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RESUMEN
Este estudio tuvo como objetivo determinar la variabilidad genética de 203
especimenes de doncella Pseudoplatystoma punctifer de siete poblaciones
naturales de la Amazonia peruana mediante el analisis de 8 loci microsatélites.
Los resultados muestran una alta variabilidad genética en la especie (113 alelos
encontrados, con una media de 13,14 alelos por locus). El analisis factorial de
correspondencia mostro la existencia de diferenciacién genética entre algunas
poblaciones de esta especie, ademas, los resultados del indice de fijacion (Fsr),
NUmero de migrantes por generacién (Nm) y distancia genética mostraron que
las poblaciones de Madre de Dios y Nanay presentan las mayores diferencias
genéticas entre ellas (Fst = 0,115, Nm = 1,93; D = 0,349) y también con el resto
de poblaciones (Madre de Dios: Fst varia de = 0,039 a 0,057; Nm = 4,16 a 6,24;
D =0,135 a 0,174; Nanay: Fst varia de = 0,060 a 0,080, Nm = 2.88 a 3,95; D =
0,165 a 0,222). Ademas fue observado que las poblaciones de los rios Marafién
y Ucayali no presentan estructuracién genética entre ellas (Fst = 0,00; Nm =
infinito; D = 0,003). Los resultados del andlisis de estructuracion genética
corroboraron estos resultados, mostrando tres unidades evolutivas entre las siete
poblaciones analizadas (K = 3). Las diferenciaciones encontradas entre estas
poblaciones de peces podrian estar relacionadas al aislamiento por distancia
geogréfica en el caso de Madre de Dios o al aislamiento por la diferencia en el

tipo de agua en el caso del Nanay.

Palabras claves: Variabilidad genética, marcadores moleculares microsatélites,

diferenciacion genética.

Xiii



ABSTRACT
This study aimed to determine the genetic variability of 203 specimens of doncella
Pseudoplatystoma punctifer from seven natural populations of the Peruvian
Amazon through the analysis of 8 microsatellite loci. The results show a high
genetic variability in the species (113 alleles found, with an average of 13.14
alleles per locus). The correspondence factor analysis showed the existence of
genetic differentiation between some populations of this species, in addition, the
results of the fixation index (FST), Number of migrants per generation (Nm) and
genetic distance showed that the populations of Madre de Dios and Nanay
present the greatest genetic differences between them (FST = 0.115, Nm = 1.93;
D = 0.349) and also with the rest of the populations (Madre de Dios: FST varies
from = 0.039 to 0.057; Nm =4.16 t0 6.24; D = 0.135 to 0.174; Nanay: FST varies
from = 0.060 to 0.080, Nm = 2. 88 to 3.95; D = 0.165 to 0.222). It was also
observed that the populations of the Marafion and Ucayali rivers do not show
genetic structuring between them (FST = 0.00; Nm = infinity; D = 0.003). The
results of the genetic structuring analysis corroborated these results, showing
three evolutionary units among the seven populations analyzed (K = 3). The
differences found among these fish populations could be related to isolation by
geographic distance in the case of Madre de Dios or isolation by the difference in

the type of water in the case of Nanay.

Keywords: Genetic variability, microsatellite molecular markers, genetic

differentiation.

Xiv



INTRODUCCION
La cuenca amazoénica abarca un area aproximada de 6.000.000 Km? 1y presenta
la mas rica ictiofauna de agua dulce del mundo 2. Esta ictiofauna, esta
representada mayormente por peces del orden characiformes (43%) seguido de
los Siluriformes (39%) 3. Dentro del orden Siluriformes la familia mas
representativa es Pimelodidae, con 30 géneros que engloban 93 especies que
concurren en los principales rios de América del Sur 4. Dentro de estas especies
destaca Pseudoplatystoma punctifer por ser muy importante para la producciéon
comercial en paises como Bolivia, Colombia, Ecuador, Peri y Venezuela, debido
a que presenta una excelente calidad de carne con pocos huesos
intramusculares y una alta tasa de crecimiento con un potencial de alcanzar los

50 Kg 5.

Sin embargo, actualmente la demanda comercial del mercado regional e
internacional es cubierta casi integramente a través de la pesca comercial en
ambientes naturales ©. Esto ha ocasionado en los Ultimos afios un aumento en la
presidon de pesca, y la captura de individuos en tallas por debajo del tamafio de
la primera madurez sexual, lo que estaria causando la disminucién de sus
poblaciones naturales y pérdidas econémicas para el futuro del sector pesquero
6. La disminucién del nimero de individuos y la ruptura de la continuidad de
dichas poblaciones, pueden reducir el flujo genético existente entre ellas, lo que

incrementa los procesos estocasticos de deriva genética’.

En este contexto, estudios genéticos con marcadores moleculares microsatélites

son de considerable importancia debido a que son marcadores altamente



informativos que permiten identificar poblaciones con diversidad genética
reducida, asi como distinguir subpoblaciones genéticamente diferenciadas del
resto, para dirigir los esfuerzos de conservacion hacia ellas 8. En este sentido, el
presente trabajo pretende contribuir a generar informacion sobre la variabilidad
genética de Pseudoplatystoma punctifer en siete poblaciones naturales de la
Amazonia peruana, que sirva de base para la formulacion de planes de manejo

y conservacion de poblaciones naturales de esta especie.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Bases Tedricas
1.1.1 Descripcién Taxondmica de Pseudoplatystoma punctifer
El género Pseudoplatystoma esta constituido por bagres rayados muy
atractivos debido a la coloraciéon y al disefio cromético que poseen,
ademas las especies de este género presentan mucha semejanza entre
si, llevando muchas veces a confundirlos °. La cabeza de P. punctifer
presenta bordes laterales casi rectos; una fontanela (ranura que pasa
entre los ojos) relativamente corta y superficial, no alcanzando la mitad
de la distancia entre el ojo y el borde posterior del opérculo *°. Por otro
lado, los patrones de bandas transversales y perpendiculares al cuerpo
de P. punctifer son bien separadas entre si, con presencia de bandas

claras y oscuras sobre el tronco %12,
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Figura 1. Individuo de la especie Pseudoplatystoma punctifer

1.1.2 Ubicacion sistematica de Pseudoplatystoma punctifer
Hasta el afio 2006 se creia que el género Pseudoplatystoma se
encontraba dividido en tres especies P. corruscans, P. fasciatum y P.

tigrinum. A partir de la revision sistematica publicada por Buitrago-Suarez



& Burr en el afio 2007 se reorganizo la clasificacion en ocho especies
validas: las tres ya existentes P. corruscans, suscrito a la cuenca del
Parana; P. fasciatum, que segun Buitrago-Suarez & Burr (2007) esta
restricto solamente a las cuencas del escudo de las Guayanas y P.
tigrinum de amplia distribucion en la Amazonia continental; dos especies
validadas: P. punctifer, también de amplia distribucion en la cuenca
amazonica y P. reticulatum de la cuenca del Parana; y tres especies
nuevas, P. orinocoense y P. metaense, ambos de la cuenca del Orinoco;
y finalmente P. magdaleniatum, de la cuenca del Magdalena.
Posteriormente una revision filogenética del género basada en las areas
de distribucion geografica sugeridas por Buitrago-Suarez & Burr (2007),
mostré que no se puede distinguir a P. fasciatum de P. punctifer y a P.
orinocoense de P. metaense, sugiriendo que en realidad serian especies
sinénimas 3. Recientemente, una nueva revision filogenética del genero
basada en marcadores mitocondriales (citocromo b) y nucleares (Ragl
intron 1,y S7 intron 1) sugieren el reconocimiento de solo cuatro especies
dentro del género: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum y P.

