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RESUMEN

La doncella Pseudoplatystoma fasciatum, es uno de los bagres amazénicos
que debido a la calidad de su filete genera una elevada demanda en el mercado
regional e internacional, la cual es cubierta por la pesca comercial en ambientes
naturales. A pesar que esta especie cuenta con una metodologia bien establecida
para la reproduccion inducida en ambiente controlado, hasta el momento no se ha
logrado un desarrollo significativo de su cultivo. La principal limitante es la elevada
mortalidad ocasionada por el alto nivel canibalismo que presentan sus larvas. El
objetivo de este estudio fue evaluar la supervivencia y heterogeneidad de
crecimiento en funcibn del origen genético de diferentes familias de
Pseudoplatystoma fasciatum obtenidas por fertilizacién cruzada. Se obtuvieron 13
familias de medio-hermanos, cuatro de las familias criadas en situacién comunal,
fueron obtenidas por combinacion de los 6vulos de una hembra con un pool de
esperma de cuatro machos; en tanto que las restantes obtenidas por un disefio
factorial de 3 machos x 3 hembras, fueron criadas separadamente. Todas las
familias fueron cultivadas en un sistema de recirculacion de agua, bajo diferentes
regimenes alimenticios. Se evaluaron los caracteres morfométricos de 1 a 26 dias
post fertilizacion (dpf), los promedios de longitud total para cada familia, fueron
analizados mediante pruebas de ANOVA. Los resultados muestran que a pesar
de no encontrar influencia parental significativa en la variacion del volumen del
saco vitelino, crecimiento y dimensiones de la cabeza en familias criadas en
situacibn comunal, se observa evidencia de la importancia de ambos
reproductores en la viabilidad vs heterocigosidad de la progenie. En familias
separadas observamos influencia parental sobre el éxito de la eclosion y
crecimiento de las familias encontrando al final del periodo de seguimiento, dos
grupos homogéneos, el primero conformado por las familias de las hembras 2 y 3
y el segundo por las familias de la hembra 1. Los datos de heterocigosidad no
muestran relaciébn con el crecimiento y viabilidad, demostrando que las
variaciones en la viabilidad y supervivencia en la doncella no solo podrian
atribuirse a factores genéticos, sino también a factores nutricionales y

comportamentales.

Palabras clave: Caracteres morfométricos, fertilizacion cruzada, heterogeneidad de

crecimiento, origen genético, Pseudoplatystoma fasciatum.
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ABSTRACT

Pseudoplatystoma fasciatum is an Amazonian catfish prized for the quality of
its meat, both in Peru and internationally. Although captive-breeding methodology
is well established for this species under controlled conditions, it remains
unamenable to large-scale aquaculture. The main constraint is high mortality,
caused by larval cannibalism. The aim of this study was to evaluate the genetics of
survival and growth-rate heterogeneity in different lines of Pseudoplatystoma
fasciatum, obtained by cross-fertilization. Thirteen half-sibling groups were tested
in two reproductive trials. Four progenies, obtained by combining the eggs of a
single female and a pool of sperm from four males, were raised in communal
tanks. The remaining nine families were derived from factorial matings of 3 males
x 3 females, and raised separately. All families were grown in a recirculating water
system under different feeding regimes. Morphometric characters were evaluated
on 3-5 occasions between 1- and 26 days post-fertilization (dpf); mean total length
was calculated for each family, and analyzed by multivariate ANOVA. The results
show that, while there is no significant parental influence on variation in yolk sac
volume, growth rate or head size in communally-raised families, there is evidence
for a parental effect on progeny viability. There is no such effect on progeny
heterozygosity. In isolated families we observe a parental effect on hatching
success and growth rate of families found at the end of a follow-up period in two
groups—the first one consisting of the families of females 2 and 3, and the second
one of the families of female 1. Heterozygosity values show no relation to growth
and viability, suggesting that differences in progeny viability and survival could be

attributed to nutritional and behavioral factors.

Keywords: Morphometric characters, cross-fertilization, growth heterogeneity, genetic

origin, Pseudoplatystoma fasciatum.
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INTRODUCCION

La doncella Pseudoplatystoma fasciatum, es uno de los bagres amazonicos
gue sustenta una gran parte de la pesqueria comercial en esta region. Esta
especie presenta un elevado potencial para la produccion comercial en toda
América del Sur (Kossowski et al., 1996; Goulding 1980; Reid, 1983). Debido a la
calidad de su filete (consistencia, ausencia de espinas intramusculares y su
agradable sabor), ademas por ser considerado como pez ornamental en su etapa
juvenil (Padilla et al., 2001), presenta una gran demanda en el mercado regional e
internacional, que por ahora, es cubierta a través de la pesca comercial en
ambientes naturales (Tello & Garcia, 2009). Esta demanda ocasiona un aumento
de la presién de pesca, y la captura de individuos con tallas por debajo de la
primera madurez sexual, lo cual genera una disminucién de sus poblaciones
naturales y futuras pérdidas econdmicas para el sector pesquero (Tello & Garcia,
20009).

La piscicultura de la doncella, ademés de ser una alternativa econémica que
genera ingresos para la region Loreto, también es una buena opcion para reducir
la sobrepesca de sus poblaciones naturales, contribuyendo de esta manera a la
bioconservacién del recurso (Garcia et al.,, 2009). A pesar que esta especie
cuenta con una metodologia bien establecida para la reproduccion inducida, una
buena tasa de crecimiento (1,2 kg y 45 cm en 18 meses), fecundidad elevada
(150 000 ovulos/kg), resistencia a la manipulacion y adaptacion a dietas
balanceadas en ambiente controlado, no se logra desarrollar su piscicultura
(Nafez et al., 2009). La principal limitante es la elevada tasa de mortalidad
ocasionada por el alto nivel de agresividad y canibalismo que presentan sus
larvas (Montalvan, 2008; Nufiez et al., 2009).

En ambiente controlado el comportamiento canibal de esta especie se inicia
a las 24 horas después de haberse reabsorbido el saco vitelino (Montalvan,
2008). Durante los primeros estadios de desarrollo, las larvas de esta especie, asi
como las de la dorada Brycon moorei (Characidae) presentan una abertura de
boca mayor que la altura maxima del cuerpo. (Baras, 2005;



Montalvan, 2008). Asimismo, en doncella aparecen de manera precoz individuos
de mayor tamafio denominados “jumpers” capaces de ejercer predacién sobre las
larvas mas pequefias, ocasionando altas tasas de mortalidad. Sin embargo la
mortalidad no solo es causada por el canibalismo sino también por las heridas
ocasionadas por el comportamiento agresivo de las larvas (Dugué et al., 2005).

Entre los factores que mas influyen en el canibalismo y la supervivencia de
larvas de peces esta el origen genético (Qin & Fast, 1996). Estudios larvales y de
comportamiento han sido realizados en diferentes especies de peces como:
Clarias gariepinus (Clariidae), Acanthochromis polyacanthus (Pomacentridae),
Brycon moorei (Characidae), entre otros; donde se observé que la heterogeneidad
de tamafio, juega un papel importante en el comportamiento canibal (Baras et al.,
2001; Baras, 2005). Asimismo, verificaron que la heterogeneidad de tamafio
tiende a ser mayor desde el momento en que las larvas comienzan a recibir
alimentacién exdgena (Baras., 1999; Baras, 2005). Otros estudios realizados en
Perca fluviatilis (Percidae), Sciaenops ocellatus (Sciaenidae), muestran que la
transicion de alimento vivo a alimento inerte también ha dificultado la
supervivencia de las larvas, limitando su produccion (Kossowski, 1996; Baras &
Jobling, 2002). Estudios de parentesco en la progenie de Salvelinus alpinus
(Salmonidae) y Clupea harengus (Clupeidae), han demostrado que el canibalismo
también es influenciado por factores parentales y por factores inherentes a la
progenie (Bang et al., 2006; Donelson et al., 2009; Janhunen, 2010). Las
herramientas moleculares, pueden desempefiar un papel importante en el
seguimiento del canibalismo y supervivencia de las larvas, permitiendo identificar

a las familias a través de analisis de parentesco (Castro et al., 2006).

En este sentido nos preguntamos si existe una diferencia en la viabilidad y
en el crecimiento de las progenies en relacibn con sus progenitores y si el
canibalismo podria explicar una parte de las variaciones de supervivencia en
ambiente controlado. Para lo cual hemos diseflado dos experimentos con
situaciones diferentes: familias en situacién comunal y familias separadas. Siendo
el objetivo de este estudio relacionar las variaciones de los rasgos de vida
(supervivencia y heterogeneidad de crecimiento) en funcion del origen genético de
diferentes familias de la doncella P. fasciatum obtenidas por fertilizacion cruzada.



V. ANTECEDENTES

5.1 Sistematica y biologia de Pseudoplatystoma fasciatum
5.1.1 Sistematica

El género Pseudoplatystoma agrupa a bagres neotropicales de la familia
Pimelodidae. Hasta el 2006 el genero presentaba solo tres especies reconocidas
para  Sudamérica: Pseudoplatystoma  fasciatum (Linnaeus, 1776),
Pseudoplatystoma tigrinum (Valenciennes, 1840) y Pseudoplatystoma corruscans
(Spix & Agassiz, 1829). A partir de la revision sistematica basada principalmente
en el nimero de vértebras, la forma del cuerpo y los patrones de coloracion
publicada por Buitrago-Suarez & Burr en el 2007, se reconocen ocho especies
dentro del género Pseudoplatystoma: las tres ya existentes P. fasciatum cuya
distribucién estéa restringida solamente a las Guayanas; P. corruscans, suscrito a
la cuenca del Parana y P. tigrinum, de amplia distribucion en la amazonia
continental; dos especies validadas: P. punctifer (Castelnau, 1855), también de
amplia distribucién en la cuenca amazoénica y P. reticulatum (Eigenmann &
Eigenmann, 1889), de la cuenca del Parang; y tres nuevas especies descritas por
Buitrago-Suarez & Burr, 2007: P. orinocoense, P. metaense, ambos de la cuenca
del Orinoco; y finalmente P. magdaleniatum de la cuenca del Magdalena.

Una reciente revision filogenética de este género realizada por Torrico et
al., 2009, mostré6 que las especies P fasciatum y P. punctifer descritas por
Buitrago-Suarez & Burr (2007) tienen la misma base genética, es decir serian
especies sindnimas. Por tal motivo, en la presente investigacion trataremos a

nuestra especie como Pseudoplatystoma fasciatum.

