0.48 0.16 1.00 1.00 3.67 
Mamoré-Sécure 0.35 0.36 0.15 0.67 0.67 2.00 

(He) : Heterocigosidad esperada;  (Ho) : Heterocigosidad observada;  (P) : Tasa de 
polimorfismo; (A) : Diversidad alélica 

VI.4.2  Análisis factorial de correspondencia 

Este análisis de correspondencia no permite establecer una estructuración genética 

de esta especie, no se observa la formación de clusters entre las diferentes poblaciones por 
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ambos marcadores moleculares. 

Análisis Factorial de Correspondencia (AFC) Isoenzimas 
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Fig. 6. Análisis gráfico del AFC de poblaciones pertenecientes a tres cuencas para P. 
tigrinum obtenido en función de sus genotipos alélicos por isoenzimas,distribución sobre 
un plan factorial para los ejes 1(inercia24,27%) y 2 (17,29%). No muestra clusters de las 
poblaciones geográficas. 
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Análisis Factorial de Correspondencia (AFC) Intrones 
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Fig. 7. Análisis gráfico del AFC de poblaciones pertenecientes a cuatro cuencas para P. 
tigrinum obtenido por intrones en función a sus genotipos alélicos. Presenta una 
distribución sobre un plan factorial de eje 1 (inercia 17%) y 2 (14,43%). No muestra 
clusters de las poblaciones geográfcas 

VI.4.3 Diferencia a la panmixia 

La estimación del Fis entre las tres poblaciones estudiadas por isoenzimas 

muestra para la población del Iténez, Manuripi y Mamoré un valor de 0.23, 0.35 y 0.30 

respectivamente. En cada cuenca, las poblaciones presentan una diferencia a la 

panmixia con un déficit en heterocigotos, indicando varias poblaciones. Los valores de 

Fis por intrones nos muestran para Beni, Ichilo, Iténez, Manuripi, Mamoré: 0.54, 0.58, 

0.54, 0.68, 0.58 respectivamente, lo que confirma una deficiencia de heterocigotos con la 

presencia de varias subpoblaciones. 

VI.4.4 Diferencia Inter-sitios 

La estimación del Fst para las tres poblaciones (tabla 19) estimado por isoenzimas 

muestra valores significativos para población el Manuripi respecto al Iténez 0.13 y un valor de 

0.08 respecto al Mamoré, indicando una diferenciación de la población del Manuripi 
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como se observa también en P. fasciatum. Sin embargo, los resultados obtenidos por 

intrones no revelan ningún valor significativo (tabla 20) aunque existe moderada 

diferenciación entre las poblaciones de Beni e Ichilo mayor que entre Ichilo e Iténez. 

Tabla 19. Cálculo del Fst para tres poblaciones de P. tigrinum  (Isoenzimas) 

FST Manuripi Mamoré 

Iténez 0.13* 0.00 
Manuripi  0.08 
   

* p< 5 % 

Tabla 20. Cálculo del Fst para 5 poblaciones  de P. tigrinum (Intrones) 

FST Ichilo Iténez Manuripi Mamoré 

Beni 0.09 0.03 0.00 0.03 
Ichilo  0.07 0.02 0.02 
Iténez   0.01 0.03 
Manuripi    0.01 

VI.4.5  Distancia genética entre sitios y flujo genético 

Los valores en las tres poblaciones en cuanto al flujo genético son 1.68 para 

Manuripi-Iténez. Según el análisis por intrones, el flujo genético muestra valores hasta el 

infinito entre Manuripi-Mamoré y Manuripi-Iténez. 

VI.4.6  Distribución de individuos entre los clusters definido por 

PARTITION 2.0 en Pseudoplatystoma tigrinum 

La partición de esta población, ha establecido la existencia de 4 clusters con 

diferencias significativas, al igual que en P. fasciatum los cuatro clusters se hallan 

conformados por individuos de diferentes ríos. Tres de ellos tienen significativa proporción de 

individuos de Iténez, Ichilo y Mamoré para el cluster 1, 3 y 4 respectivamente. El cluster 2 

está conformado por igual proporción de individuos. Realizando el cálculo de Fis para los 4 

clusters, se pudo observar que las subpoblaciones se encuentran en desequilibrio con 

valores de 0.56, 0.57 y 0.43 para las subpoblaciones de Iténez, Manuripi y Mamoré 

respectivamente del cluster 3. 
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Fig. 8. Dendograma realizado a partir de los datos de distancias genéticas para P. tigrinum. 