fasciatum 14

De acuerdo a Buitrago-Suarez & Burr (2007) P. punctifer presenta la

siguiente clasificacion:

Superclase : Gnathostomata

Clase : Teleostomi



Subclase : Actinopterygii

Grupo : Teleostei

Superorden Ostariophysi

Orden : Siluriformes

Familia ; Pimelodidae

Género : Pseudoplatystoma 1°

Especie ; Pseudoplatystoma punctifer 16

1.1.3 Distribucidon geogréafica de Pseudoplatystoma punctifer

Presenta una amplia distribucién, abarcando la Amazonia continental
(Guyanas, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Perl y Venezuela). Se
encuentran muy extendidos desde el bajo Amazonas hasta las cabeceras
de todos los tipos de rios, pasando por los canales, los planos de
inundacion y también los arroyos de la selva lluviosa. También se
encuentran tanto en aguas corrientes como tranquilas pero son raros o

ausentes en los estuarios 1719,



({ .w-"!" \
AT /Y
3 Y
d N

A

"\‘ b
S
- Ty Y

LA N 2

Figura 2. Distribucion de Pseudoplatystoma punctifer en la Amazonia baja

(circulo rojo), (adaptado de Buitrago — Suarez, 2007).

1.1.4 Alimentacién de Pseudoplatystoma punctifer

Tradicionalmente se considera que los miembros del género
Pseudoplatystoma se alimentan durante la noche. Sin embargo, se ha
demostrado que P. punctifer esta activo y caza durante el dia,

especialmente en la mafiana 18,

Su alimentacion corresponde a niveles troficos altos, siendo en su
mayoria predadores, icti6fagos y omnivoros. Su dieta estd compuesta
principalmente por cardumenes de Characiformes, como: Boquichico
Prochilodus nigricans  (Prochylodidae), llambina Potarmorhina
altamazonica, ractacara Psectrogaster amazonica, chio chio
Psectrogaster rutiloides y san pedro Chalceus erythrurus (Curimatidae),

palometa Mylossoma duriventrii, pafia roja Pygocentrus nattereri y pafa



1.2.

blanca Serrasalmus rhombeus (Serrasalmidae), sardina Triportheus
angulatus y mojarra Diplodus vulgaris (Characidae) y Chambira
Rhaphiodon vulpinus (Cynodontydae). Asi como también se alimenta de
cardumenes del orden siluriformes como rego rego Hemidoras
stenopeltis (Doradidae), Shitari Loricariichthys maculatus (Loricariidae),
shiruy Hoplosternum littorale (Callichthydae) y del orden Perciformes
como la corvina Plagioscion squamosissimus que pertenece a la familia
Sciaenidae ?°. Sin embargo se conoce también que incorporan en su
dieta a miembros de su propia clase, asi como a crustaceos, y algunas

frutas o semillas 18.

Definicién de términos

1.2.1. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se relacionan con un
rasgo genético, pero que poseen variaciones o polimorfismos suficientes
para agrupar a ciertos organismos y funciona como un sefialador de
diferentes regiones del genoma 2. Los marcadores de ADN, y en especial
los microsatélites, estan rapidamente reemplazando o complementando a
otros marcadores o metodologias genéticas en las aplicaciones evolutivas
y la conservacién de las especies. Dado su elevado nivel de polimorfismo,
resultan utiles para definir un Unico genotipo multilocus, de particular
interés en estudios donde se requiera una escala muy fina de resolucion
y en los cuales otros tipos de marcadores podrian presentar algunas

limitaciones, siendo especialmente estos estudios los referidos al analisis



de paternidades, parentescos, asignacion de individuos a raza,

planificaciéon de apareamientos y otros aspectos de indole reproductiva 2.

Un buen marcador molecular debe reunir varias caracteristicas para
maximizar su utilidad, entre ellas, debe tener buena distribucién a lo largo
del genoma y alto grado de polimorfismo. La técnica para analizar el
marcador debe ser rapida, practica y debe repetirse con fiabilidad en

otros laboratorios 23.

1.2.2. Marcador molecular microsatélite

Los marcadores moleculares microsatélites son segmentos cortos de
ADN de 1 a 6 pares de bases, que se repiten en tandem y de forma
aleatoria en el genoma de los seres vivos. Algunas de las caracteristicas
de estos marcadores versus otros (minisatélites, RFLPs, RAPDs, etc.),
presentan un elevado grado de polimorfismo, su herencia es mendeliana
simple, son codominates (pudiéndose diferenciar los individuos
homocigotos de los heterocigotos), son faciles de medir y analizar, tienen
una confiabilidad del 100%, repetitivos y automatizables. Estos
marcadores se encuentran generalmente en regiones no codificantes del

genoma y distribuidos uniformemente 24.

Dado que los microsatélites estan mas o menos distribuidos a lo largo de
todo el genoma de los eucariotas, aunque con baja frecuencia en las
regiones codificantes y, quizas también en los teldmeros, su presencia
en estas regiones se ha descrito asociada a enfermedades 2°?7. Sin

embargo, aun se desconoce el significado funcional de estas secuencias,
8



a pesar de que la hipotesis mas aceptada apunta a que pueden estar
relacionados con el empaquetamiento y la condensacion del ADN en los
cromosomas 28, El andlisis con microsatélites involucra la deteccion de
fragmentos especificos de ADN y nos da la medida de los alelos (en

pares de bases) en cada una de las regiones ?°.

1.2.3. Aplicacion de microsatélites en genética poblacional

Representa una de las areas donde los microsatélites fueron mas
ampliamente utilizados, debido a que permite estimar niveles de
variabilidad genética intrapoblacional y analizar las relaciones genéticas
existentes entre las mismas. Este tipo de estudio es de gran importancia
para realizar estimaciones de la diversidad genética y de la
consanguinidad existente en poblaciones de animales domésticos en

peligro de extincién 2°.

En los estudios de genética de poblaciones, los marcadores permiten la
identificacion de cada alelo por locus, la obtencion de datos
poblacionales, y el calculo de las frecuencias alélicas. De esta manera
podemos estimar las distancias genéticas entre poblaciones o entre
individuos 3% 3%; asi como también realizar andlisis de estructuracion
genética poblacional y estudios filogenéticos. La diversidad o variabilidad
genética se puede definir como «la capacidad genética para variar», y
por ende, la capacidad a responder tanto a variaciones de indole
ambiental como a cambios en los objetivos de seleccion. Es asi, como la

variabilidad genética constituye la base del progreso genético 2.