Segun la clasificacion taxondémica de Lauzanne y Loubens (1985) P.

fasciatum se clasifica:

Superclase: GNATHOSTOMATA
Clase: TELEOSTOMI
Subclase: ACTINOPTERYGII
Grupo: TELEOSTEI
Superorden: OSTARIOPHYSI



Orden: SILURIFORMES

Familia: PIMELODIDAE
GENERO: Pseudoplatystoma Bleeker, 1862
ESPECIE: Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766)

5.1.2. Descripcion de la especie

P. fasciatum (Figura 1) presenta cabeza con bordes laterales casi rectos,
fontanela (ranura que pasa entre los 0jos) relativamente corta y superficial, no
alcanzando la mitad de la distancia entre el ojo y el borde posterior del opérculo.
La regién anterior de la cabeza es puntiaguda, mas ancha en la parte dorsal. La
region lateral del cuerpo presenta bandas rectas. La parte posterior de la aleta
dorsal decrece gradualmente en relacién con la aleta adiposa y caudal. Presenta
pigmentacion oscura en la region dorso-lateral extendiéndose a la linea lateral. La
linea ventral a lateral es palida variando de blanco a amarillo. Asimismo, también
presenta un patron de lineas verticales negras adjuntas a lineas verticales
blancas y cortas que no se conectan a través de la regién dorsal con las lineas del

lado opuesto del cuerpo (Buitrago-Suérez & Burr, 2007).

\ ) el 7 AN

Figura 1.- Vista lateral de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum.



5.1.3. Distribucién geografica y habitat

Presenta una amplia distribucién, abarcando la Amazonia continental
(Guyanas, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Pert 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, (Burgess, 1989; Reid, 1983;
Barthem & Goulding, 1997).

5.1.4. Alimentacion

Tradicionalmente se considera que los miembros del género
Pseudoplatystoma se alimentan durante la noche. Sin embargo, se ha
demostrado que P. fasciatum esté activo y caza durante el dia, especialmente en
la mafana (Reid, 1983). Su alimentacion corresponde a niveles tréficos altos,
siendo en su mayoria predadores, icti6fagos y omnivoros. Su dieta esta
compuesta principalmente por cardimenes 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
Serrasalmus nattereri y pafia 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 (Deza et al., 2005). 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 (Reid, 1983).



5.1.5. Reproduccion y cultivo en cautiverio

En medio natural, su reproduccion ocurre dentro del periodo comprendido
entre noviembre y abril, con un pico maximo en febrero. Su época de desove tiene
una estrecha relacién con el ciclo hidrolégico del rio Amazonas, el periodo de
maduracion y desove tiene lugar durante el periodo de aguas altas
(Mufioz, et al., 1998; Brito & Bazzoli, 2003). El 50% de la poblacion de hembras
alcanza la madurez sexual a 89.8 cm de longitud a la horquilla mientras que los
machos lo hacen a los 82.5 cm (Garcia et al., 2001).

En ambiente controlado se llevaron a cabo varios estudios de
reproduccion inducida con P. fasciatum (Kossowski y Madrid, 1985; Padilla et al.,
2001; Gervasio et al., 2004, Nufiez et al., 2008). Estos estudios reportaron una
alta tasa de mortalidad de sus larvas y ademas un elevado nivel de agresividad y
canibalismo. Para mejorar este comportamiento larval se han experimentado
diferentes condiciones de crianza de larvas, con diferentes dietas y frecuencia de
comida (Nufiez et al., 2008). Los estudios también reportaron que el éxito de la
reproduccion por induccion hormonal depende de varios factores: criterios de
seleccion de las hembras, alta fertilizacion y rangos de eclosion lo cudl va
relacionado con la alta proporcién de oocitos translicidos, con migracién de la

vesicula germinal iniciada y bajos coeficientes de variacion del diametro.

5.1.6 Canibalismo
El agresivo comportamiento de la mayoria de las larvas de los bagres es
uno de los principales factores que afecta la supervivencia larval (Qin & Fast,
1996). El canibalismo es frecuente entre larvas de peces, especialmente en peces
piscivoros los cuales desarrollan una amplia abertura bucal y dientes a edad
precoz (Baras & Jobling, 2002; Montalvan, 2008).

Entre los tipos de canibalismo tenemos: canibalismo tipo | o incompleto,
es cuando el predador atrapa su presa dejando solo la cabeza o parte de su
cuerpo y canibalismo tipo Il o completo, es cuando digiere toda la presa (Hench &
Appelbaum, 1998). En ambos casos el canibalismo esta usualmente asociado con
la variacion de heterogeneidad de tamafio, inducido por la disponibilidad limitada
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de alimento, altas densidades y ambientes con mucha luz (Hecht & Pienaar, 1993;
Qin & Fast, 1996; Kennedy et al., 2000; Baras & Jobling, 2002; Segura et al.,
2004; Atencio-Garcia & Zaniboni- Filho, 2006; Gervasio et al., 2008). Entre estas
variables la heterogeneidad de tamafio y la disponibilidad de comida son
consideradas las principales causas del canibalismo (Hecht & Appelbaum, 1988).
Un suministro inadecuado de comida podria iniciar el canibalismo y las larvas
pueden privilegiar el canibalismo y no aceptar el alimento artificial (Paller & Lewis,
1987). De particular importancia en esta dinamica en ambientes cultivados es el
periodo de destete, la transicibn de alimento vivo a alimento seco es
generalmente dependiente del tamafio, por lo que un pez que es un poco mMas
grande que otros puede ganar ventaja mientras tiene acceso a mayor cantidad de
alimento energético (Kestemont et al., 2003).

5.1.7 Heterogeneidad de tamafio
La heterogeneidad de tamafio es un problema central en larvicultura y
especialmente en el estimulo de la conducta canibal. Esta puede ser influenciada
por un amplio rango de factores intrinsecos y medio-ambientales. La variacion de
tamafio es mayor en la etapa larval que en los juveniles y adultos (Baras &
Jobling, 2002), especialmente porque el tamafio de boca de la larva es
relativamente mayor que el tamafo del cuerpo por lo tanto ellas pueden ejercer

canibalismo sobre presas mas pequefias (Baras, 1999; Montalvan, 2008).

La relacion entre la heterogeneidad del tamafio inicial y el canibalismo en
las larvas de los bagres demuestran que la heterogeneidad del tamafio inicial
también es un factor limitante en la supervivencia de la progenie. Intuimos que
mezclando progenies de diferentes reproductores se podria poner en riesgo la
supervivencia y la produccion de las mismas, a condiciébn que éstas fueran de
diferentes tamafos. Estudios realizados en Clarias gariepinus, mostraron que la
heterogeneidad de tamafio juega un papel importante en la supervivencia de las
larvas. Por lo tanto, debe haber un esfuerzo cada vez mayor hacia la seleccion de
los reproductores en la produccion de progenies con una baja heterogeneidad de
tamafio y una marcada sincronia en el inicio de la incubacion (Baras & Fortuné d’
Almeida, 2001).



5.1.8 Parentesco
Los efectos parentales proporcionan una importante fuente de variacion
entre la progenie (Janhunen et al., 2010). Los padres pueden ejercer una serie de
efectos no genéticos sobre el crecimiento y supervivencia de su progenie. En
particular los padres (y principalmente las hembras, con la calidad y la cantidad de
vitelo) pueden modificar el tamafio o la condicion de su progenie, dependiendo de
la cantidad de energia que ellos tienen disponible antes de la reproduccién
(Donelson et al., 2008).

Existen fuertes indicios de que tanto las hembras como los machos
influyen en las caracteristicas cuantitativas del desarrollo temprano de sus
progenies (Bang et al., 2006; Probst et al., 2006; Ottesen & Babiak, 2007).
Estudios realizados en Clupea harengus cruzando uno 6 dos machos con una 6
dos hembras mostraron que el tamafio de la larva no difiere entre los cruces, en
cambio la variacion del tamafio se incrementa rapidamente con la edad cuando se
usaron dos hembras; sugiriendo que la variacion en el tamafio de la progenie no
solo es influenciada por los padres, sino también podria ser direccionada por la
manipulacion de factores ambientales (Panagiotaki & Geffen, 1992). Asi mismo, la
variaciéon en el tamafio del huevo de los peces ha sido relacionada a la influencia
de la hembra. A su vez, el tamafio de los huevos es usualmente relacionado al

tamafio de la larva en la eclosién (Kamler et al., 2005).

Estudios realizados en Acanthochromis polyacanthus revelaron que
manipulando la condicion corporal de la parejas reproductoras, se obtiene
resultados diferentes. En buenas condiciones se obtiene un mayor desempefio en
la reproduccion y una mayor supervivencia en los huevos durante la
embriogénesis, comparado con reproductores en malas condiciones (Donelson et
al., 2008). Por contraste la condicion parental en esta especie no afecta la
supervivencia en un ambiente con suficiente comida (Donelson et al., 2009).
Asimismo, estudios realizados en Salvelinus alpinus muestran que manipulando
las condiciones ambientales durante la incubacion se producen diferencias en el
desarrollo de la historia de vida temprana de esta especie- (Janhunen et al.,
2010).



5.2 Marcadores Moleculares
5.2.1 Microsatélites
Los microsatélites son secuencias de ADN nuclear constituidas por
repeticiones en tandem de entre uno a seis nucleétidos (Tautz, 1989). Estos
presentan caracteristicas que les hacen especialmente interesantes como
marcadores genéticos: a) son muy abundantes en el genoma, b) muestran niveles
muy altos de variabilidad c) son marcadores co-dominantes que se heredan de
forma mendeliana y d) para su analisis s6lo se necesitan cantidades minimas de
tejido (como un fragmento de aleta o unas escamas), por lo tanto, obtenibles con
técnicas no lesivas para el individuo y que no afectan a su supervivencia-
(Chakraborty et al., 1988).

Estudios realizados en peces marinos y de agua dulce, mostraron que los
microsatélites son muy variables en estos organismos (De Woody & Avise, 2000,
Revaldaves et al., 2005; Pereira et al., 2009). Convirtiéndose en herramientas
moleculares muy Utiles en estudios de parentesco (Borrell et al., 2002; Castro et
al., 2006; Herlin et al., 2008; Kellogg et al., 2010; Garber et al., 2010). Estos
marcadores pueden resolver la mayoria de los problemas relacionados con las
familias de peces criados en situacion comunal. Ellos hacen posible la asignacion
de individuos a grupos de familias criadas en un mismo tanque, minimizando asi
la variacion ambiental y permitiendo la relacion intra e inter-familiar. La condicion
previa para aplicar microsatélites en analisis de parentesco es comprobar su
conformidad con los supuestos tedricos de los paquetes estadisticos utilizados
para este fin (Castro et al., 2004). Asimismo, determinados pardmetros como el
polimorfismo, alelos nulos y mutacion son esenciales para estimar el potencial y la

exactitud de los mismos para la asignacién de la paternidad (Castro et al., 2004).