Los valores en cada nudo son valores estimados por Fst. Significatividad a (*) p<5%, (**) 

p<1%,(***) p<0.1% 
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VI.5 Polimorfismo intracuenca: Cuenca del Iténez: Río San 

Joaquín (Pseudoplatystoma tigrinum) 

Para el análisis de las muestras obtenidas de las distintas localidades o sitios de 

muestreo al interior de cada cuenca (Mamoré, Iténez y Orthón) para cada especie, no se 

cuenta con un número suficiente de individuos. Sin embargo un hecho interesante se 

presenta en los individuos analizados para Pseudoplatystoma tigrinum en el río San Joaquín 

(cuenca del Iténez). 

VI.5.1 Variabilidad genética 

Las frecuencias alélicas para los loci polimórficos son expuestas en la tabla 21, las 

medidas de variabilidad genética obtenidas se dan en la tabla 22. La tasa de 

polimorfismo a P(95 y 99%) es de 0.44 para ambos grupos. La diversidad alélica para los 

dos grupos es de 1.44 para el grupo 1 y 1.56 para el grupo 2. Los valores de la 

heterocigosidad observada es de 0.16 para�el Grupo 1 y 0.24 para el Grupo 2.  
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Tabla 21. Frecuencias alélicas para cada grupo

LOCUS       grupo1                grupo2 LOCUS         grupo1               grupo2 
Aat2 (N)             5                       6    Idh2 (N)             3                        6    
100                 1.00                  1.00    100                 1.00                    0.17    
H exp.            0.00                  0.00    118                 0.00                    0.50    
H n.b.             0.00                  0.00    131                 0.00                    0.33    
H obs.            0.00                  0.00    H exp.             0.00                    0.61    
Mdh2 (N)           5                      6    H n.b.              0.00                   0.67    
 85                  0.60                  0.50    H obs.             0.00                   1.00    
100                 0.40                  0.50     
H exp.            0.48                   0.50    Me1 (N)              5                        6    
H n.b.             0.53                   0.55    450                  1.00                  1.00    
H obs.            0.40                   0.33    H exp.              0.00                  0.00    
Pgi1 (N)             5                       6    H n.b.               0.00                  0.00    
  4                  0.70                  0.50    H obs.              0.00                  0.00    
100                0.30                  0.50     
H exp.           0.42                   0.50    Me2 (N)              5                       6    
H n.b.            0.47                   0.55    119                   1.00                 1.00    
H obs.           0.60                   0.67    H exp.               0.00                0.00    
Pgi2 (N)             5                      6    H n.b.                0.00                0.00    
100                0.80                  0.92    H obs.               0.00                0.00    
108                0.20                  0.08     
H exp.           0.32                   0.15    6Pgdh (N)           5                      5 
H n.b.            0.36                   0.17     84                    0.20                0.00    
H obs.           0.40                   0.17     92                    0.00                1.00    
Pgm (N)            5                      6    100                   0.80                0.00    
120                1.00                  1.00    H exp.               0.32                0.00    
H exp.           0.00                  0.00    H n.b.                0.36                0.00    
H n.b.            0.00                  0.00    H obs.               0.00                0.00    
H obs.           0.00                  0.00    

 

 

Tabla 22. Variabilidad genética de los dos grupos 

 He. H n.b. Ho. P(0.95) P(0.99) A 
Grupo 1 0.17 0.19 0.16 0.44 0.44 1.44 
Grupo 2 0.200 0.21 0.24 0.44 0.44 1.56 

(He): Heterocigosidad esperada;  (Ho): Heterocigosidad observada;  (P): Tasa de 
polimorfismo; (A): Diversidad alélica 

VI.5.2  Análisis factorial de correspondencia 

Por este análisis intersitio es posible observar la formación de clusters uno en cada 

eje lo que supone una posible especiación en esta población. 



 

 

64

64

-1600

-1200

-800

-400

0

400

800

-800 -600 -400 -200 0 200 400 600 800

Grupo 1 Grupo 2

Fig. 9. El Análisis Factorial de Correspondencia distingue a dos clusters 

genéticos: La entidad A (grupo 1) y la entidad B (grupo 2) para el río San Joaquín. 

Distribución factorial en dos ejes 1 (inercia 36%) y 2 (inercia 27,41%). 

VI.5.3 Diferencia a la panmixia 

La estimación del Fis muestra un valor de 0.20 para el Grupo 1 y para el Grupo 2 

muestra un valor -0.14 lo que indica la presencia de un exceso de heterocigotos. 