9



Durante los ultimos afios se han realizado muchos estudios que han
utilizado los microsatélites para analisis filogenéticos, concluyendo que,
con un buen numero de loci analizados y con apropiadas tasas de
mutacion, los microsatélites pueden dar una buena aproximacion de la
filogenia 3343, Por ello, la aplicacién del andlisis de microsatélites en
peces, ha permitido establecer la relacion genética intra e inter especifica
entre poblaciones, mapeo genémico, pruebas de parentesco y realizar
inferencias sobre un apropiado manejo de individuos en cautiverio dentro

de los programas de seleccion artificial 44.

10



CAPITULO II. HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la Hipotesis

Existe una alta variabilidad genética de Pseudoplatystoma punctifer (Castelnau, 1855)

en siete poblaciones naturales de la Amazonia Peruana

2.2. Variables y su operacionalizacion

Variables

Indicador

indices

Variabilidad genética de
Pseudoplatystoma punctifer en siete
poblaciones naturales de la
Amazonia peruana

Variabilidad genética
intrapoblacién

Nuamero de alelos, heterocigocidad
observada y esperada

Variabilidad genética
interpoblacién

Fst y Fis (indice de fijacidon y desviacién a la
pnmixia respectivamente)

Distancia genética

Flujo de genes

Relacion filigenética

Grado de diferenciacion

11




CAPITULO IlIl. METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefo

El trabajo de investigacion fue de tipo descriptivo.

3.2. Disefio muestral

Poblacién

Estuvo constituido por 268 muestras de tejido muscular de Pseudoplatystoma

punctifer obtenidas de las 7 cuencas mencionadas.

Muestra

Estuvo constituida por 203 muestras de tejido muscular de la especie

Pseudoplatystoma punctifer obtenidas de las 7 cuencas mencionadas.

3.3. Procedimiento y recoleccion de datos

3.3.1. Colecta del material biolégico

Se colectaron, codificaron y conservaron muestras bioldgicas (tejido

muscular) de P. punctifer en alcohol de 96% provenientes de siete cuencas

hidrolégicas (Anexo 1).

Tabla 1. Lugares y georeferencias de las

Pseudoplatystoma punctifer.

muestras colectadas de

CUENCA LUGAR DE GEOREFERENCIA
COLECTA

Ucayali Jenaro Herrera 04°53' 19" S, 73°39'46" O
Madre de Dios | Puerto Maldonado | 12°35' 09" S, 69°10'52" O
Marafién Nauta 04°31' 21" S, 73°35'06" O
Pastaza San Lorenzo 04°49' 49" S, 76°33'44" O
Amazonas Pevas 03°20' 05" S, 71°51'15" O
Nanay Nina Rumi 03°50' 30" S, 73°23'50" O
Putumayo Estrecho 02°26' 40" S, 72°40'10" O

12
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Figura 3:  Ubicacién geografica de los lugares de colecta de

Pseudoplatystoma punctifer

3.3.2. Area de trabajo

El trabajo de investigacion se ejecutd en el Laboratorio de Biologia y
Genética Molecular (LBGM) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana (IIAP), ubicada en el Centro de Investigaciones de Fernando
Alcantara Bocanegra, carretera Iquitos-Nauta km 4.5, distrito de San Juan

Bautista, regién Loreto — Peru.

3.3.3. Extraccién del ADN de Pseudoplatystoma punctifer

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el método de extraccion CTAB
de Doyle & Doyle, (1987) a partir de tejido muscular conservado en alcohol

al 96%, mediante el siguiente protocolo:

13



. Se peso 100 mg de tejido muscular, seguidamente fue colocado en un
microtubo de 2 mL conteniendo 1mL de buffer de extraccion de ADN. El
tejido fue triturado completamente, y se adiciond 10 yL de Proteinasa K
(10mg/mL).

. El microtubo con el tejido triturado fue incubado en bafio Maria a 60°C
por toda la noche.

. Se adicion6 1 mL de cloroformo y se mezclé suavemente durante 5
minutos. Seguidamente se centrifugd a 8000 rpm (590 rcf -g) durante 5
minutos.

. Se tom6 500 pL del sobrenadante, el cual fue colocado en un nuevo
microtubo de 1.5 mL. Posteriormente se agreg6é 750 uL de isopropanol
frio, se mezcl6 suavemente durante 2 minutos.

. Luego se sometid a congelaciéon por 2 horas. Seguidamente fue
centrifugado a 13000 rpm (15700 rcf-g) por 15 minutos.

Se descarté el sobrenadante cuidadosamente, evitando perder el pellet
(ADN).

. Al pellet obtenido se le agregé 750 puL de etanol al 70%, luego se
centrifug6 a 13000 rpm (15700 rcf-g) durante 15 minutos. Se descarto el
sobrenadante.

. Luego se procedid a secar el precipitado de ADN en una centrifuga al
vacio por 15 minutos a 45° C.

Finalmente, se resuspendio el precipitado de ADN agregando 30 L de
agua Mili Q. ElI ADN extraido fue almacenado a una temperatura de -

20°C hasta su posterior analisis.

14



3.3.4. Concentracion y pureza del ADN genémico

Se realiz6 mediante el método espectrofotométrico de Maniatis et al. (1989);
utilizando un cuantificador de ADN (Biophotometer). La concentracion de la
muestra se determiné en base a la capacidad de absorbancia de la misma,
utilizando las longitudes de ondas de 260nm y 280nm. La determinacién de
la pureza de la extraccion, se realiz6 en un rango de aceptacion entre: 1.7

— 2.0 (A260/A280).

3.3.5. Verificacién del ADN gendmico

La verificacion de la calidad del ADN genomico, se realiz6 mediante la
observacion de las bandas de ADN en geles de agarosa 0.8% tefiido con
GelRed (10mg/mL) a razén de 1uL/50mL. La migracion se realizdé en una
camara electroforética horizontal a 100 voltios por un espacio de 30
minutos. La visualizacién de los geles y el registro de los mismos, fue
realizado en un transluminador de rayos ultravioleta y en un sistema de

imagen GEL LOGIE 100 (KODAK).

3.3.6. Amplificacion de los microsatélites

La amplificacion de las regiones microsatélites se realiz6 con ocho
marcadores moleculares microsatélites (Anexo 2), dos de los cuales
disefiados a partir de la especie P. punctifer (Ppu 02, Ppu 15) 4’ y los seis
restantes disefiados a partir de la especie P. corruscans (Pcor 01, Pcor02,
Pcor05, Pcor08, Pcorl0 y Pcor21) “8. La reaccion de amplificacion fue
realizada en un sistema multiplex (varios primer por reaccion de PCR) para

4 paneles (Anexo 3). Las condiciones de temperatura fueron: denaturacion

15



inicial a 92°C durante 2 minutos; seguida de 30 ciclos de denaturacion a
95°C de 1 minuto, hibridacién a 55°C de 1 minuto, y extension a 72°C de 1

minuto; seguida de una extension final a 72°C de 30 minutos (Anexo 4).