5.3 Importancia econ6mica

Los bagres son especies de alto valor comercial y de gran importancia en
la pesca a nivel de Sudamérica. Entre los géneros mas explotados en la
Amazonia peruana, tenemos: Brachyplatystoma y Pseudoplatystoma (Nufiez,
2009). En la region Loreto, los desembarques pesqueros de grandes bagres se

han incrementado significativamente en los ultimos afios, desde 917 toneladas en
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el 2002 hasta 3,283 en el 2008. Generando ingresos econdmicos cercanos a los
3.5 millones de délares anuales (Tello & Garcia, 2009). Segun datos de la oficina
de planeamiento y presupuesto de DIREPRO-Loreto, los desembarques
pesqueros de la doncella se han incrementado significativamente de 162,17
toneladas en el 2008 a 371,71 toneladas en el 2009.

La carne de Pseudoplatystoma fasciatum posee un alto valor comercial,
(sabor suave, magra, sin espinas, fuente importante de proteinas) y amplia
aceptacion en los mercados de Sudamérica (Diaz-Olarte et al., 2009; Garcia et
al., 2001). Ademas, también es comercializado como un pez ornamental (Padilla
et al., 2001). Alcanza una longitud maxima de 120 cmy un peso de 15 kg (Nufez,
2009). El elevado precio alcanzado por la doncella en los ultimos afios, ha
despertado un creciente interés en su piscicultura (Lopes et al., 1996), por tal
motivo es muy importante disefiar paquetes tecnoldgicos para garantizar la oferta

constante de semilla para la acuicultura (Contreras et al., 1989).
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VI Hipétesis y Objetivos

Hipotesis
Existe una diferencia en la viabilidad y el crecimiento de las progenies en
relacién con sus progenitores que podria originar una mortalidad por canibalismo

en la cria de Pseudoplatystoma fasciatum en ambiente controlado.

Objetivo General
Relacionar la heterogeneidad de los rasgos de vida (supervivencia y
heterogeneidad de crecimiento) en funcion del origen genético de diferentes
familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum obtenidas por fertilizacion
cruzada.

Objetivos Especificos
- Evaluar la variacion de la viabilidad y de la velocidad de crecimiento de
diferentes familias, a varias etapas del desarrollo en ambiente controlado.
- Determinar si la frecuencia de aparicion de individuos gigantes (“jumpers”)
puede estar relacionada con el origen parental de la progenie.
- Relacionar la variacion de viabilidad y de crecimiento con la

heterocigosidad de las familias.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 LUGAR DE EJECUCION

Las investigaciones fueron realizadas en los laboratorios de reproduccion
inducida de Peces y de Biologia y Genética Molecular (LBGM), del centro
experimental Quistococha - Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana
(IIAP), Ubicado en el 4,5 km de la Carretera Iquitos-Nauta, Distrito de San Juan
Bautista, Provincia de Maynas, departamento de Loreto.

7.2 COMPARACION DE FAMILIAS EN SITUACION COMUNAL
7.2.1 Obtencién de los reproductores

Fueron seleccionados una hembra y cuatro machos sexualmente
maduros (presencia de évulos maduros en la hembra y concentracion similar de
espermatozoides en los machos) de un total de 56 individuos adultos
(alimentados dos veces al dia con peces forraje) del stock de reproductores
(individuos identificados con microchips). De cada reproductor se colectdé y
conservo (alcohol al 96%) un fragmento de aleta anal para el establecimiento del

genotipo.

7.2.2 Obtencién del genotipo de los reproductores

El ADN de los progenitores de doncella utilizados fue extraido mediante el
método CTAB (Doyle & Doyle, 1987), ver Anexo 1, a partir de la membrana
Interradial de la aleta anal. Los genotipos fueron establecidos utilizando seis
marcadores microsatélites disefiados para Pseudoplatystoma corruscans
(Revaldaves et al., 2005). Cada “primer” fue marcado (forward) con un colorante
fluorescente FAM-6, HEX o NED (Tabla 1). Las amplificaciones de PCR se
llevaron a cabo en un volumen final de 10 pyl, conteniendo 100 ng de ADN en
buffer PCR 1X, 0,4 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 0,4
unidades de Taq polimerasa y agua ultrapura. Las condiciones de amplificacién
fueron: 2 min a 92 °C; seguido de 30 ciclos comprendidos por: 1 min a 95°C, 1
min a temperatura de anelamiento (Tabla 1) y 1 min a 72 °C; terminando con una

extension final de 10 min a 72 °C. Los alelos fueron visualizados en un analizador
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genético Applied Biosystems 3130. Los pesos de los alelos fueron determinados
por comparacion con los tamafios de los fragmentos conocidos del marcador
estandar Rox 500 GeneScan y analizados mediante el software Peak scanner
versionl.0(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catl
D=603624). La determinacion de los alelos diagnésticos, o de las combinaciones
diagnosticas de los alelos, (los cuales nos permitian identificar a cada familia, es
decir al padre de cada individuo una vez que la madre era la misma para todos)
fue realizado comparando manualmente los genotipos de los progenitores.

Tabla 1: Set de primers y temperatura de hibridacion utilizados para amplificar los

seis loci microsatélites analizados en este estudio.

Loci/ . . . , R?jr:ago T

acc’\(le:%i\es Motivos de repeticion Primer (5'— 3’) Colorante tamafio | (°C)
(pb)

AYP7C307%63 (TC)sGC(TC)o 5??@32?33?5@3?&9&% (Fa'zAS/II) 104-120 | 61,7
e | 0o Senressteteee | = | aran |
AYP7%O7rge7 (TC)CC(TC)s isptiovalliavovoraralih Gerde) | 134155 | 593
avraToss | tensswercore) | BATRCIEE R etee | (amani | 29295 | 695
AYP70307r§70 (AC)2 R ?gﬁccs g?éé%%ﬁ%%r%gsﬁ% (vilrzd)t(e) 167-183 | 588
avrarors | CTeOeTsCe | B oA oAd T IoTa0e, | (muy | 14515 | 531

7.2.3 Reproduccion por induccién hormonal

La reproduccion inducida fue realizada segun el protocolo de Nufez et al.
(2008). La hormona utilizada fue OVAPRIM®, Syndel, Canada (sGnRHa [D-Arg6,
Pro9-Net & Domperidone]). Las hembras fueron inducidas al desove utilizando
0,05 ml.kg™ (10% de la dosis) de hormona en la dosis preparatoria y a las 12
horas una dosis ovulatoria de 0,45 ml.kg™ (90% de la dosis). En los machos la
hormona fue aplicada en una sola dosis de 0,5 ml.kg™* (100% de la dosis). El
semen fue colectado en jeringas de 5 ml con solucién salina al 9% y guardado a 4
°C, en cambio los Gvulos se colectaron en recipientes de plastico para ser usados

inmediatamente.
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Una muestra de los 6vulos de la hembra fue dividida en tres réplicas y
colocada en una placa petri con solucién salina al 9% para ser fotografiados. Las
fotos fueron analizadas con el software Image J. (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para

determinar el promedio del diAmetro de los 6vulos.

La fertilizacion fue realizada mezclando los évulos de la hembra (30 g)
con el esperma de los cuatro machos (50 pl de semen de cada macho diluido 2
veces con suero fisiolégico) por triplicado. Luego se realiz6 la incubacion
(incubadoras cilindro-cénicas tipo Woynarovich de 60 L de capacidad) con un flujo
de agua ascendiente de 3 litros por minuto. Una vez ocurrida la eclosion 1000
larvas a 1 dpf (dia de la eclosion) fueron colectados al azar y transferidos al
sistema de circuito cerrado por tres réplicas, donde fueron mantenidos en
completa oscuridad durante el dia y la noche. En total se obtuvieron cuatro
familias (cuatro progenies) por la combinacion de la hembra con los cuatro

machos.

7.2.4 Cultivo de la progenie en sistema de circuito cerrado
Las progenies fueron criadas por un periodo de 26 dias. Ellas fueron
distribuidas en tres tanques de fibra de vidrio de 30 L de capacidad de un sistema
de circuito cerrado. Para asegurar la calidad de agua fueron utilizados: una
bomba sumergible con un flujo de agua constante de 1,33 L min™, una red de
distribucién de agua, un termostato y tres sistemas de filtracibn (mecénica,

biolégica y quimica).

La alimentacion fue suministrada a partir del tercer dia post-fertilizacion
(dpf) y consistio en nauplios de artemia, con una frecuencia de cinco veces al dia
(7:30, 10:30, 13:30, 16:30 y 19:30).

7.2.5 Muestreo de la progenie
Se realizaron tres muestreos al azar, con tres repeticiones y en las tres
etapas de desarrollo de la progenie o controles. El control 1 consistié en una
colecta de larvas y fue realizado a 1 dpf. El control 2 fue realizado a los cinco dias
(alevines de 5 dpf). Finalmente el control 3 fue realizado a los 26 dias (alevines
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de 26 dpf). Para cada control se colectaron al azar 50 individuos entre las tres

repeticiones, haciendo un total de 150 individuos.

Cada uno de los individuos fueron fotografiados (foto documentados),
utilizando un microscopio estereoscopio Leica y conservados en alcohol al 96%
hasta el momento de la extraccion del ADN.

7.2.6 Obtencidén del genotipo de la progenie

El ADN de las larvas a 1 dpf fue obtenido por trituracion de todo el cuerpo
del individuo; en los alevines a 5 dpf también se utilizé todo el cuerpo, a excepcién
del estbmago por contener ADN exdgeno (hauplios de artemia); mientras que en
los alevines a 26 dpf sdlo se utilizé la parte posterior del cuerpo. La extraccion se
realizé con el método CTAB, modificado por Doyle & Doyle, 1987 (Anexo 2), pero
en este caso se realizé una modificacion al protocolo convencional disminuyendo
las proporciones de los reactivos a la mitad por el tamafio de muestra. Las
amplificaciones y los anadlisis de los alelos fueron realizadas con el mismo

protocolo utilizado en la obtencion del genotipo de los reproductores.

7.2.7 Asignacion de Parentesco
Los perfiles de los microsatélites de los seis loci fueron utilizados para
identificar a los progenitores de los 150 individuos analizados (50 por cada
control). El andlisis fue realizado usando el software Probmax,

(http://www.uoguelph.ca/~rdanzman/ software/PROBMAX/) el cual consiste en calcular la

probabilidad de cada uno de los padres potenciales (sea el padre del individuo
considerado), con base en la compatibilidad entre los genotipos de ambos y
teniendo conocimiento del genotipo de la madre. Este programa también brinda la
posibilidad de especificar los loci que podrian presentar errores de genotipaje,
mutaciones espontaneas o alelos nulos, en los genotipos de los padres. Ademas
si no se logra identificar un solo padre potencial, permite aceptar errores o alelos

nulos hasta encontrarlo. Los resultados, también fueron verificados manualmente.
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7.2.8 Caracteres morfoldgicos de la progenie

Para evaluar el desarrollo de los individuos excepcionalmente grandes
(umpers), se analiz6 la morfologia dentro y entre las familias. Fueron
determinadas las variaciones de: area del saco vitelino, crecimiento, longitud y
ancho de cabeza. Los caracteres morfométricos analizados (Figuras 2, 3y 4) en

los tres controles fueron:

ASV: Area del saco vitelino (solo en el control 1), medida establecida por
el contorno del saco vitelino con la larva en posicién lateral.