VI.5.4 Diferencia Intra-sitios 

La estimación del Fst para los dos grupos muestra un valor significativo de 0.39 lo 

que demuestra una diferenciación significativa entre estas poblaciones. 

VI.5.5 Distancia genética entre sitios y flujo genético 

Entre los dos grupos A y B se observa un bajo nivel de flujo genético, con un valor de 

0.39, lo que explicaría la diferenciación significativa entre estas subpoblaciones.
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VII. DISCUSION 

VII.1 Variabilidad genética entre especies 

La presencia de variabilidad genética entre especies (entre poblaciones y entre 

individuos de las poblaciones) es esencial para su sobrevivencia y para responder  a los 

cambios ambientales a corto y largo plazo en la naturaleza (Ryman et al, 1995). Este trabajo 

dirigido al estudio de individuos de Pseudoplatystoma fasciatum y Pseudoplatystoma tigrinum 

de las 4 principales cuencas de la Amazonía boliviana, observa en la expresión fenotípica de 

los genes nucleares dependientes de la recombinación genética en proteínas de 9 sistemas 

enzimáticos, una alta diferenciación genética entre estas dos especies que viven en 

simpatria en la Cuenca Amazónica boliviana. Asimismo los análisis genéticos de AFC y Fis 

realizados para isoenzimas demuestran una clara diferenciación genética entre las dos 

especies en todas las Cuencas en estudio con ausencia de híbridos en sus poblaciones. Con 

dicho descriptor molecular se puso en evidencia la existencia de un  sólo locus diagnóstico: 

Me-1 el cual permite diferenciar las dos especies. En cambio por la técnica EPIC-PCR, se 

puso en evidencia un número de 9 locus diagnóstico: Aldo B–1, Aldo C–1, Aldo C–2, 

Calmex-1, Calmex-2, Gh-1, Chy-1, Chy-2, Chy-3 por lo que ésta técnica se constituye en una 

herramienta poderosa para diferenciar especies estrechamente relacionadas. Las 

características morfológicas utilizadas tradicionalmente para diferenciar estas dos especies 

como forma de la cabeza y patrones de coloración pueden ser considerados parámetros de 

referencia para su diferenciación. 

El análisis con el estimador Fst para las dos especies con ambos descriptores 

moleculares demuestran valores significativos considerándose entonces, entidades con 

estructuraciones particulares aisladas genéticamente (Coronel, 2000; Escóbar, 2001). Los 

niveles de flujo genético en isoenzimas de 0.20 y 0.47 por intrones puede deberse a que 

éstas especies comparten alelos de ancestros comunes por una diferenciación y radiación 

reciente en la amazonía boliviana (Rivera, 2003). 

La variabilidad genética traducida como heterocigosidad observada en este estudio 

fue de 0.13 con isoenzimas y  0.33 con intrones para P. fasciatum, comparando estos datos 

a los obtenidos en estudios isoenzimáticos previos sobre la misma especie, éstos son 

notablemente mayores - 0.026 y 0.013 en el río Beni e Ichilo respectivamente - (Coronel, 



 

 

66

66

2002). En la cuenca del río Magdalena y en la cuenca del río Orinoco valores de 0.002 a 

0.0054 y 0.049 respectivamente (Escóbar, 2001; Montaño, 2000). Asimismo, los niveles de 

variabilidad genética obtenidos para P. tigrinum  por isoenzimas es de 0.20 y por intrones de 

0.15 son elevados en relación a otros estudios como en la Cuenca del río Orinoco  0.059 

(Escóbar, 2001). El promedio general de variabilidad genética en especies de agua dulce es 

de 0.26. Estos niveles elevados de heterocigosidad de Pseudoplatystoma de la Cuenca 

amazónica boliviana observados en ambos marcadores moleculares, en relación a otros 

estudios pueden deberse a distintos sistemas isoenzimáticos utilizados por los autores. 

También es probable que estos valores demuestren la alta capacidad evolutiva de estas 

especies a responder cambios ambientales a largo plazo (Hartl, 1997). El hábitat en el que 

se desarrollan P. fasciatum y P. tigrinum requiere de adecuadas estrategias de vida que les 

permitan sobrevivir a las condiciones ambientales de la Cuenca Amazónica boliviana como 

clima diverso, ciclo hidrológico propio que determina cambios fisicoquímicos que repercuten 

en la distribución y composición de las especies. Es notable la diferencia de variabilidad 

genética entre los dos descriptores moleculares debido a que los intrones presentan una 

mayor tasa de evolución que da la imagen de una evolución más reciente que las 

isoenzimas, demostrando varias ventajas para identificar y caracterizar individuos altamente 