3.3.7. Verificacion de la amplificacion de los microsatélites

La verificacion de los productos amplificados se realiz6 en geles de agarosa
al 2% (Anexo 5), usando tampon de siembra (Gel red 1uL, H20 Mili-Q 499
uL, Azul de bromofenol 1500 pL) y tampdn de corrida TBE 1X, a 100V
(voltios) por 15 minutos. EI ADN fue visualizado en un transluminador de
UVStar 312 nm (nandmetros) y foto documentado utilizando un sistema de

imagen GEL LOGIC 100, KODAK.

3.3.8. Obtencidon y visualizacion del peso de los alelos microsatélites
Los segmentos amplificados fueron denaturados y separados mediante
electroforesis capilar utilizando el analizador genético Applied Biosystems
3130XL, para lo cual se tom6 1L del producto de PCR, junto con 8,7 uL de
Formamida y 0,3 pL de GeneScan 500 ROX (marcador de peso molecular).
Los pesos de los alelos de cada microsatélites fueron visualizados usando

el software Peak Scanner versién 1.0 (Anexo 6).
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3.4. Procesamiento y analisis de datos

3.4.1. Diversidad alélica por locus y poblaciones

Fueron calculados con ayuda del programa Genetix version 4.05.2 4°, para
cada locus en cada poblacion: el numero de alelos (N), diversidad alélica
(AT), rigueza alélica (AR), heterocigosidad promedio observada (Ho) Yy
esperada (He), asi como el coeficiente de endogamia (Fis) para medir la

desviacion de la panmixia.

El nimero de alelos exclusivos o privados (alelo presente s6lo en una
localidad) fue determinado mediante el programa GenAlex 6.4 °°. Las
significancias estadisticas fueron estimadas utilizando intervalos de

confianza de 95%.

3.4.2. Analisis Factorial de Correspondencia

El analisis factorial de correspondencia analiza una matriz con ambos alelos
por cada locus informativo, en donde el tratamiento de datos se realizé en el
Software Genetix version 4.05.2 49, El andlisis factorial de correspondencia
(AFC) fue utilizado como método exploratorio para visualizar si existian

diferencias genéticas entre las poblaciones.

3.4.3. Diferenciacion genéticay flujos genéticos entre poblaciones

Con el apoyo del programa Genetix version 4.05.2 49, se estimaron los
valores del indice de Fijacion Fst 5%, asi como la Distancia Genética de Nei

52 entre pares de localidades para medir la diferenciacién entre poblaciones.
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Las tasas de migracion (flujo génico) fueron estimadas de forma lineal a partir
de los valores del indice de Fijacién Fst 5, expresada en numero de

migrantes por generacion (Nm) donde Nm= (1-Fsi)/4*Fs 53

3.4.4. Estructura genética

La estructura genética fue evaluada mediante el analisis de asignacion
Bayesiana implementado en el programa STRUCTURE 2.3.4 %4, Structure
es un software libre desarrollado por Pritchard et al. (2000) que utiliza datos
de genotipo multilocus (SNPs, SSR, AFLP y RFLP) para asignar los
individuos a una poblacién. En este analisis los individuos son asignados
probabilisticamente a uno de los grupos genéticos (K), donde K puede tomar
sucesivos valores desde K= 1 hasta un namero definido por el usuario. Al
final del analisis se determina el valor de K que tiene mayor probabilidad
dados los datos °*. En este caso, se probaron valores desde K= 1 hasta K=
7 y se realizaron 10 corridas para cada valor de K. Se utiliz6 el modelo que
permite mezcla entre los grupos genéticos y frecuencias alélicas
correlacionadas entre poblaciones. Se proporcioné al programa informacion
previa sobre la poblacion de origen de los individuos. Cada corrida tuvo un
“burn-in” de 10000 pasos, seguidos de 100000 iteraciones. El numero de
grupos genéticos mas probable se encontrd determinando el valor maximo

del estadistico AK, segun el método de Evanno et al. (2005).
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3.4.5. Relaciones interpoblacionales

Las relaciones entre poblaciones fueron estimadas por medio del programa
NEIGHBOR del software PHYLIP version 3.5 %/. El dendrograma fue

visualizado en el programa TREEVIEW 58

3.4.6. Correlacién entre distancia genética y distancia geogréfica

Para verificar si las diferencias observadas se deben al distanciamiento
geogréfico entre las poblaciones estudiadas, se realiz6 una correlacion
entre las distancias genéticas. Con ayuda del programa Google Earth se
midieron las distancias siguiendo el curso del rio (fluvial) entre las siete
poblaciones naturales (en Km). La correlacibn con cada una de estas
medidas fueron estimadas a través del coeficiente de correlacién, calculado
en el software Microsoft Excel 2007. Fueron realizados dos andlisis de
correlacion i) entre las siete poblaciones, ii) con la intensiébn de comprobar
si otros factores aparte de la distancia geogréfica estaban interfiriendo en la
diferenciacion de las poblaciones, se realiz6 un segundo andlisis entre las

poblaciones excluyendo el Nanay.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Diversidad alélica por locus y por poblaciones
Fueron obtenidos un total de 113 alelos con ocho loci microsatélites en 203
especimenes P. punctifer. Los locus que presentaron el mayor nimero de
alelos fueron Pcor 5y Ppu 15 con 22 y 20 alelos respectivamente, en tanto
gue Pcor 21 presentd soélo seis alelos (Anexo 07). La media de alelos por

locus fue de 14,13 (£5,11)

La heterocigosidad esperada (He) vario entre 0,198 para el locus Pcor 21 en
la poblacion del Amazonas y 0,922 para el locus Ppu 15 en la poblacion del
Marafién. En tanto que la heterocigosidad observada (Ho) vari6 entre O para
el locus Pcor 21 en la poblacion del Amazonas a 1 para los locus
microsatélites Pcor 1 y Ppu 2 en la poblacién de Madre de Dios. Los valores
del indice de endogamia (Fis) variaron de -0,547 en el locus Pcor 1 en la
poblacién del Nanay a 1 en el locus Pcor 21 de la poblacién del Amazonas

(Anexo 8).

El locus con frecuencias mas homogéneas entre sus alelos en las
poblaciones fueron Pcor 5y Ppu 15. En tanto que el locus Pcor 21 present6
un alelo cuyas frecuencias fueron dominantes en todas las poblaciones
(alelo 106) con frecuencias entre 0,800 a 1,000, es decir fue el menos

diverso (Anexo 9).

En un andlisis multilocus por poblacién, la mayor cantidad de alelos y

riqueza alélica (promedio total de alelos por poblacion entre nimero total de
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locus) fue presentada por la poblacion del Marafion (At = 82; Ar = 10,25)
en tanto que la menor por la del Nanay (At = 54, Ar = 6,75). La media de la
heterocigosidad esperada fue siempre mayor a la observada en todas las
poblaciones analizadas a excepcion de la poblaciéon del rio Nanay, donde la
heterocigosidad esperada fue ligeramente menor que la observada (He =
0,658, Ho, = 0,692). EI mayor valor del indice de endogamia (Fis) fue
presentado por la poblacién del rio Pastaza (0,310), mientras que el menor
valor estimado fue para la poblacién del Nanay (-0,034). Solo en dos
poblaciones no se pudo rechazar la panmixia (Madre de Dios y Nanay), las

demas poblaciones mostraron una diferencia a la panmixia (Tabla 2).