VSV: Volumen del saco vitelino (solo en el control 1), medida establecida a
partir de la longitud y ancho méximo del saco vitelino.

LT: Longitud total (en los controles 1, 2 y 3), medida establecida desde
el limite anterior de la cabeza al extremo posterior de la aleta caudal
con la larva o alevin en posicion lateral.

Lcab: Longitud de cabeza (en los controles 2 y 3) medida establecida
desde la parte anterior de la cabeza hasta una linea pasando
posteriormente a los 2 opérculos con el alevin en posicion ventral.

Acab: Ancho de cabeza (en los controles 2 y 3) medida establecida entre
la base de los opérculos (parte mas ancha de la cabeza) detras de

los ojos con el alevin en posicidn ventral.

Ancho maximo del
saco vitelino

Longitud total

Volumen del saco vitelino

A B Longitud maxima del
saco vitelino

Figura 2. Medidas analizadas en larvas de doncella, Pseudoplatystoma fasciatum

en el control 1 (1 dpf). A: vista lateral; B: vista lateral del saco vitelino.
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Longitud total Longitud de

cabeza

i b

A Longitud estandar B ﬁ{/ -
&_‘\Ancho de cabeza

Figura 3. Medidas analizadas en alevines de doncella Pseudoplatystoma

fasciatum en el control 2 (5 dpf). A: vista dorso lateral; B: vista frontal.

Longitud total

A

Figura 4. Medidas analizadas en alevines de doncella Pseudoplatystoma
fasciatum en el control 3 (26 dpf). A: Vista dorso lateral; B: Vista

frontal.

Las medidas fueron registradas en milimetros utilizando el software Image

J (http://rsb.info.nih.goV/ij/), con una marca de tamafo en cada foto. El volumen

del saco vitelino (mm°) se estimé segun la ecuacién de un esferoide, 4/3 T (ab?),

donde a es la mitad de la longitud maxima del vitelo, y b es la mitad del ancho

méaximo del saco vitelino.

En algunas larvas damnificadas la longitud total era dificil de obtener
debido a que algunas tenian la aleta caudal incompleta, se estimé la longitud total
a partir de la longitud estandar (LE), mediante la formula LT = -0.623 + 1.379 LE,
la cual fue determinada en base a mediciones de los individuos en las familias

correspondientes. Igualmente, en otros casos donde la longitud estandar era dificil
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de obtener por la posicion de las larvas (larvas dobladas), se estimé la longitud
estandar (LE) a partir de la longitud cabeza-ano (LCA), mediante la férmula, LS =
-0.058+2.041 LCA.

7.2.9 Viabilidad diferencial de las familias
A partir de la determinacion de la progenie por asignacién de parentesco
fue posible calcular la viabilidad diferencial de las cuatro familias en las tres
etapas de muestreo (larva a 1 dpf, alevin a 5 dpf y alevin a 26 dpf). El analisis de
significancia entre las cuatro familias fue calculado mediante la prueba Chi

cuadrado.

7.2.10 Heterocigosidad de los reproductores y de las familias
Para los reproductores, la heterocigosidad fue calculada en Excel
(dividiendo el numero de loci heterocigotos entre el total de loci utilizados). En
tanto que en las familias comunales, por ser un nimero mayor la heterocigosidad
fue calculada con la ayuda del software GENETIX version 4.0.5.2 donde el valor
de la distancia oscila entre 0 (familia compuesta Unicamente de homocigotos) y 1

(familia compuesta Unicamente de heterocigotos).

También se utilizdé el software PAPA (http://www2.bio.ulaval.ca/

louisbernatchez/downloads.htm) el cual realiza simulaciones de los genotipos de la

progenie a partir de los genotipos de los reproductores. Este software permitié
calcular la heterocigosidad en la progenie simulada. Ademas, comparar los
grados de heterocigosidad observada en los genotipos reales y la heterocigosidad
simulada de la progenie con la prueba Chi cuadrado. Esta comparacion se realizé
para comprobar el método de simulaciones, el cuél sera empleado en familias

separadas.

7.2.11 indice de diferencia maxima de tamarfio
En base a las medidas de longitud total obtenidas calculamos el rango de

variacién de tamafo para cada familia (minimo y méaximo) al final del periodo de
seguimiento. Asi como el promedio (%), la desviacién estandar (S) y el coeficiente

de variacion (S/E*loo). El indicador de diferencia maxima de tamafio dentro de
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cada familia se calculé dividiendo el rango de variacion maximo entre el minimo.
Si el valor es 2 o superior, de acuerdo a nuestras observaciones consideramos

gue esa familia tiene la probabilidad de presentar canibalismo.

7.3 COMPARACION DE FAMILIAS SEPARADAS
7.3.1 Obtencién de reproductores
Luego de la evaluacion del estado de madurez sexual (presencia de
ovulos maduros en las hembras y concentracion similar de espermatozoides en
los machos), fueron seleccionados seis ejemplares (tres hembras y tres machos)

entre los 56 reproductores del stock de Pseudoplatystoma fasciatum.

7.3.2 Reproduccién por induccién hormonal

Las doncellas elegidas fueron inducidas al desove utilizando el protocolo
segun Nufez et al., 2008. En este experimento la fertilizacion se realiz6 por
parejas de reproductores mezclando los 6vulos de una hembra con el esperma de
un macho (25 g de cada hembra con 250 pl de semen de cada macho, diluido
cinco veces con suero fisiolégico), obteniéndose un total de nueve familias (tres
hembras x tres machos = nueve familias), con tres repeticiones para cada familia.
Los ovocitos fueron colocados en incubadoras con un flujo de agua constante de
3L min™.

Las tasas de eclosion fueron determinadas a las 24 horas post
fertilizacion, en una muestra de 100 ml de cada incubadora por triplicado. Se
identific6 el numero total de larvas normales, anormales y huevos blancos no
eclosionados. A partir de estos datos se calcularon el porcentaje de eclosién de

las larvas normales y anormales.

Una vez ocurrida la eclosion aproximadamente 3000 larvas de cada
familia, determinados por un método volumétrico, fueron colectados al azar y

transferidos al sistema de circuito cerrado por triplicado para su cultivo.

7.3.3 Cultivo de larvas en sistema de circuito cerrado
Las larvas también fueron cultivadas por un periodo de 26 dias en el
sistema de circuito cerrado con un flujo de agua constante de 1,5 L min . Estas
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fueron alimentadas a partir del tercer dia post fertilizacion (3 dpf) con nauplios de
artemia por un periodo de seis dias, luego fueron adaptadas progresivamente a
un alimento microparticulado para camarén por un periodo de cuatro dias, y
finalmente adaptadas a un alimento peletizado durante cuatro dias. (Anexo 3). La
frecuencia de alimentacién fue de cinco veces al dia (6:00, 10:00, 14:00, 16:00 y
22:00).

7.3.4 Muestreo de larvas
Se hicieron 5 controles: C1(3 dpf), C2(5 dpf), C3(9 dpf), C4(17 dpf) y
C5(26 dpf), en cada control se colect6 al azar 30 larvas de cada familia, con tres
repeticiones de cada una, las cudles se fotografiaron con una camara digital
Canon SX 10 y luego se conservaron en formol al 5 %, como muestra voucher).
Asimismo se determinaron las tasas de supervivencia en cada tanque por conteo

directo.

7.3.5 Caracteres morfoldgicos de la progenie
El anico caracter morfolégico medido fue la longitud total (registrada en

mm.), el cual se obtuvo a través del sotfware Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Luego en base a estas medidas también se calcularon los indicadores de

diferencia maxima de tamafio para el control cuatro y cinco.

7.3.6 Viabilidad diferencial entre familias
A partir de los datos de supervivencia de la progenie fue posible calcular
la viabilidad diferencial de las nueve familias en los diferentes controles de

muestreo.

7.3.7 Heterocigosidad de los reproductores y de las familias
A partir de los genotipos de los reproductores, utilizando el software
PAPA, se simulé los genotipos de la progenie en cada familia. La heterocigosidad
de los reproductores y de las familias simuladas fue calculada siguiendo la misma

metodologia de familias en situacién comunal.
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7.3.8 indice de diferencia maxima de tamafio
El indice de diferencia maxima se calculé para el control 4 y 5. Se realiz6
siguiendo la misma metodologia que la empleada en familias en situacion

comunal.

7.4 Analisis estadistico

Las estadisticas calculadas para los datos de supervivencia y para cada
una de las medidas morfométricas analizadas fueron efectuadas sobre el
promedio de tres réplicas utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) vy
posteriormente pruebas de comparacion entre pares (método de Bonferroni).
Fueron calculados la heterogeneidad de crecimiento y el indicador de diferencia
maxima de tamafio para las familias en situacion comunal y para las familias
separadas. El efecto macho-hembra sobre el crecimiento en longitud, fue
calculado para las 9 familias por los 5 controles. Los andlisis estadisticos fueron
realizados con ayuda el programa estadistico Statgraphics plus (Statgraphics
Plus, StatPoint Technologies, Washington, D.C.).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 COMPARACION DE FAMILIAS EN SITUACION COMUNAL

8.1.1 Identificacién genética de los reproductores

Los seis loci microsatélites utilizados fueron suficientes para identificar los

progenitores (con alelos exclusivos o combinacion exclusiva de alelos para cada

reproductor), permitiendo la diferenciacién genética de los padres sin riesgo de

equivocarse. El locus con mayor numero de alelos exclusivos fue Pcor 8 (macho
2: macho 167 Y 169, macho 3: 175 y 185, macho 1: 181 y macho 4: 179). En

tanto que el locus que presentd menor numero de alelos exclusivos fue el Pcor 10

(macho 3: 146). Por otro lado, el macho 4 presenté mayor namero de alelos
exclusivos (ocho alelos diferenciales: 104, 120, 223, 225, 155, 229, 257, 179), en
cuanto que el macho 1 presenté solo dos alelos exclusivos: 151, 181(Tabla 2).

Tabla 2: Genotipos de los cinco reproductores de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum por cada locus analizado. Alelos exclusivos para cada macho

en color azul.
Loci Total de
Reproductores | Codigo alelos
Pcor 1| Pcor2| Pcor5 | Pcor7 | Pcor 8 |Pcor 10 | exclusivos
Hembral 1EOD73| 116 118|223 223 | 147 149 | 245245 | 169 169 | 146 156 por macho
Macho 1 29309 |112 112217221 | 145151 | 247 247 | 181 183 | 156 156 2
Macho 2 23178 |112 112 (221221 | 145149 | 239239 | 167 169 | 156 156 4
Macho 3 394572 1110 112|217 229 | 131 145 | 247 247 | 175185 | 146 156 5
Macho 4 111E1F | 104 120|223 225 131 155 | 229 257 | 179 183 | 156 156 8
Total de alelos exclusivos 3 3 3 3 6 1 19

por loci

A partir de estos alelos exclusivos o combinaciones de alelos, se logré

diferenciar las larvas y alevines de P. fasciatum asignandolas en cuatro familias.