emparentados , además los intrones ofrecen información de mutaciones más recientes que 

las isoenzimas.(Vos et al.,1995; Sharma et al.,1996; Hill et al., 1996). En ambos marcadores 

se observan fenómenos evolutivos que acontecieron en tiempos diferentes, donde la tasa de 

evolución es mayor  para intrones (no codificante) que para isoenzimas (codificante). Para 

confirmar y profundizar esta información se pueden seleccionar otros marcadores 

moleculares de mayor resolución como microsatélites o secuenciación de estas regiones 

intrónicas. Sin embargo, se puede considerar de acuerdo a los resultados obtenidos, que los 

intrones sirven para realizar diferenciaciones altamente significativas entre especies, pero 

evidencias de una mejor estructuración intraespecífica nos han sido dados por isoenzimas 

en las dos especies  especialmente en Pseudoplatystoma tigrinum, como el caso del río San 

Joaquín. 

VII.2 Variabilidad genética en cada especie 

En las dos especies P. fasciatum y P. tigrinum, existe un déficit de heterocigotos con 

respecto a las proporciones Hardy - Weinberg, que se observa al considerar conjuntamente 

todas las subpoblaciones. En las especies que muestran una elevada capacidad de 
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migración durante al menos uno de sus periodos de su ciclo vital, algunas zonas de su 

rango de distribución pueden ser áreas de mezcla entre diferentes subpoblaciones (como se 

observa en los resultados por PARTITION 2.0 que otorga una probabilidad del 5% de que 

existan estos clusters) los que difieren en las frecuencias génicas para un número de loci, 

entonces en estas áreas se detecta un defecto de heterocigotos y un correspondiente 

exceso de homocigotos originado probablemente por el efecto Wahlund (Santos, 1997). 

Este fenómeno puede ser explicado por dos probables hipótesis: 1) que existan 

evidentemente varias subpoblaciones o formación de nuevas especies ó 2) que éste 

fenómeno esté relacionado con los razgos de vida de estas especies, es decir éstas migran 

hacia determinados hábitats en la época de desove, sin embargo pueden regresar a su 

hábitat original y cruzar no aleatoriamente entre grupos familiares lo que produce este 

desequilibrio entre las poblaciones. 

Según los estimadores Fst para ambas especies P. fasciatum y P. tigrinum por 

isoenzimas muestran diferenciación significativa para la población del río Manuripi, el cual 

representa una unidad independiente y difiere significativamente de las poblaciones de los 

ríos Iténez y Mamoré, en tanto que entre estas poblaciones no existen diferencias genéticas 

significativas.  

Los clusters obtenidos por PARTITION 2.0 muestran como el AFC en cada especie, 

la mezcla de individuos independiente de su origen indicando la presencia de varias 

poblaciones genéticas confirmada con la estructuración intrasitio del Río San Joaquin 

observada en P. tigrinum, es decir existen varias poblaciones de individuos en un mismo río 

determinando una débil estructuración y varias subpoblaciones genéticas en ambas 

especies. 

VII.3 Variabilidad genética intracuenca 

Por isoenzimas, Los análisis genéticos como el AFC y Fis para P. tigrinum pone en 

evidencia que en el río San Joaquin existen dos entidades que se diferencian formando dos 

clusters. Los estimadores de Fst muestran diferencias significativas que supone un proceso 

de estructuración incipiente. Sin embargo es probable que para este descriptor el número de 

muestras haya sido insuficiente razón por la cual no se reproduce este hecho utilizando 

intrones o puede estar relacionado con la presencia de grupos aparentados o “poblaciones 
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ecológicas” observadas por Coronel (2000) entre poblaciones de varias lagunas y ríos. 

VIII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Por ambos marcadores moleculares se obtuvo una clara diferenciación genética entre 

las dos especies a lo largo de la Cuenca Amazónica boliviana, corroborando los datos 

hallados en estudios previos parciales de la misma, constituyéndose en dos grupos 

genéticamente distintos. Se encontró un mayor número de locus diagnótico por intrones 

demostrando la eficiencia de esta técnica para diferenciar especies altamente emparentadas. 

El nivel de polimorfismo hallado por intrones es mayor que por isoenzimas y estos a su vez 

son mayores a los encontrados en otros estudios sobre las mismas especies. 

A nivel intraespecífico, por isoenzimas la población de la Cuenca del Manuripi en las 

dos especies representa una unidad individualizada del resto de las poblaciones, estos 

resultados contrastan con los datos obtenidos por intrones donde no se observan 

heterogeneidad de las subpoblaciones en ninguna de las especies demostrando una 

diferencia de expresión del marcador molecular que da una imagen de procesos evolutivos 

que acontecieron en tiempos diferentes, más recientes para intrones que para isoenzimas. 