Tabla 2:  Variabilidad genética multilocus de Pseudoplatystoma punctifer

en siete poblaciones naturales de la Amazonia peruana.

Poblaciones N AT AR Media Fis
He Ho

Madre de Dios 19 63 7,88 0,7083 | 0,6842 | 0,061
Marafion 35 82 10,25 | 0,7474 | 0,6643 | 0,125%
Putumayo 39 81 10,13 | 0,7231 | 0,6218 | 0,152+*
Ucayali 30 80 10,00 | 0,7542 | 0,6375 | 0,171
Pastaza 25 79 9,88 0,7548 | 0,5350 | 0,310
Amazonas 27 70 8,75 0,7133 | 0,6435 | 0,117+
Nanay 28 54 6,75 0,6579 | 0,6920 | -0,034

Numero de individuos (N), numero total de alelos (Ar), media de niumero
de alelos o riqueza alélica (Ar), media de heterocigosidad observada (Ho),
esperada (He) y coeficiente de endogamia (Fis) por poblacion, *=
poblaciones que mostraron una diferencia a la panmixia.
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Si bien todas las poblaciones analizadas presentaron alelos propios o
privados (Tabla 3), las frecuencias de estos alelos fueron bajas en relacion
a otros alelos comunes entre las poblaciones Los alelos privados que
presentaron las frecuencias mas altas fueron el alelo 248 del locus Ppu 2
(0,158) y el alelo 214 del locus Pcor 2 (0,105) de la poblacion de Madre de
Dios. La poblacién con mayor numero de alelos privados fue Pastaza con
seis alelos (Tabla 3).
Tabla 3: Alelos privados (en pares de bases) y sus respectivas
frecuencias (valores entre paréntesis) observados en ocho
locus de Pseudoplatystoma punctifer en siete poblaciones

naturales de la Amazonia peruana.

5 Locus | Alelo | Frecuencia | 5 Locus | Alelo | Frecue
= £ . - | .
S privado S privado ncia

Pcor5 131 0,026 Pcor5 155 0,040
% ® Pcor2 214 0,105 Pcor5 168 0,020
'c': Q| Pcorl0 | 174 0,026 g Pcorl0 | 142 0,020
= Ppu2 | 248 0,158 E Pcorlo | 157 | 0,020
Ne) Pcor2 210 0,014 Pcor21 100 0,020
z§ c| Pcor2l 105 0,057 Ppu2 228 0,020
= Ppul5 | 343 0,014 c |Pcorl0| 161 0,018
> Pcorl 102 0,013 Z 9 Pcorl0 162 0,054
E of Pcor2 | 234 0,013
E Pcorl0 150 0,013

Pcor5 133 0,017
g Pcor5 | 137 0,017
3 Pcor2 | 236 0,033

Pcorl0 186 0,033
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4.2. Andlisis Factorial de Correspondencia
El resultado del analisis factorial de correspondencia (Figura 4) muestran
gue algunas poblaciones de doncella Pseudoplatystoma punctifer muestran
cierta estructuracion genética (diferenciacion genética) con las otras
poblaciones analizadas. Las poblaciones provenientes de los rios Nanay,
Pastaza y Madre de Dios parecen presentar una mayor diferenciacion del

resto de poblaciones (Putumayo, Amazonas, Marafion y Ucayali).

2000 3000

FC 2 (Inercia 296)

-1500

FC 1 (Inercia 2.97)

# Madre de Dios M Marafion A Putumayo < Ucayali 1 Pastaza ® Amazonas + Nanay

Figura 4. Proyeccién grafica de los resultados del AFC para los ejes 1y
2 obtenidos para los individuos de Pseudoplatystoma punctifer
provenientes de siete poblaciones naturales de la Amazonia

peruana.

4.3. Diferenciacion genéticay flujos genéticos entre poblaciones
Las poblaciones provenientes de los rios Madre de Dios y Nanay fueron las

que presentaron los mayores valores de diferenciacibn genética con

23



respecto a las otras cinco poblaciones analizadas (valores de Fside Madre
de Dios variaron entre 0,039 a 0,057 y de Nanay entre 0,060 a 0,080),
siendo que la diferenciacién genética entre estas dos poblaciones fue la
mas alta (Fst Madre de Dios y Nanay = 0,115), estos valores fueron
significativamente diferentes de cero (P < 0,01%). La diferenciacion
genética entre las poblaciones procedentes de los rios Marafién, Putumayo,
Ucayali, Pastaza y Amazonas fueron mucho mas bajas, siendo que las
poblaciones menos diferenciadas segun el indice de fijaciéon (Fs) fueron
0,000), este valor no presento diferencias

Marafién y Ucayali (Fst =

significativas de cero (p >0,05%).

Tabla4: indice de fijacion (Fst) estimados a partir del analisis de ocho
loci microsatélites para los individuos de doncella
Pseudoplatystoma punctifer provenientes de siete poblaciones
naturales de la Amazonia peruana.

M.Dio | Marafi¢ | Putuma | Ucayali | Pastaz | Amazon | Nana
M. Dios 0,045** | 0,045** | 0,039** | 0,047** | 0,057** | 0,115
Marafién - 0,006n.s | 0,000n. | 0,014* | 0,014** | 0,060
Putumay - 0,007* | 0,011* | 0,020** | 0,075
Ucayali - 0,006n. | 0,008* | 0,060
Pastaza - 0,011* | 0,075
Amazon - 0,080
Nanay -

n.s.: no significativo, *: significativo para p = < 0,05%, **:

significativo para p =< 0,01%
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El flujo genético, determinado por el nUmero de migrantes por generacion
(Nm), calculado en base a los valores de Fg vario de 1,93 entre las
poblaciones del Nanay y Madre de Dios, mostrando un bajo flujo genético
entre dichas poblaciones. Al contrario, las poblaciones del Marafién y
Ucayali presentaron un elevado intercambio de genes entre ellas, valor de

Nm infinito (Nm = «),

Tabla5:  Numero de migrantes por generacién (Nm) estimado a través
del andlisis de ocho loci microsatélites para los individuos de
Pseudoplatystoma punctifer provenientes de siete poblaciones
naturales de la Amazonia peruana.

M.Dio | Marafié | Putumay | Ucaya | Pastaz | Amazona | Nana
M. Dios 5,36 6,24 51 4,16 | 1,93
Marafion 38,74 o | 17,24 17,09 | 3,95
Putumay 36,96 22,3 12,53 | 3,08
Ucayali 41,26 32,47 | 3,89
Pastaza 23,32 3,1
Amazona 2,88
Nanay

Leyenda: « = valor infinito

Los resultados de la Distancia Genética entre poblaciones (estimado segun
el modelo de distancia de Nei, 1978) muestran que las poblaciones mas
relacionadas genéticamente son el Marafon y el Ucayali (0,003), en tanto
gue las poblaciones de Madre de Dios y Nanay presentan la mayor distancia
genética entre ellas (0,349) y con las demas poblaciones (todas las

distancias genéticas de estas poblaciones son superiores a 0,1).
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Tabla 6:  Distancia genética (Nei, 1978) entre siete poblaciones naturales
de doncella Pseudoplatystoma punctifer de la Amazonia
peruana, estimada a través del andlisis de ocho loci

microsatélites.