La codificacién de las familias fue realizada por el cruzamiento de la hembra con

cada macho (Tabla 3).
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Tabla 3: Codificacion de las familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum

Hembra Macho Familia
1 1 1

1 2 2
1 3 3
1 4 4

8.1.2 Asignacién de parentesco de la progenie
En el control 1 el parentesco de 47 larvas de 1 dpf fue establecido por la
presencia de alelos exclusivos presentes en sus genotipos. En tanto, que las tres
larvas restantes (057, 069 y 134) que no presentaron alelos exclusivos en sus
genotipos, el parentesco fue establecido por la combinacion exclusiva de alelos

presentes en todos los loci (Tabla 4).

El mayor numero de larvas a 1 dpf perteneci6 a la familia 4 (23 larvas), y
el menor nimero fue reportado para las familias 1 y 3 (5 larvas para cada una).
Por otro lado, el porcentaje de alelos nulos (revelados por incompatibilidad entre
la progenie y los progenitores) encontrados en los loci Pcor 7 y Pcor 8 fue de 20%
y 18 % respectivamente. En este estudio la presencia de alelos nulos no dificultd
la asignacion del parentesco porque la informacion obtenida fue suficiente para

asignar cada individuo a una familia.
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Tabla 4: Alelos exclusivos y combinaciones exclusivas utilizadas en

la

identificacion de parentesco en larvas de 1 dpf (control 1) de doncella

Pseudoplatystoma fasciatum. El nimero 000 indica presencia de alelos

nulos.

Cédigo | Pcor1 | Pcor 2 Pcor 5 Pcor 7 | Pcor 8 | Pcor 10 |Familias
013 118120 | 223225 | 149155 | 000257 | 169 183 - F4
018 - - - - 169 169 - F2
031 - - - 000239 | 169 169 - F2
033 118 120 | 223223 - 229 000 | 000 179 - F4
034 118 120 | 223225 - 229 245 - F4
037 - - 149 149 - 169 169 - F2
040 104 116 | 223223 | 149155 | 229 245 - - F4
042 116 120 | 223223 | 147155 | 245257 - - F4
044 - - - - 169 185 - F3
050 104 118 | 223223 - 229 000 | 169183 - F4
055 - - - - 169 169 - F2
057 112118 | 217223 | 145147 | 245247 | 169183 | 156 156 F1
061 - - 000239 | 169 169 - F2
064 104 116 | 223223 - 229245 | 169183 - F4
065 116 120 | 223223 | 147155 [ 229000 [ 000179 - F4
067 118 120 | 223225 - 000 257 - - F4
069 112118 | 221223 | 145147 | 000245 | 169183 | 146 156 F1
077 104 116 | 223225 | 149155 | 229 000 - F4
081 104 118 | 223223 000 257 | 169 179 - F4
086 104 116 | 223223 229 245 - F4
092 110 116 | 223229 - - 169 175 - F3
102 112 118 | 223229 - 000245 | 169 185 - F3
103 104 116 | 223225 - 245 257 - - F4
110 104 118 | 223225 | 147155 | 229245 | 000179 - F4
114 - - - 000239 | 167 169 - F2
115 104 118 | 223225 | 147155 | 245257 | 000179 - F4
118 - - - 239 245 - - F2
121 - - - - 169 169 - F2
129 118 120 | 223223 - 245257 | 169 179 - F4
130 104 116 | 223225 | 147155 | 245257 | 000179 - F4
132 - - 149 151 - 000 181 - F1
134 112116 | 221223 | 145149 | 000247 | 169183 | 156 156 F1
139 - - - 239245 | 167 169 - F2
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Continuacion Tabla 4...

Cdédigo | Pcor1 | Pcor2 | Pcor5 | Pcor 7 | Pcor 8 [Pcor 10 | Familias
148 - - 149 151 - 169 181 - F1
150 - - - 239 245 | 167 169 - F2
153 - - 149 149 - 167 000 - F2
154 - - - 239 245 | 167 169 - F2
155 104 116 | 223 223 - 245 257 | 000 179 - F4
159 - - - 000 239 | 167 169 - F2
160 - - 149 149 | 000 239 | 167 000 - F2
161 104 116 | 223 223 - 245 257 - - F4
176 - - - 239 245 | 169 169 - F2
178 - 223 229 - - 169 185 - F3
180 - - - - 169 169 - F2
183 104 116 | 223 225 - 229 000 - - F4
185 104 118 | 223 225 | 147 155 | 000 257 - - F4
186 116 120 | 223 225 - 000 257 - - F4
187 116 120 | 223 225 - 000 257 | 169 179 - F4
188 - - 149 149 - 167 169 - F2
189 110 116 | 223 229 - - 169 175 - F3

Los 50 alevines del control 2 presentaron alelos exclusivos de cada
macho en sus genotipos, permitiendo una facil identificacion de sus parentescos
(Tabla 5). EI mayor nimero de alevines identificados pertenecio6 a la familia 2 (21
alevines) y la menor a la familia 1 (3 alevines). El porcentaje de alelos nulos

encontrados en los loci Pcor 7 y Pcor 8 fue de 22% y 6% respectivamente.

Tabla 5: Alelos exclusivos utilizados en la identificacion de parentesco en alevines
de 5 dpf (control 2) de doncella Pseudoplatystoma fasciatum. El nimero

000 indica presencia de alelos nulos.

Cdédigo | Pcor 1l Pcor 2 Pcor 5 Pcor7 | Pcor8 | Pcor10 |Familias
2 - - - - 169 175 - F3
6 - - - 000 239 | 167 169 - F2
10 116 120 | 223223 - 229 245 - - F4
13 - - - 000 239 | 169 169 - F2
16 - - - - 167 000 - F2
24 116 120 | 223223 - 229 245 - - F4
25 118 120 | 223225 149 155 229245 | 169 179 - F4
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Continuacion Tabla s...

Cédigo | Pcor 1 Pcor 2 Pcor5 | Pcor 7 | Pcor 8 | Pcor 10 | Familias
28 - - 147 151 - 169 183 - F1
29 - - - - 169 169 - F2
30 110118 - - - 169 185 | 146 146 F3
41 - - - - 169 169 - F2
43 116 120 | 223225 - 229 000 | 169 183 - F4
46 116 120 | 223225 - 229 000 | 169 179 - F4
47 - - - - 167 169 - F2
48 116 120 | 223225 - 229 245 | 169 183 - F4
49 - - - 239 245 | 169 169 - F2
52 - - - - 169 185 | 146 146 F3
53 104 116 | 223223 | 149155 | 229000 | 169 179 - F4
61 - - - - 167 169 - F2
72 - - 149 149 - 167 169 - F2
77 - - 147 151 - 169 183 - F1
79 - 223 229 - - 169 175 - F3
80 118 120 | 223225 | 149155 | 000257 | 169 179 - F4
84 - - - 239 245 | 169 169 - F2
87 - - - 239 245 | 169 169 - F2
90 116 120 - - 000 257 | 169 179 - F4
91 118 120 | 223225 - 229 245 - - F4
93 - - 149 149 - 169 169 - F2
98 116 120 | 223225 | 149155 | 245257 | 169 179 - F4
112 - - 149 149 - 169 169 - F2
117 104 118 | 223225 | 149155 | 229245 | 169 179 - F4
121 - - - 239 245 | 167 169 - F2
122 - - - 000 239 | 169 169 - F2
124 - - - - 169 169 - F2
130 - - 149 149 | 000239 | 169 169 - F2
131 - 223 229 - - 169 185 - F3
132 - 223 225 - 000 257 - - F4
134 - - 147 151 - - - F1
136 - - 149 149 - 167 000 - F2
138 104 116 | 223225 - 245 257 | 169 179 - F4
139 - - 149 149 | 239 245 | 169 169 - F2
140 110 116 - 131 149 - 169 175 | 146 146 F3
141 - 223225 | 147155 | 229245 | 169 179 - F4
144 - 223 229 - - 169 175 - F3
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Continuacion Tabla s...

Caédigo Pcor 1 Pcor 2 Pcor 5 Pcor 7 Pcor 8 Pcor 10 | Familias
151 - - - - 169 169 - F2
154 - 223 223 - 229245 | 169 179 - F4
161 116 120 223 225 147 155 229245 | 169 179 - F4
171 104 118 223 225 - 229 000 - - F4
174 116 120 223 223 149 155 245 257 - - F4
179 - - - 239 245 | 167 000 - F2

En el control 3, (Tabla 6) el parentesco también se establecié con la
presencia de alelos exclusivos de cada macho presentes en el genotipo de 50
alevines. El mayor nimero de alevines pertenecio a la familia 4 (23 alevines) y el
menor a la familia 3 (5 alevines). No se encontrd ningun individuo de la familia 1.

El Pcor 7 presenté 38% de alelos nulos y el Pcor 8 20%.

Tabla 6: Alelos exclusivos utilizados en la identificacién de parentesco en alevines
de 26 dpf (control 3) de doncella Pseudoplatystoma fasciatum. El nimero

000 indica presencia de alelos nulos.

Cédigo | Pcorl | Pcor?2 Pcor 5 Pcor7 | Pcor8 | Pcor 10 | Familias
012 104 118 | 223 223 - 229 000 - - F4
014 118 120 | 223 223 149 155 229 000 - - F4
016 104 118 | 223 225 - 000 257 - - F4
017 116 120 | 223 225 - 245 257 - - F4
018 110 116 - - - 000 175 - F3
019 - - - - 169 169 - F2
020 118 120 | 223 223 147 155 229245 | 000 179 - F4
022 110 116 | 223 229 - - 000 185 | 146 146 F3
023 - - - 000 239 | 169 169 - F2
027 104 118 | 223 225 147 155 229245 | 169 183 - F4
030 - - - 239 245 | 169 169 - F2
032 - - - 239 245 | 167 169 - F2
034 - - - 000 239 | 167 169 - F2
045 118 120 | 223 225 147 155 000 257 | 000179 - F4
049 - - - 239 245 | 169 169 - F2
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Continuacion Tabla 6...