La homogenización de las subpoblaciones a lo largo de toda la Cuenca amazónica 

demostrado por intrones se debe principalmente al carácter migratorio de las especies en 

estudio. 

Para profundizar el estudio de estas especies y determinar posibles estructuraciones 

genéticas se debe hacer uso de un mayor número de intrones que nos revelen mayor 

variabilidad genética, también se puede utilizar marcadores de mayor resolución como 

microsatélites y secuenciación de regiones intrónicas para obtener información ancestral y 

presente. 

Se pueden correlacionar las hipótesis de rasgos de vida de las especies en estudio, 

principalmente con los movimientos migratorios, comportamiento, edad y su estructuración 

en cada río, en forma experimental. 

Los resultados de este estudio son una guía para la elección de cepas en la 

pscicultura considerando la estructuración genética de inter e intracuenca ya que estas 

especies pueden costituirse en una gran potencial económico debido a su alto valor 
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comercial.  
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Anexo 1. 

Técnica de electroforesis enzimática en gel de almidón 

Extracción de enzimas (músculo e hígado) trabajar a 4ëC 

·  Cortar aproximadamente 1 cm3 de tejido y colocarlo en tubos de ensayo 

pequeños. 

·  Añadir 0.5 ml de tampón de extracción 

·  Homogenizar la muestra 

·  Pasar el homogenizado a tubos eppendorf de 1.5 ml 

·  Añadir aproximadamente 0.5 ml de CCl4 (tetracloruro de carbono) 

·  Agitar las muestras o vortexear. 

·  Centrifugar por 15 minutos a 10 000 rpm a 4ëC. 

·  Obtener el sobrenadante el cual debe ser transparente. Realizar una segunda 

centrifugación en el caso del hígado en caso necesario. 

Preparación del buffer el gel y de la corrida electroforética: 

Tampones para electrodo: 

PC – 6.3 (fosfato - citrato) 

TP – 7.4 (Tris – fosfato) 

TC – 6.3 (Tris amino ultra puro – citrato) 

TCB – 1/2 (Hidróxido de litio – ácido bórico) 

Preparación del Gel: 

·  Realizar una dilución 1/39 para 35 ml aforando con agua destilada para 
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42 g de almidón en un matraz erlenmeyer. 

·  Realizar la cocción del gel con ayuda de un mechero, agitar bien la mezcla hasta 

que la solución cambie de consistencia. 

·  Absorber las burbujas con ayuda de una bomba de vacío. 

·  Vaciar el gel en un molde y dejar que gelifique por 1.5 horas. 

·  Cubrir el gel con plástico, evitar burbujas. 

Realización de la corrida electroforética: 

·  Cortar papel Watman (0.5x1 cm), Në 3 para músculo y Në 1 para hígado. 

·  Descongelar las muestras pero no totalmente ya que pueden perder su actividad 

enzimática. 

·  Con una pinza fina, colocar las muestras sobre el papel filtro correspondiente. 

·  Dejar secar los filtros aproximadamente 10 a 15 minutos. 

·  En este tiempo, preparar las cubetas de corrida colocando las esponjas que 

harán el contacto con el gel colocando el buffer del electrodo en cada cubeta. 

·  Llevar este sistema a 4ëC. 

·  Preparar el gel para la corrida. 

·  Realizar un corte en el gel a una distancia de 4 cm para la siembra de las 

muestras. Con la pinza sembrar cada una de las muestras en la región del corte. 

·  Sembrar azul de bromofenol en el centro y en los costados del gel para vigilar el 

nivel de la corrida. 

·  Armar el sistema de corrida a 4ëC colocando el gel sobre las cubetas que 

contienen las esponjas y el tampón. 

·  Realizar la corrida a un determinado voltaje dependiendo del tampón del 
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electrodo por aproximadamente 5 horas. 

Tinción: 

·  Finalizada la corrida electroforética, realizar cortes del gel (obtener láminas 

delgadas) y colocarlos en las cubetas de tinción. 

·  Realizar la preparación del sistema enzimático. 

·  Vaciar este sistema en la cubeta donde se encuentra la lámina. 

·  Llevar la cubeta a la oscuridad hasta visualizar la reacción enzimática. 