M. Marafié | Putumay | Ucaya | Pastaz | Amazona | Nana

M. Dios 0,153 0,143 0,174 | 0,182

Marafién 0,023 0,060 | 0,048

Putumay 0,042 | 0,062

Ucayali 0,035 | 0,028

Pastaza 0,042

Amazona

Nanay

4.4. Estructuracion genética de las poblaciones
Los resultados del Analisis bayesiano de estructuracion, analizados
mediante el estadistico AK (delta K), muestra que las poblaciones
analizadas se dividen preferentemente en tres grandes grupos genéticos o
cluster (K = 3). Muestran ademas que los individuos de la poblacién del rio
Nanay presentan una membresia (Q) igual o mayor al 0.80 del cluster
representado aqui en verde claro (figura 9). Mientras que la poblacién de
Madre de Dios presenta un Q igual o relativamente mayor a 0,4 del cluster
representado aqui en azul (figura 9). En tanto que las demas poblaciones
presentan proporciones casi semejantes de los cluster representados en

rojo y azul con una proporcion relativamente baja del grupo genético verde.
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Figura5: Distribucién del genoma de cada individuo en los tres cluster
inferidos (K = 3). Cada espécimen esta representado por una
barra vertical. La longitud del color de las barras en el eje

vertical define la proporcién de membresia (Q).

Relaciones interpoblacionales

El dendograma obtenido de las siete poblaciones naturales elaborado
segun el criterio de agrupamiento del Vecino Préximo (Neighbor joining) y
en base a la distancia genética de Nei °’ muestra las poblaciones mas
relacionadas son Marafion y Ucayali (Bootstrap= 67%) y que las mas
distantes genéticamente del resto de poblaciones son Madre de Dios y
Nanay (bootstrap = 100%), el cual muestra una concordancia con la
localizacion geografica de las poblaciones confirmando de este modo la

solidez de los resultados obtenidos en los andlisis anteriores.
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Figura 6: Dendograma construido a partir de las Distancias genética de

Nei segun el criterio de agrupamiento Vecino Proximo para la

Pseudoplatystoma punctifer proveniente de siete poblaciones

naturales de la Amazonia peruana.

4.6. Correlacion entre distancia genéticay distancia geogréfica
Las localidades con mayor distancia geografica fluvial fueron Madre de Dios
y Pastaza (4966,62 km) y las mas cercanas fueron Marafién y Ucayali
(108,50 km). Los valores de la distancia genética (Rousset, 1997) variaron
entre 0 (Marafion-Ucayali) a 0,12942 (Madre de Dios-Nanay). El analisis de
correlacion evidencio que la distancias genéticas observadas entre las siete
poblaciones de doncella Pseudoplatystoma punctifer estudiadas, tienen una
muy baja dependencia de la distancia geografica fluvial siguiendo un
modelo de distribucion exponencial (r = -0,29 %; gl = 19, p = 0,5632,
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determinados segun el coeficiente de Spearman), es decir que la distancia
geografica explica muy poco de las distancias genéticas encontradas entre
las poblaciones estudiadas (Figura 7A). Haciendo un analisis excluyendo la
poblacibn de Nanay (indicadas con puntos rojos en la Figura 7A),
observamos un incremento en la relacion entre las seis poblaciones
restantes, obteniéndose un valor cercano a uno (r = -0,89 %; gl = 13, p <
0.0001, determinados segun el coeficiente de pearson), indicando la
existencia de una correlacion fuerte entre las poblaciones de Amazonas,

Pastaza, Ucayali, Madre de Dios, Marafion y Putumayo (Figura 7B).
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Representacion grafica del analisis de correlacion lineal entre
las distancias genéticas y las distancias geograficas fluviales de
las poblaciones de Pseudoplatystoma punctifer en la Amazonia
peruana: A) entre siete poblaciones (Nanay, madre de Dios,
Ucayali, Marafién, Pastaza, Putumayo y Amazonas); B) entre

seis poblaciones (sin Nanay).
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CAPITULO V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran un elevado polimorfismo entre
los individuos de Pseudoplatystoma punctifer analizados (un total de 113 alelos
y una media de 14,13 alelos por locus, heterocigosidad observada multilocus
promedio = 0,6398), mostrando una diversidad genética mucho mayor a la
encontrada para la misma especie utilizando la técnica EPIC-RFLP (un intron
polimérfico de tres intrones analizados)’°. Esto demuestra que los microsatélites
son marcadores altamente informativos a nivel poblacional, en peces la variacion
observada en loci microsatélites es en general por encima de 10 alelos/locus con

valores de heterocigosis superiores a 0.7 L.

Los altos valores de diversidad genética reportados en este estudio para P.
punctifer, son semejantes a los reportados para otras especies de peces
migradores como P. corruscans y Brachyplatystoma rousseauxii, para el primero
fueron reportaron 107 alelos, una media de 15,29 alelos por locus y una
heterocigosidad = 0,57 72; y para el segundo 129 alelos, una media de 14,3 alelos
por locus 73. Llevando en consideracion que valores altos de diversidad genética
son encontrados solo especies con grandes poblaciones estables 74, los valores
reportados para P. punctifer, muestran que a pesar que esta especie esta sujeta
a una fuerte presion de pesca sus poblaciones parecen ser saludables (grandes

y estables).

Los resultados del AFC muestran que P. punctifer presenta diferenciacion
genética (estructuracion poblacional) entre algunas de sus poblaciones. Esto fue

corroborado por los valores encontrados en el indice de fijacion (Fst), Distancia
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genética (D) y numero de migrantes por generacion (Nm) que muestran un mayor
relacionamiento genético entre las poblaciones provenientes de las cuencas
bajas de los rios Marafion y Ucayali (Fst = 0,000; D = 0,003; Nm = infinito). En
contraste, las mayores diferenciaciones fueron presentadas entre las poblaciones
de los rios Madre de Dios y Nanay con el resto de poblaciones analizadas
(Putumayo, Marafion, Ucayali, Pastaza y Amazonas). Los resultados del analisis
de la correlacion entre la distancia geografica y la distancia genética, ademas de
mostrar la existencia de una muy baja dependencia entre la distancia geografica
y la distancia genética, muestra la existencia dos nubes de datos independientes
entre si (Figuras 8). Cuando identificados los puntos, observamos que son las
correlaciones de la poblacion del rio Nanay con las demas poblaciones. Un
segundo andlisis sin la poblacion del rio Nanay, muestra correlaciones muy fuerte
entre las seis poblaciones restantes, esto constituye una evidencia de que
probablemente sean dos eventos o factores los que estarian influenciado en la
estructuracion de las poblaciones, es decir aparte del aislamiento por distancia
geografica, el tipo de agua podria también estar influenciando en la diferenciacién

genética entre las poblaciones analizadas.