Cédigo | Pcor1 | Pcor 2 Pcor 5 Pcor 7 | Pcor 8 [Pcor 10 [ Familias
051 - - - 239 245 | 169 169 - F2
054 - - - 000239 | 169 169 - F2
056 - - - 239 245 | 167 000 - F2
057 118 120 | 223225 | 147155 | 245257 - - F4
060 110 118 - - - 169 185 - F3
062 - - - 000239 | 167 000 - F1
063 118 120 | 223223 | 147155 | 245257 | 169179 - F4
067 104 116 | 223223 | 149155 | 229245 | 169183 - F4
068 - - - - 167 000 - F2
070 116 120 | 223223 | 149155 | 000257 | 169183 - F4
072 104 116 | 223225 | 147155 | 229000 | 169179 - F4
074 104 118 | 223223 | 149155 | 245257 | 000179 - F4
076 | 118120 | 223223 - 229000 | 169179 - F4
080 - - - - 167 169 - F2
081 - - - 239245 | 169 169 - F2
085 - - - 000239 | 167 169 - F2
088 - - - - 167 000 - F2
089 - - - 000239 | 167 169 - F2
095 - - - - 167 169 - F2
106 118 120 | 223225 | 147155 | 229245 - - F4
110 104 116 | 223225 - 000 257 | 169179 - F4
111 104 116 | 223225 | 147155 | 000 229 - - F4
115 104 118 | 223225 - - - - F4
118 - - 000239 | 169 169 - F2
135 104 118 | 223223 | 147155 | 229245 | 169179 - F4
136 - - 145 147 - 169 175 - F3
140 118 120 | 223223 | 149155 - 169 179 - F4
145 - - - 239 245 | 167 169 - F2
149 110 118 - - - 000 185 | 146 146 F3
150 116 120 | 223225 - 245 257 | 169 179 - F4
153 104 116 | 223223 - 000 257 - - F4
156 - - - 000239 | 169 169 - F2
159 - - - 000239 | 167 169 - F2
161 118 120 | 223223 | 147155 | 245257 - - F4
170 - - - 239 245 | 167 169 - F2
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Analizando globalmente los 150 individuos en los tres controles
observamos que la familia 4 fue la que presentd el mayor nimero de individuos
(65), en tanto que la familia 1 present6 solo ocho individuos. Si analizamos por
cada control, observamos que las familias 2 y 4, fueron siempre las mas

numerosas (Tabla 7).

Tabla 7: Individuos de doncella Pseudoplatystoma fasciatum asignados en las
cuatro familias analizadas. Los porcentajes de representacién de cada

familia en cada control estan indicados entre paréntesis.

1 2 3 total de
Familias Larvasal Alevines a5 | Alevinesa26| . . .
individuos
dpf dpf dpf

Familia 1 5 (10) 3 (6) - 8
Familia 2 17 (34) 21 (42) 22 (44) 60
Familia 3 5 (10) 7 (14) 5 (10) 17
Familia 4 23 (46) 19 (38) 23 (46) 65

Total 50 (100) 50 (100) 50 (100) 150

8.1.3 Caracteristicas de los reproductores y los 6vulos
El peso de la hembra fue de 5 kg y su longitud total de 77 cm. En tanto
gue el peso de los machos vari6 de 1,8 a 6,4 kg y sus longitudes totales de 60 a
89 cm. Asimismo, el promedio de diametro de los évulos fue 0,895 mm (Tabla 8).

Tabla 8: Peso, longitud total y promedio de diametro de los Ovulos de los

reproductores de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum.

Reproductores | Peso | Longitud % diametro de | Desviacion
(kg) | total (cm) | |os Gvulos (mm) estandar
Hembra 1 5,0 77 0,895 0,094
Macho 1 2,6 60 -
Macho 2 2,4 62 -
Macho 3 1,8 66 -
Macho 4 6,4 89 -
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8.1.4 Heterogeneidad de volumen del saco vitelino

Las larvas a 1 dpf no presentaron diferencia significativa en el volumen
del saco vitelino entre las cuatro familias (p = 0,5871). Tambien se observé poca
variacion de este volumen entre los individuos dentro de cada familia. EI mayor

volumen encontrado fue 0,199 mm?®y el menor volumen 0,099 mm?® (Figura 5).

0.200
0.180
3160
0.140
0120 - L 338
0,100 £2
0.080 w3
0.060 - wd
0,040 -
0.020 -
0.000

mmj}

{

Volumen de saco viltelino

Figura 5: Variaciones de volumen del saco vitelino de las cuatro familias de la
doncella Pseudoplatystoma fasciatum analizado en el control 1. La linea

sobre la barra representa la desviacion estandar.

8.1.5 Heterogeneidad de crecimiento

Los promedios de la longitud total de los individuos de cada familia
(Figura 6), no presentaron ninguna diferencia significativa (p=0,6107, p=0,3146,
p=0,4325) en los tres controles succesivos. Es decir no existe una diferencia
marcada en cuanto a longitud total en ninguno de los tres controles: C1 (1 dpf),
C2 (5 dpf) y C3 (26 dpf), entre las 4 familias criadas en situacion comunal. En el
control 3, no se observaron alevines a 26 dpf en la familia 1, deduciéndose que
probablemente hayan muerto antes de este control.
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Figura 6: Variaciones en la longitud total de las cuatro familias de la doncella

Pseudoplatystoma fasciatum en los tres controles A (control 1: larvas a 1

dpf), B (control 2: alevines a 5 dpf) y C (control 3: alevines a 26 dpf). La

linea sobre la barra representa la desviacion estandar.

Las progenies no presentaron diferencia significativa (p=0,6980,

p=0,2850, p=0,5295, p=0,4314) en cuanto al promedio de la longitud y ancho de

cabeza (Figura 7), en ninguno de los dos controles analizados (C2: alevines a 5

dpfy C3: alevines a 26 dpf).
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Figura 7: Variaciones de longitud de cabeza (A y B) y ancho de cabeza (C y D) de

las cuatro familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum en el

control 2 y 3 respectivamente. La linea sobre la barra representa la

desviacion estandar.
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Al término de los 26 dias de evaluacién, las cuatro familias presentaron
una curva de crecimiento similar, con individuos en un rango de longitud total
entre 16 a 17 mm de tamafo final (Figura 8). Asimismo, se observo la presencia
de individuos de la F1 hasta solo los 5 dpf.
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Figura 8: Longitud total de las cuatro familias de la doncella Pseudoplatystoma
fasciatum en los tres controles (1dpf, 5dpfy 26 dpf).

8.1.6 Viabilidad diferencial entre familias

La frecuencia de las familias en las diferentes etapas de muestreo forman
dos grupos claramente definidos (Figura 9). El primer grupo conformado por las
familias 4 y 2 presentan el mayor numero de individuos (F4 = 46% y F2 = 44%)
hasta el final del periodo de seguimiento (26 dpf o control 3). Caso contrario se
observa en el segundo grupo conformado por las familas 3 y 1 que presentan el
menor numero de individuos (F3 = 10% y F1 = 0%). Asimismo, cuando se
compara los pares de familias entre cada grupo y a cada etapa de muestreo
(Tabla 9), la diferencia es significante (p< 0,05), con excepcion de la comparacion
F3/F4 (control 2), que estad cerca de la significancia con un p=0,058. Por el
contrario dentro de los grupos ninguna de las comparaciones fueron significativas
(p> 0,05).
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Figura 9: Evolucién de las frecuencias relativas de las cuatro familias de la

doncella Pseudoplatystoma fasciatum en sistema de cria comunal.

Tabla 9: Comparacion de la supervivencia en pares de familias de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum en los tres controles a un nivel de

significancia p<0,05.

Combinaciones entre familias

FIF2 |F1F3 |[F1F4 |F2F3 |F2F4 |F3F4

Control 1 (1 dpf) *0,024 | 1,000 | *0,001 | *0,024 | 0,682 | *0,001

Control 2 (5 dpf) *0,000 | 0,620 | *0,002 | *0,021 | 0,881 | 0,058

Control 3 (26 dpf) *0,000 | 0,154 | *0,000 | *0,002 | 0,998 | *0,001

* = significativo con la prueba de Chi cuadrado
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8.1.7 Heterocigosidad de los reproductores.
El grado de heterocigosidad en la hembra fue de 0,500. En tanto que para
los machos vari6 de 0,330 a 0,830 (Tabla 10).

Tabla 10: Heterocigosidad encontrada en los reproductores de la doncella

Pseudoplatystoma fasciatum analizados.

Cddigo H. Observada
H1 0,500
M1 0,500
M2 0,330
M3 0,830
M4 0,830

8.1.8 Heterocigosidad de las familias
La heterocigosidad observada y simulada fue muy cercana en las cuatro
familias evaluadas (Tabla 11). Variando de 0,803 a 0,917 en la heterocigosidad
observada y de 0,800 a 0,900 en la heterocigosidad simulada.

Tabla 11: Heterocigosidad de las cuatro familias de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum.
Familias H. H.
Observada | Simulada
Familia 1 0,917 0,900
Familia 2 0,803 0,800
Familia 3 0,892 0,923
Familia 4 0,828 0,835

En la comparacion de los grados de heterocigosidad observados entre las
familias, encontramos que las familias F2 vs F3 y F3 vs F4 presentaron
diferencias significativas para p<0,001 (Tabla 12). Las familias F1 vs F2, estan
cerca de la significancia (p=0,056). En cambio comparando los grados de
heterocigosidad simulados encontramos diferencias significativas en las familias
F1 vs F2, F1 vs F4 y también en F2 vs F3 y F3 vs F4. A partir de estos datos
agrupamos las familias en dos grupos. El primer grupo conformado por las
familias F1, F3 y el segundo grupo por las familias F2, F4.
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Tabla 12: Comparacion de los grados de heterocigosidad observados (valores en
negro en regién superior) y simulados (valores en azul en region inferior)

en las familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum.

Combinaciones entre Familias
F1 F2 F3 F4
F1 P=0,056 P=0,181 P=0,117
F2 P<0,001*** P<0,001*** P=0,369
F3 P=0,154 P<0,001*** P<0,001***
F4 P<0,001*** P=0,117 P<0,001***

*** = altamente significativo con la prueba de Chi cuadrado

8.1.9 Indicador de diferencia maxima de tamafio
En cuanto a la diferencia maxima de tamafio, las tres familias presentaron
un indicador por debajo de 2, lo que confirma que dentro de cada familia no hay
presencia de individuos cuyo tamafio sea dos veces mayor que otro (jumpers).
Ademas presentan un coeficiente de variacion de la longitud total por debajo del
10% (Tabla 13).

Tabla 13: Resultados del indicador de diferencia maxima de tamafio en las
familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum encontrados para el

control 3.
Rango de
Familias | varacion Promedio | Desv. | C.V. | Indicador de diferencia
Minimo | Maximo Estandar| (%) maxima de tamafio
Familia2 | 13,239 | 18,054 16,181 1,324 8,2 1,364
Familia3 | 14,077 | 17,675 15,861 1,426 9,0 1,256
Familia4 | 13,768 | 19,84 16,596 1,405 8,5 1,441
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8.1.10 Correlacién entre crecimiento, viabilidad y heterocigosidad.