·  Realizar la interpretación de los geles. 
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ANEXO 2 

Preparación del buffer/ Tampones  para electrodo y del gel  

PC –  6.3 

Fosfato citrato pH 6.3 

Electrodo: 

Citrato trisódico (0.15 M)…………………….…………   44.1 g. 

Fosfato monosódico dehidrogenado (0.24 M) ………   37.4 g. 

Agua ………………………………………….……… 1000 ml. 

Ajustar el pH a 6.3 con NaOH  1N. 

Gel: 

Dilución 1/39 del tampón electrodo 10.5 ml                          420 ml agua 

8.75 ml PC-63 341.25 agua destilada 

Ajustar el pH con ácido cítrico 

TC –  6.3/6.7 

Tris citrato 

Electrodo: 

Tris   ………………………………………………27.0 g 

Acido cítrico (monohidratado)  ………………………         18.0 g 

Agua  ……………………………………………1000 ml 

Ajustar el pH a 6.3  
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Gel:  

Tris   ……………………………………………  0.339 g. 

Acide cítrico (monohidratado)     0.220 g. 

Agua        350 ml 

Ajustar el pH a 6.7 

TP – 7.4 

Tampón base 

Electrodo: 

Tris  ……………………………………… 12.11 g 

Ajustar pH a 7.4 con NaH2PO4 

Gel: 

35 ml de tampón base, 315 ml agua. 

TCB – 1 

Gel:  

Tris   …………………………………..…………1.26 g 

A. cítrico  ………………………………………….....            0.37 g 

Agua   ……………………………………….........350 ml 

Ajustar pH a  

TCB – 2 

Electrodo:  
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LiOH   ………………………………………………  2.5 g 

Acido bórico  ……………………………………………... 18.6 g 

Agua   ……………………………………………...1000 ml 

Ajustar pH a 8.3 
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ANEXO 3 

Preparación de los Sistemas enzimáticos: Tinción y Revelado 

AAT (Aspartato Amino Transferasa) ME (Enzima Málica) 
Tris HCl                   30 ml Tris HCl        5 ml 
Piridoxal 5 PO4            5 mg MgCL2         1 ml 
Acido Aspártico          40 mg NADP                10 mg 
Acido �  cetoglutárico       80 mg Acido málico                  1 ml 
Incubar 20 min, eliminar la solución  PMS                        0.5 ml 
Tris HCl                   5 ml NBT             0.5 ml 
FBBB                             80 mg MTT             0.5 ml 
Agar 

 

Agar 

 

CK (Creatin Kinasa) AK (Adenilato Kinasa) 
Tris HCl                   5 ml Tris HCl        5 ml 
MgCL2                    1 ml MgCL2         1 ml 
NAD                 10 mg NAD                10 mg 
NADP                   5 mg NADP                  5 mg 
Glucosa              100 mg Glucosa             100 mg 
Adenosin di PO4    30 mg Adenosin di PO4         30 mg 
Fosfocreatinina    15 mg G6PDH       6 µl 
G6PDH       6 µl HK        6 µl 
HK                  6 µl PMS                         0.5 ml 
PMS                           0.5 ml MTT                 1 ml 
MTT                            1 ml Agar 
Agar 

 

 

  

IDH (Isocitrato Deshidrogenasa) MDH (Malato Deshidrogenasa) 
  

Triethanolamina        30 ml Triethanolamina       30 ml 
Acido Isocítrico         44 mg Acide Málico            0.5 ml 
NADP                           5 mg NAD               10 mg 
Mg SO4         50 mg MTT        1 ml 
MTT                 1 ml PMS                0.5 ml 
PMS                          0.5 ml 

 

Piruvato          20 mg 

 

PGM (Fosfoglucomutasa) PGI (Fosfoglucoisomerasa) 
Tris HCl        5 ml Tris HCl        5 ml 
MgCL2         1 ml MgCL2                   1 ml 
NAD                 10 mg NAD                10 mg 
NADP                 5 mg NADP                 5 mg 
Glucosa 1 PO4 300 mg Fructosa 6 PO4          10 mg 
PMS                        0.5 ml PMS                       0.5 ml 
NBT       1 ml 

 

NBT                          1 ml 



 

 

87

87

MTT    0.5 ml MTT             0.5 ml 
G6PDH      6 µl G6PDH               6 µl 
Agar 

 

Agar 

 

6PGDH  LDH (Lactato Deshidrogenasa) 
Tris HCl        30 ml Triethanolamina           30 ml 
MgCL2           1 ml Acido Láctico            2.6 ml 
NADP                  10 mg NAD                   10 mg 
Acido 6 fosfoglucónico    40 mg MTT        1 ml 
PMS                          0.5 ml PMS                         0.5 ml 
NBT      0.5 ml  
MTT      0.5 ml 
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ANEXO 4 