En el caso de las diferenciaciones por distancia geografica, las mayores distancia
y diferenciaciones genéticas encontradas entre el rio Madre de Dios y las demas
poblaciones pueden estar relacionadas a la mayor distancia geografica y a la falta
de un vinculo fisico directo entre estos rios en la Amazonia peruana (El Madre
de Dios forma parte de la cuenca del rio Beni (Bolivia), que a su vez es tributario

del rio Madera (Brasil), el cual desemboca en la cuenca media del rio Amazonas
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(Amazonia brasilera), lo cual estaria dificultando el flujo de genes entre estas
poblaciones. En contraste las poblaciones mas cercanas geograficamente como
son Ucayali y Marafion, son también las poblaciones mas cercanas
genéticamente. Estructuracion genética no significativa fueron también
reportados para P. punctifer entre la poblacién del rio Madre de Dios y las
poblaciones de los rios Amazonas y Ucayali determinados mediante marcadores
EPIC, donde los autores concluyeron que la falta de significancia de los valores
de Fst podrian estar relacionados al menor numero de especimenes analizados,
gue sumados a la baja poder de resolucion del marcador no fue capaz de

establecer un mayor grado de diferenciaciéon entre estas poblaciones’.

La diferenciacion genética encontrada entre la poblacion del Nanay con las
poblaciones del Ucayali, Marafion, Pastaza, Putumayo y Amazonas
posiblemente no parecen estar relacionadas a un aislamiento por distancia
geografica, tal como se puede apreciar por ejemplo entre las poblaciones del
Nanay y Amazonas que a pesar de estar geograficamente cerca, el indice de
fijacion y la distancia genética son mayores (Fs= 0,080 y D= 0,222) en
comparacion a otros pares de poblaciones cercanas (por ejemplo Marafion y
Ucayali, Fst = 0, Distancia = 0,003 y Nm = infinito), por lo que posiblemente esta
diferenciacion tenga un sustento ecoldgico, ya que es el unico rio en relacion a
las seis restantes cuyas aguas son negras, es decir la diferenciacion de las aguas
podria estar actuando como una barrera entre estas poblaciones. Este
comportamiento ya fue registrado en otras especies de peces, como la arahuana

asiatica Scleropages formosus, donde utilizando secuenciamiento de una porcion
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del citocromo b y apoyado en datos morfolégicos, pudieron confirmar la
estructuracion y diferenciacion genética entre diferentes variedades de color, lo
gue les permitié describir tres especies nuevas de arahuanas. Estas conclusiones
fueron reforzadas con un analisis de las caracteristicas ecoldgicas y geogréaficas
de las zonas donde habitaban estas especies, encontrando una fuerte relacién
con el tipo de agua. Observando que algunas poblaciones habitaban en zonas
de aguas negras con bajo pH (< 5,5), en cambio otras habitaban en aguas
blancas o claras con pH elevados (6,0)’°. Estas conclusiones son apoyadas por
otros trabajos donde mencionan que las dos arahuanas sudamericanas, O.
bicirrhosum y O. ferreirai (restringido a la cuenca del rio Negro) tienen una
distribucion alopatrica, y que la diferencia esta asociada con el tipo de agua. O.
bicirrhosum ocurre en aguas de neutro a ligeramente alcalinas, mientras O.
ferreirai habita en aguas negras altamente acidas > 76. Este hecho hace suponer
gue esta caracteristica podria estar influenciando en la diferencia observada

entre la poblacion del Nanay con el resto de las poblaciones.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

Los elevados valores obtenidos para la variabilidad genética intra e
interpoblacional muestran que las poblaciones estudiadas presentan Optimas
condiciones de adaptacion, importante para mitigar los impactos generados por

la presion de pesca y los cambios ambientales.

Los resultados filogeografico muestran que las poblaciones mas relacionadas
son Ucayali y Marafi6n, en tanto que las mas diferenciadas de las demas

poblaciones son Nanay y Madre de Dios.

La doncella Pseudoplatystoma punctifer al contrario de lo esperado es una
especie medianamente migradora que presenta diferenciacion genética entre
algunas de sus poblaciones (estructuracién poblacional), la cual podria estar
influenciada por la distancia geografica en el caso de la poblacion del rio madre

de Dios y por el tipo de agua en el caso de la poblacion del rio Nanay.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Ampliar el nimero poblacional y los puntos de muestreo, incorporando dentro de
ellos cuerpos de aguas negras con el fin de brindar un mayor soporte a los

resultados.

Considerar la estructura genética poblacional de P. punctifer dentro de los planes

de manejo para evitar la pérdida de variabilidad genética.
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ANEXOS



Anexo 1. Colecta, codificacidén y conservacién de Pseudoplatystoma punctifer
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Anexo 2. Nombre del microsatélite, motivo de repeticidon, secuencia y rango del

tamafno de los alelos de los siete marcadores microsatélites utilizados en este

estudio.
N° Microsatélites Motivo de Secuencia de primers Rango
repeticion (pb)

01 Ppu2 (GT)14 FFAM: CAGAACCAGATCCAACGTCA 239—
R: CTCCCTAGACTTCCCATTTCC 267

02 Ppul5 (AG)12 FHEX: GGCCAAAGTAACAGGCCA 322—
R: GAGCGCCCAAGGTTCAC 360

03 Pcorl (TC)9GC(TC)y  F™M: AAACCCGAGGATAACCAGTC 105
R: CAGCGTGCTACTAACACAAAC

04 Pcor2 (AG)19 FHEX: GATATGCAAATAAGAAGGTC 199
R: TCTTCTGGCTTTTCCTCCTCT

05 Pcor5 (TC)sCC(TC)1s  FHEX: GACTAAGATTACACAGAGATTC 155
R: CTTGGTGGGGAAACAGGC

06 Pcor8 (AC)12 FHEX: ACACCATACGCACACACTCG 171
R: TGAGGTCGGGTGATAAGGTC

07 Pcor10 (GTCG)15(GT)oCC F"EXTTTAAGACAGCACAGCCTGTGGGG 173
R: AAGACAGCGCCATAGAGTTCTGCC

08 Pcor21 (GT)13 FFAM: TCACCGAGAGGTCTGACCATGA 117

R: CTGTGGTTAACCAGCTAGCAC
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punctifer