Los resultados muestran que no existe una correlacion entre el
crecimiento y la heterocigosidad en la progenie de P. fasciatum. Sin embargo la
progenie presentdé una correlacion inversamente proporcional entre la
heterocigosidad y la viabilidad (Figura 10), esto indica que familias que presentan
un alto nivel de heterocigosidad no necesariamente tienen una buena viabilidad.

Por otro lado familias con menos heterocigosidad presentan mayor viabilidad.

0.6 -
*1dpf 5 aagx 42,7852
R?=0,7631
0-0,126
m 1
O 5 dpf
e y=-3,301x+ 3,0887
Z R? = 0,0893
b £=0,005
@
02 -
26 dpf
0 y=-4,2826x+ 3,0329
o R?=0,9475
p=0,027
0 : ; E g )

08 082 084 08 08 09 092
Heterocigosidad

Figura 10: Relacién entre la heterocigosidad y la viabilidad en las familias de la
doncella Pseudoplatystoma fasciatum analizadas.

36



8.2 COMPARACION DE FAMILIAS SEPARADAS
8.2.1 Caracteristicas de los reproductores y los 6vulos
El peso de las hembras y su longitud total variaron de 4,1 a 5,4 kg y de 76
a 78 cm. Por otro lado, el peso de los machos y su longitud variaron de 1,4 a 2,5
kg y 57 a 66 cm respectivamente. Los promedios del diametro de los 6vulos en
las hembras analizadas no presentaron diferencia significativa con un p<0,05.
(Tabla 14).

Tabla 14: Peso, longitud total y promedio de diametro de los évulos de los
reproductores de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum.

Reproductores | Peso | Longitud | Diametro de Desv. N
(kg) | total (cm) | los 6vulos estandar
(mm)
Hembra 1 54 78 0,825 0,020 404
Hembra 2 51 77 0,817 0,013 584
Hembra 3 4.1 76 0,822 0,022 627
Macho 1 1,8 66 - - -
Macho 2 2,5 60 - - -
Macho3 1,4 57 - - -

8.2.2 Porcentaje de larvas eclosionadas y larvas anormales
Los rangos de eclosién variaron de 96% (F2) a 26% (F9). Asimismo, la
familia que present6 mayor porcentaje de larvas anormales fue la F1 con 17% y la
de menor porcentaje fue la F9 con 0,5% (Figura 11).
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Figura 11: Porcentaje total de larvas eclosionadas y porcentaje de larvas
anormales de nueve familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum
a las 20 horas después de la fecundaciéon. La linea sobre la barra

representa la desviacion estandar.

Al comparar el porcentaje de eclosion de las nueve familias entre si,
observamos que las familias F7 y F9 presentaron diferencias significativas con el
resto de familias analizadas. En cambio al comparar el porcentaje de larvas
anormales solo la familia F1 presenta diferencias significativas con la familia F9
(Tabla 15 Ay B).

Tabla 15: Comparacion estadistica con el test de Bonferroni en el porcentaje de
larvas eclosionadas y larvas anormales de las nueve familias de la
doncella Pseudoplatystoma fasciatum a 20 horas despues de la
fecundacién con un nivel de significancia (*p<0,05 o** p<0,01).

A Larvas eclosionadas B Larvas anormales

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
T FLo. - - - oo s
F2 A F2 L. oL
F3 I F3 e .
F4 R F4 L. .o
F5 L L F5 - -
F6 I F6 -
F7 Lo F7 -
F8 Lo F8 .-
Fo . Fo
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Al analizar el efecto hembra-macho y la interaccién de ambos sobre la

eclosion (Tabla 16) observamos que existe un efecto significativo (p<0,05) del

parametro Hembra, Macho y de la interaccion Macho x Hembra.

Tabla 16: Andlisis multivariado del efecto hembra, macho e interacciones de

ambos en la eclosiéon de la progenie de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum a 20 horas de la fecundacién. Suma de cuadrados tipo Ill. Los

F-ratios estan basados en el error cuadratico medio residual.

Fuente Suma G.L. | Cuadrado medio | F-ratio | P-valor
cuadrados

A: Hembra 7968,02 2 3984,01 74,44 | <0,0001

B: Macho 1710,82 2 855,41 15,98 0,0001

Interacciones: AB 2137,26 4 534,31 9,98 0,0002

Residuos 909,83 17 53,52

Total 1259,40 25

8.2.3 Heterogeneidad en crecimiento

En todos los controles existe diferencia significativa (p<0,05) en la longitud

total entre las nueve familias de P. fasciatum, es decir desde los 3 dpf hasta los

26 dpf las 9 familias presentaron variaciones en el crecimiento. Asimismo,

observamos que la progenie de mayor crecimiento pertenece a la hembra 1 en

sus tres combinaciones con los tres machos (F1, F2 y F3) y la que presenta

menor crecimiento pertenece a la hembra 2 (F4, F5 y F6) principalmente en el

altimo control (Figura 12).
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Figura 12: Variaciones de tamafio de nueve familias de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum : A (C 1), B (C2) C (C3), D (C4) y E (C5). La

linea sobre la barra indica la desviacion estandar.

La comparacion multiple entre las medias de la longitud total de las nueve
familias en los cinco controles, muestra que la familia 9 difiere significativamente
de la mayoria de las familias hasta el control 3. En el control 4 las familias F4 y F
7 son las que presentan diferencias significaticas en la longiitud total con el resto
de familias. En tanto que la familia 5 es la que tuvo menor crecimiento en el
control 5 (Tabla 17).
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Tabla 17: Comparacion estadistica con el test de Bonferroni de la longitud total

entre las nueve familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum para

los cinco controles, a un nivel de significancia *p<0,05 o** p<0,01.

C1 c2
FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 FlL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
F1 . _ * *% - - *% - * F1 . _ *k *k *% *% *% *% *%
F2 . _ *k - * *% *% *k F2 * *k * - *% * *%
E3 . *% *% *% *% *% *% F3 - _ _ *k - *%
F4 *% *% - *% - F4 _ _ *% - *%
E5 - *% - *% E5 _ *% - *%
E6 *% - *% F6 *k - *%
F7 *% *% F7 *% -
F8 * F8 e
F9 F9
c3 ca
FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
= FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
F2 . *% *% *% - *% * - F1 - - ** ** - ** - -
F3 - - *k - - *k F2 - *k *k - *k - -
F4 - *% - - *% F3 *% *% - *% - -
F5 *% - - *% F4 K% K% - *% *k
F6 *% _ _ E5 *% *% *% -
F7 *% *% F6 *k - -
F8 * F7 *% *%
F9 F8 -
F9
C5
FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
F1 - - *% *% *% - - -
F2 - *% *% * - - -
F3 N T T
F4 - - *% *% *%
E5 - *% *% *%
E6 - *% *
F7 R R *Representa p<0.05
F8 -
F9 ** Representa p<0.01

A final del periodo de seguimiento las nueve familias se dividen en dos

grupos, de acuerdo a la velocidad de su crecimiento (Figura 13). El grupo 1

conformado por las hembras 3y 1 (familias: F8, F2, F9, F1, F7 y F3) cuya longitud

total estuvo entre 30 a 42 mm y el grupo 2 formado unicamente por la hembra 2

(familias: F6, F4 y F5) cuyos rangos de longitud total variaron de 20 a 28 mm. El

crecimiento fue similar de 3 dpf (control 1) a 9 dpf (control 3). A partir de este

control observamos que las progenies se diferencian en cuanto a su crecimiento,

observandose que la familia 8 alcanza un mayor tamafo (1,6 veces mas grande

que la familia F5 que representé la progenie de menor tamafio).

41




45000

40,000

35,000

30000

25.000

20.000

15.000

Longitud total (mm)

10.000

5.000

(.000

Figura 13: Promedio de longitud total de las 9 familias de la doncella
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Pseudoplatystoma fasciatum durante los 5 controles (3 dpf a 26 dpf).

8.2.4 Efecto Hembra-Macho sobre el crecimiento en longitud total

En el control 1 (3 dpf), se observé una diferencia significativa (p<0,05) del
crecimiento segun el origen parental (efecto macho, efecto hembra e interaccion)
en la progenie de doncella (Tabla 18). Al comparar la descendencia de las tres
hembras con los tres machos, asi como los tres machos con las tres hembras,
observamos variaciones significativas en la longitud total de sus progenies. Por lo
tanto se verifico que la hembra 1 y el macho 2 son los que presentaron progenies
de mayor longitud total, mientras que la hembra 3 y el macho 1 presentaron las

descendencias de menor tamafio (Figura 14).
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Tabla 18: Analisis multivariado del efecto hembra, macho e interacciones de
ambos en el crecimiento de las progenies de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum en el control 1. Suma de cuadrados tipo Ill.

Los F-ratios estan basados en el error cuadratico medio residual.

Fuente Suma cuadrados | G.L. | Cuadrado medio | F-ratio | P-valor
A: Hembra 1,11 2 0,553 276,91 | <0,001
B: Macho 0,29 2 0,146 73,21 | <0,001
Interacciones: AB 0,53 4 0,133 66,50 | <,.001
Residuos 0,04 18 0,002
Total 1,97 26
Promedio de longitud de tamafio Promedio de longitud de tamafio
4F 3 3.8F
39F E
'g 3.8F I 4 -g 3.7F I
E B
3 st t E 5 351 I I
34F E
33k I = 3.4
1 2 3 1 2 3
hembra macho
A B

Figura 14: Promedio de longitudes de las progenies por hembra (A) y macho (B)

de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum en el control 1.

En este control la interaccién de las tres hembras con los tres machos y
viceversa, presentaron diferencias significativas (p<0,05). La hembra 1 (Figura 15)
presento las progenies mas homogéneas con los tres machos mientras que las
hembras 2 y 3 presentaron progenies heterogéneas. En los machos, el macho 2
presentd progenies de tamafio semejante con las tres hembras. Asimismo el
macho 3 presentd la progenie de mayor tamafio con la hembra 1 y la mas
pequefia con la hembra 3.
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Figura 15: Gréfico de Interaccién del efecto Hembra-Macho, por hembra (A) y por
macho (B) en base a la longitud total en el control 1 de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum.

En el control 2 (5 dpf), observamos un efecto significativo (p<0,05) de la
hembra sobre el crecimiento de la progenie. Sin embargo al analizar el efecto
macho y la interaccién de ambos no se observé diferencias significativas (Tabla
19). Por lo tanto al comparar la descendencia de las tres hembras con los tres
machos y los tres machos con las tres hembras, sol6 observamos diferencias
significativas dentro de las progenies agrupadas por hembra. La hembra 1
presentd la progenie de mayor tamafo y la hembra 3 fue la que presento la
progenie mas pequefia (Figura 16). Asimismo, no se observo interaccion de las
hembras con los machos y visceversa. (Figura 17)
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Tabla 19: Andlisis multivariado del efecto de la hembra, macho e interacciones de

ambos en el crecimiento de la progenie de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum en el control 2. Suma de cuadrados tipo Ill. Los F-ratios estan

basados en el error cuadratico medio residual.