Preparación de las soluciones para el revelado 

TAMPONES TRIS PARA COLORACIÓN 

Tris HCl 0.2 M, pH 8.0 

EGTA ………………………………       2 g 

Tris   ………………………………   121 g 

Agua  ……………………………… 5000 ml 

Ajustar pH con HCl  

MgCL2  (0.5 M) 

MgCL2   ……………………………..     10 g 

Agua destilada 100 ml 

Triethanolamina (0.15 M) pH 9 

Triethanolamina ……………………….   100 ml 

Agua  ……………………………… 5000 ml 

Ajustar pH con HCl 

MTT 

MTT Tretazolium  ………………………   0.5 g 

Agua destilada  ………………………  100 ml 

NBT 

Nitro Blue Tetrazolium  ………………   1.0 g 
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  Agua destilada  ……………………..  100 ml 

PMS 

Fenazine Methosulfato  ……………..   1.0 g 

Agua destilada ……………………..  100 ml 
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ANEXO 5 

PREPARADO DE SOLUCION DE EXTRACCION CON  CTAB 

 (Doyle & Doyle, 1987) 

Para preparar 50 ml de solución de extracción: 

20 ml CTAB 5% (Hexadecyl-trimethyl ammonium bromide) 

14 ml NaCl 5M 

2 ml EDTA 0.5M pH 8 

5 ml TRIS 1M pH 8 

100 µl b mercapto-etanol 

9 ml H20 tridestilada. 

Guardar la solución de extracción a 4ëC 

 La solución de extracción contiene:. 

CTAB 5% : 5g de CTAB en 100 ml H20 destilada. 

NaCl 5M : 14.6 g de NaCl p.a en 50 ml H20 destilada. 

EDTA 0.5M pH8: 9.3 g de EDTA 50 ml H20 destilada y ajustar el pH con NaOH . 

TRIS 1M: 6.05 g de TRIS  en 50 ml H20 destilada. 

Guardar estas soluciones a -20ëC. 
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ANEXO 5 

EXTRACCIÓN DE ADN CON SOLUCIÓN CTAB 

·  Cortar finamente un trozo de músculo (no más de 0.3g) y colocar en un tubo eppendorf 

de 1.5 ml. 

·  Añadir 750 µl  de solución de extracción CTAB más 1µl de proteinasa K (20mg/ml) y 

mezclar en vortex. 

·  Realizar la digestión a 60ëC, durante 8 horas o toda la noche. 

·  Añadir 750 µl de la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), agitar suavemente por 5 

minutos y centrifugar a 8000 rpm  durante 5 min a 4ëC. 

·  Colocar la fase acuosa (aprox. 500 µl) en un tubo nuevo. 

·  Añadir 750 µl  de isopropanol frío (-20ëC) y mezclar suavemente durante 1-2 min. 

·  Precipitar a -20ëC 1-2 horas. 

·  Centrifugar a 13000 rpm 15 minutos a 4ëC (se puede observar un pequeño precipitado 

blanco en el fondo o en la pared del tubo) y desechar el sobrenadante sin tocar el 

precipitado blanco. 

·  Añadir 750 µl  de etanol 70%. 

·  Centrifugar a 13000 rpm 15 minutos a 4ëC  y desechar el sobrenadante. 

·  Secar el precipitado (ADN) a temperatura ambiente (si fuese posible en una cámara con 

silicagel). Esta etapa es muy importante, verificar que evapore completamente el etanol 

ya que podría interferir en la reacción de PCR. 

·  Resuspender el ADN en 250 µl  de agua tridestilada o agua para PCR. 

Guardar a -20ëC. 
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ANEXO 6 

CONDICIONES DE REACCIÓN PARA CADA PCR 

 R pex Mhc PmOpsi Am2b 2 
Primers R Pex 1F 

R Pex 2R 
MHC 1F 
MHC 2R 

PmOpsi-F 
PmOpsi-R 

AM2B 1F 
AM2B 2R 
 

PT MM3 PTPF 
PCS58 

MM2 PTPF 
PCS50 

MM2 PTPF 
PCS58 

MM1 PTPF 
PCS50 

PF MM3 PTPF 
PCS58 

MM2 PTPF 
PCS50 

MM2 PTPF 
PCS58 

MM1 PTPF 
PCS50 

MM: Mezcla reactivos para PCR 

PCS: Programa de termociclador 

MM1 PTPF (por tubo) 

Volumen final 25ml. 