Anexo 3. Condiciones para la amplificacion del ADN de Pseudoplatystoma

PANEL 1 PANEL 2
Cantidad Cantidad
Premix [ 1Inicial [1Final unitaria Premix [ 1Inicial [1Final unitaria
Buffer 10X 1¥ lul Buffer 10X 1X 1pl
dNTPs 2mh 0,2mmM 1pl dNTPs 2mm 0,2mM 1pL
MgCl; 25mm 1,5 mM 0,6pL MgCl, 25m 1,5 mM 0,6uL
Pcor 1F 10 pM 0,09uM 0,09ulL Pcor 2F 10 pM 0,25pM 0,250
Pcor 1R 10 pM 0,09pM 0,09pL Peor 2R 10 pM 0,25uM 0,25uL
Pcor 5F 10 pM 0,25pM 0,25uL Pcor 10F 10 pM 0,08pM 0,08uL
Pcor SR 10 pM 0,25uM 0,25uL Pcor 10R 10 pM 0,08pM 0,08pL
Tag polimerasa | 5U/ul | 0,04 U/plL | 0,080 Tag polimerasa | 5U/uL | 0,04 U/pL | 0,08pL
ADN 100ng/pl | 10ng/ plL lul ADN 100ng/uL| 10ng/pL 1uL
Agua Mili-Q - - 5,64uL Agua Mili-0Q - - 5,661L
TOTAL 10,00uL TOTAI - - 10000l
PANEL 3 PANEL 4
Cantidad Cantidad
Premix [1Inicial | []Final | unitaria Premix [ 1 Inicial [1Final unitaria
Buffer 10X 1X 1pLl Buffer 10X 1X 1L
dNTPs 2m 0,2mmM lul dNTPs 2mM 0,2mM 1ul
MgCl; 25mM | 1,5 miM 0,6pL MgCl; 25mM 1,5 mi. 0,6uL
Pcor 8F 10 pM | 0.08pM 0,08ulL Ppu 2F 10 pM 0,8uM 0,8pL
Pcor 8R 10 pM 0,08pM 0,08uL Ppu 2R 10 puM 0,8uM 0,8uL
Pcor 21F 10 pM | 0,09uM 0,09pL Ppu 15F 10 uM 0,3uM 0,30l
Pcor 21R 10 pM 0,05pM 0,09uL Ppu15R 10 pM 0,8uM 0,8uL
Tagpolimerasa | SU/uL | 0,04 U/ul | 0,08uL Tag polimerasa | 5U/uL | 0,04 Uful | 0,08uL
ADN 100ng/uL | 10ng/uL lul ADN 100ng/uL | 10ng/uL 1pL
Agua Mili-Q. - - 5,98uL Agua Mili-Q _ - 3,12uL
TOTAL - 10,00pL TOTAL - 10,00uL
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Anexo 4. Condiciones de temperatura para la PCR

Anexo 5. Amplificacion de marcadores microsatélites en gel de agarosa al 2%
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Anexo 6. Tamafo de los alelos de Pseudoplatystoma punctifer.

100 120 140 160 180 200 220

. . . . . . . . j . . . . . ]
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7000 1 L

] F7000
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] 6000
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0 A A i Fin 0
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511102 514383 5:230.74
0O:193% 0. 2207 0. 2830
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Anexo 7. Numero de alelos por locus encontrado en los 203 especimenes de

Pseudoplatystoma punctifer analizados.

25 T 22
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Pcorl Pcor5 Pcor2 Pcorl0 Pcor8 Pcor21l Ppu2 Ppul5
Locus microsatelites
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Anexo 8. Heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada (Ho) e
indice de endogamia (Fis) por locus en siete poblaciones naturales de

Pseudoplatystoma punctifer en la Amazonia peruana.

Pcorl Pcor2 Pcor5 Pcor8 Pcorl0 Pcor2l Ppu2  Ppulb5

Madre de Dios

He 0,790 0,658 0,864 0,681 0,665 0,309 0,799 0,900
Ho 1,000 0,316 0,657 0,684 0,684 0,263 1,000 0,842
Fis -0,24 0,539 0,232 0,023 -0,002 0,174 -0,226 0,091
Marafnén

He 0,791 0,768 0,902 0,762 0,612 0,444 0,778 0,922
Ho 0,857 0,771 0,857 0,657 0,657 0,286 0,514 0,714
Fis - 0,010 0,065 0,152 -0,060 0,369 0,351 0,239
Putumayo

He 0,797 0,809 0,901 0,812 0,516 0,329 0,707 0,914
Ho 0,615 0,846 0,846 0,667 0,615 0,231 0,385 0,763
Fis 0,240 - 0,074 0,192 -0,279 0,310 0,466 0,171
Ucayali

He 0,789 0,797 0,873 0,743 0,703 0,426 0,794 0,912
Ho 0,600 0.700 0,833 0,667 0,733 0,167 0,567 0,833
Fis 0,255 0,139 0,061 0,119 -0,027 0,615 0,302 0,103
Pastaza

He 0,722 0,835 0,910 0,801 0,726 0,365 0,782 0,898
Ho 0,440 0,640 0,840 0560 0,360 0,080 0,520 0,840
Fis 0,407 0,253 0,097 0,319 0,519 0,789 0,353 0,085
Amazonas

He 0,761 0,814 0,900 0,687 0,610 0,198 0,822 0,914
Ho 0,667 0,704 0,740 0,593 0,741 0,000 0,815 0,889
Fis 0,143 0,154 0,195 0,156 -0,195 1,000 0,028 0,046
Nanay

He 0,550 0,439 0,824 0,814 0,584 0,337 0,8068 0,909
Ho 0,857 0,429 0,857 0,750 0,643 0,429 0,7143 0,857
Fis - 0,041 - 0,096 -0,082 -0,256 0,133 0,076
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Anexo 9: Frecuencias alélicas observadas en ocho locus microsatélites de
Pseudoplatystoma punctifer analizados en siete poblaciones

naturales de la Amazonia peruana.
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Anexo 10: Valores de AK como funcién de K. El pico con el valor maximo de

AK corresponde al valor de K con mayor probabilidad (en este caso

K= 3).
12
2
10 -
8 .
~
£ 6 -
a
4 .
2 .
2
0 ——o— ® *— o
0 50 100 150
K
PANEL 1 PANEL2
Cantidad Cantidad
Premix [ 1 Inicial [ 1Final unitaria Premix [ 1 Inicial [ 1Final unitaria
Buffer 10% 1% luL Buffer 10% 1X% 1pL
dNTPs 2mM 0,2mk 1uL dNTPs 2mM 0,2mmM 1pL
MgCly 25mm 1,5 miv 0,61l MgCly 25mm 1,5 mM 0,6l
Pcor1F 10 uM 0,09pM 0,09uL Pcor 2F 10 pM 0,25pM 0,25pL
Pcor 1R 10 pm 0,09 0,09uL Pcor 2R 10 pm 0,25uM 0,25uL
Pcor 5F 10 uM 0,25pM 0,250l Pcor 10F 10 pM 0,08pM 0,08pL
Pcor SR 10 pm 0,25uM 0,25uL Pcor10R 10 pm 0,08puM 0,08uL
Tag polimerasa | 5U/ul | 0,04 UfpL | 0,08uL Tag polimerasa | 5U/ul | 0,04 UfuL 0,08uL
ADN 100ng/pL | 10ng/ pL 1pL ADN 100ng/pl | 10ng/pL 1L
Agua Mili-Q - - 5,640L Agua Mili-Q - - 5,660l
TOTAL - - 10,00pL TOTAL - - 10,00pL
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