Volumen de ADN 5ml 

React Conc.i Vol Conc f. 
H20  10.4  
B 10X 10X 2.5 1X 
Cl2Mg 25mM 2.5 2.5mM 
dNTP’S 2mM 2.5 0.2mM 
Pr.1 (anexo 3) 10mM 1 0.4mM 
Pr.2 (anexo 3) 10mM 1 0.4mm 
Taq 5U/ml 0.1 0.5 U 

MM2  PTPF (por tubo) 

Volumen final 25 ml 

Volumen de ADN 5 ml 
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Reactivo Conc.i Vol Conc f. 
H20  11.3  
B 10X 10X 2.5 1X 
Cl2Mg 25mM 1.5 1.5mM 
dNTP’S 2mM 2.5 0.2mM 
Pr.1  10mM 1 0.4mM 
Pr.2  10mM 1 0.4mM 
Taq 5U/ml 0.2 1 U 

MM3 PTPF (por tubo) 

Volumen final 25 ml 

Volumen de ADN 5 ml 

Reactivo Conc.i Vol Conc f. 
H20  11.2  
B 10X 10X 2.5 1X 
Cl2Mg 25mM 1.5 1.5mM 
dNTP’S 2mM 2.5 0.2mM 
Pr.1  10mM 1 0.4mM 
Pr.2  10mM 1 0.4mM 
Taq 5U/ml 0.3 1.5 U 

PCS50 
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ANEXO 7 

PRE-PCR PCR POST-PCR 

 
92ëC 

 
2min 

 
 
 
 

95ëC 
1min 

72ëC 
 

1min 
50ëC 
1min 

 
 
 

72ëC 
 

5min 

1 ciclos 30 ciclos 1 ciclos 

 

PCS58 

PRE-PCR PCR POST-PCR 

 
92ëC 

 
2min 

 
 
 
 

95ëC 
 
1min 

72ëC 
 

1min 
58ëC 
1min 

 
 
 

72ëC 
 

5min 

1 ciclos 30 ciclos 1 ciclos 
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ANEXO 8 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (PAGE) 

PREPARADO DE GELES DE POLIACRILAMIDA 

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

 Concentración 
Inicial 

Concentración 
Final 

Volumen 

Agua   20.27 ml 
TBE 5 X 1 X     6.4 ml 

Poliacrilamida 30 % 5 %   5.33 ml 
Persulfato de Amonio 

(APS) 
10 %    420 ml 

TEMED      30 ml 

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

 Concentración 
inicial 

Concentración 
Final 

Volumen 

Agua   16.6 ml 
TBE 5 X 1 X 6.4 ml 

Poliacrilamida 30 % 8 % 8.5 ml 
Persulfato de Amonio 

(APS) 
10 %  420 ml 

TEMED 100%  30m l 

* Tiempo de polimerización: 1 hora 

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

SEMBRADO DE LAS MUESTRAS EN PAGE 

a) Previamente al sembrado de las muestras en PAGE, se debe calcular el volumen de 

muestra de acuerdo a la intensidad de la banda de amplificación visualizada en el gel 

de agarosa. 

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

que varía de acuerdo al volumen del amplicón + amplicón) 

c) Sembrado. 

La corrida se realiza en buffer TBE 1X.  
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ANEXO 9 

CONDICIONES DE MIGRACIÓN EN PAGE 

Voltaje : 350 V – 380 V 

Amperaje: 70 A – 75 A 

Poder: 25 W – 28 W 

INTRON R pex Mhc PmOpsi Am2b 2 
Tiempo de  
Migración (horas) 

6 3 3 4 

Porcentaje de 
poliacrilamida  

8 8 8 8 
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ANEXO 10 

REVELADO DEL GEL TINCION RABAT 

·  Sumergir el gel durante 10 minutos en alcohol medicinal al 30%. 

·  Realizar un lavado con agua  destilada. 

·  Sumergir el gel  durante 3 minutos en ácido nítrico al 1% 

·  Realizar un lavado con agua  destilada. 

·  Sumergir el gel durante 2 minutos en nitrato de plata al 0.2%. 

·  Realizar 3 lavados  con agua  destilada. 

·  Sumergir el gel en carbonato de sodio (30g/l) y formaldehído (0,08%) en proporción 

(2:1). 

·  Visualizar los perfiles de cada locus y fotografiar varias veces a medida que la tinción 

se intensifica. 

·  Para conservar los geles, se procede al secado de los mismos en medio de dos 

pliegues de papel  celofán por 12 horas a temperatura ambiente. 

 