Fuente Suma cuadrados | G.L. | Cuadrado medio | F-ratio | P-valor
A: Hembra 1,68 2 0,84 7,75 0,004
B: Macho 0,11 2 0,05 0,49 0,623
Interacciones: AB 0,80 4 0,20 1,83 0,166
Residuos 1,95 18 0,11
Total 4,53 26
Promedio de longitud de tamafio Promedio de longitud de tamafio
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Figura 16: Promedio de longitudes de tamafio de las progenies por hembra (A) y

por macho (B) de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum en el control 2.
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Figura 17: Grafico de Interaccién del efecto Hembra-Macho por hembra (A) y por

macho (B) en base a la longitud total en el control 2 de la doncella

Pseudoplatystoma fasciatum.
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En el control 3 (9 dpf), no se encontrd diferencia significativa (p<0,05) en

el crecimiento de la progenie entre hembras, machos e interaccion de ambos

(Tabla 20). Observandose que la descendencia de cada uno de ellos presentd

similar crecimiento, es decir forman un Unico grupo homogéneo. (Figura 18 y 19).

Tabla 20: Andlisis multivariado del efecto de la hembra, macho e interacciones de

ambos en el crecimiento de la progenie de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum en el control 3. Suma de cuadrados tipo Ill. Los F-ratios estan

basados en el error cuadratico medio residual.

Fuente Suma cuadrados | G.L. | Cuadrado medio | F-ratio | P-valor
A: Hembra 0,33 2 0,17 0,54 0,590
B: Macho 0,34 2 0,17 0,56 0,583
Interacciones: AB 2,91 4 0,73 2,37 0,091
Residuos 5,52 18 0,31
Total 9,10 26
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Figura 18: Promedio de longitudes de tamafio de las progenies por hembras (A) y

macho (B) de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum en el control 3.

46




Graéfico de Interaccion

92F

88
86
84
82

Longitud

9 macho
—
T -—2

-3

A

2 3

hembra

B

Gréfico de Interaccion

9.2F

8.6
841
82

Longitud

9r /\
88|

9 hembra

—1

Figura 19: Grafico de Interaccién del efecto Hembra-Macho por hembra (A) y por

macho (B) en base a la longitud total en el control 3 de la doncella

Pseudoplatystoma fasciatum.

En el control 4 (17 dpf), solamente se observé un efecto significativo

(p<0,05) de los machos y de la interaccion macho x hembra en el crecimiento de

la descendencia, mas no asi en la de las hembras. Por lo tanto las hembras

forman un solo grupo homogéneo y los machos forman dos grupos, un primer

grupo conformado solo por el macho uno y un segundo conformado por el macho

dos y tres (Tabla 21 y Figura 20)

Tabla 21: Andlisis multivariado del efecto hembra, macho e interacciones de

ambos

en el crecimiento de

las progenies

de la

doncella

Pseudoplatystoma fasciatum en el control 4. Suma de cuadrados tipo Ill.

Los F-ratios estan basados en el error cuadratico medio residual.

Fuente Suma cuadrados | G.L. | Cuadrado medio F-ratio | P-valor
A: Hembra 3,29 2 1,64 1,62 0,224
B: Macho 61,16 2 30,58 30,23 | <0,001
Interacciones: AB 67,17 4 16,79 16,60 | <0,001
Residuos 18,21 18 1,01

Total 149,83 26
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Figura 20: Promedio de longitudes de tamafo de las progenies de hembras y
machos de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum en el control 4.

En este control, observamos variaciones de crecimiento e interacciones
de las tres hembras con los tres machos y viceversa. En los machos, el que

presentd la progenie de mayor tamafio fue el macho 2 con la hembra 2 (Figura
21).
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Figura 21: Grafico de Interaccién del efecto Hembra-Macho por hembra (A) y por
macho (B) en base a la longitud total en el control 4 de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum.

En contraste al control 4, en el control 5 (26 dpf) observamos que sélo las
hembras presentan diferencia significativa (p<0,05) en el crecimiento de sus
progenies (Tabla 22). Observandose la formacion de dos grupos homogéneos, un
grupo formado por las hembras 1y 3 y otro grupo formado solo por la hembra 2
(Figura 22 A). En tanto que la progenie de los machos forma un solo grupo
(Figura 22 B). No se observo diferencia significativa en la interaccion de hembras
y machos respecto a la longitud total. (Figura 23).
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Tabla 22: Analisis multivariado del efecto en el crecimiento de la hembra, macho e

interacciones de ambos en el control 5 de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum. Suma de cuadrados tipo Ill. Los F-ratios estan basados en el
error cuadratico medio residual.

Fuente Suma cuadrados | G.L. | Cuadrado medio | F-ratio | P-valor
A: Hembra 775,56 2 387,78 44,63 | p<0,001
B: Macho 23,68 2 11,84 1,36 0,281
Interacciones: AB 72,49 4 18,12 2,09 0,125
Residuos 156,40 18 8,69
Total 1028,14 26
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Figura 22: Promedio de longitudes de tamafo de las progenies de hembras y

machos (A y B) de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum en el control 5.
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Figura 23: Grafico de Interaccién del efecto Hembra-Macho por hembra (A) y por

macho (B) en base a longitud total en el control 5 de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum.
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8.2.5 Viabilidad diferencial de las familias

Los resultados de ANOVA muestran que la viabilidad global entre las
nueve familias presentan una ligera diferencia al 95% de significancia (p=0,0242).
Sin embargo al comparar pares de familias mediante el test de Bonferroni
encontramos diferencias no significativas entre ellas. Las familias que presentaron
mayor porcentaje de supervivencia en los tres periodos de muestreo (Figura 24)
son las F1, F3, F4 y F5. Al realizar la comparacion de la supervivencia en pares
de familias (Tabla 23) observamos que en el Gltimo periodo los niveles de

significancia son mayores en algunos casos.

o - W 3-5dpf 6-17 dpf W 13-26dpf
90 -
80 -
70 -
60 -

50 - I

40 - T .
30 - f I . I [ BT

20 -

Promedio de Supervivencia (%)

10 -

F1 F2 F3 F4 Fo £7 Fg F9

FS
Familias

Figura 24: Porcentaje de supervivencia de las nueve familias de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum durante los tres periodos de cria (3-5 dpf, 6-
17 dpf, 18-26 dpf). La linea sobre la barra representa la desviaciéon
estandar.
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Tabla 23: Comparacion estadistica con el test de Bonferroni del porcentaje de

supervivencia en los tres periodos (3-5 dpf, 6-17 dpfy 18-26 dpf) entre las

nueve familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum, nivel de

significancia

*p<0,05 , ** p<0,01 o **p<0,001.

Supervivencia: 3-5 dpf Supervivencia : 6-17 dpf
FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
F1 - - - - - - - - F1 . - - - - - - - -
F2 - - - - - - - F2 ) - * - - - - -
F3 - - - - - - F3 - - - - - -
F4 - - - - - F4 - - - - -
F5 - - - - F5 - - - -
F6 - - - F6 - - -
F7 - - F7 - -
F8 - F8 -
F9 F9
Supervivencia 18-26 dpf
FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
F1 . - - - - - - - -
F2 L x L Lo
F3 - - *% *% *% *
F4 - - - - -
F5 *% *% * Kk *
F6 - - -
F7 - -
F8 -
F9

Al evaluar el efecto hembra-macho e interaccion de ambos sobre la

supervivencia de las progenies, en el periodo de 3-5 dpf, solo observamos un

efecto significativo en la interaccién, en cambio en el periodo de 6-17 dpf se

observa un efecto macho e interaccion y en el Gltimo periodo se observa un efecto

hembra e interaccién (Tabla 24).
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Tabla 24: Andlisis multivariado del efecto hembra, macho e interacciones de
ambos en la supervivencia en los tres periodos (3-5 dpf, 6-17 dpf y 18-26
dpf) de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum. Suma de cuadrados tipo

[1l. Los F-ratios estan basados en el error cuadratico medio residual.

Fuente Suma G. | Cuadrado | F-ratio | P-valor
cuadrado | L medio
3-5 dpf A: Hembra 58,15 2 29,07 0,12 0,891
B: Macho 280,32 2 140,16 0,56 0,582
Interacciéon AB | 5751,32 4 1437,83 572 0,004
Residuos 4525,04 | 18 251,39
Total 10614,04 | 26
6-17 dpf A: Hembra 61,00 2 30,50 0,63 0,546
B: Macho 364,47 2 182,23 3,74 0,044
Interaccion AB 699,38 4 174,85 3,59 0,026
Residuos 877,71 18 48,76
Total 2002,56 | 26
18-26 dpf | A: Hembra 748,07 2 374,04 9,03 0,001
B: Macho 7,41 2 3,70 0,09 0,915
Interaccion AB | 1756,15 | 4 39,04 10,60 0,000
Residuos 745,33 18 41,41
Total 3256,96 | 26

8.2.6 Heterocigosidad de los reproductores

Los grados de heterocigosidad (Tabla 25) encontrados para las hembras

variaron de 0,330 a 0,670. En tanto que para los machos de 0,500 a 0,830.

Tabla 25: Genotipo de los reproductores de la doncella y grado de
heterocigosidad.
H.
Codigo | Pcor1 | Pcor2 | Pcor5 | Pcor7 | Pcor8 | Pcor 10 | Observada
H1 104104 | 215223 | 141151 | 249253 | 169169 | 146 156 0,670
H2 116118 | 223223 | 147149 | 245245 | 169169 | 146 156 0,500
H3 104104 | 221227 | 149161 | 229229 | 169169 | 156 156 0,330
M1 110112 | 217229 | 131145 | 247247 | 175185 | 146156 0,830
M2 112112 | 217221 | 145151 | 247247 | 181183 | 156 156 0,500
M3 112112 | 217219 | 145149 | 229251 | 169175 | 156 156 0,670




8.2.7 Heterocigosidad de las familias

Los resultados de heterocigosidad simulados (Tabla 26) para las nueve
familias evaluadas varian de 0,652 (F9) a 0,928 (F1).

Tabla 26: Heterocigosidad de las nueve familias de la doncella Pseudoplatystoma

fasciatum.
FAMILIAS | HETEROCIGOSIDAD
F1 0,928
F2 0,862
F3 0,837
F4 0,923
F5 0,900
F6 0,802
F7 0,912
F8 0,787
F9 0,652

Al comparar los grados de heterocigosidad entre las familias encontramos
(al igual que en familias comunales) diferencias significativas entre ellas (Tabla
27). Estas diferencias nos permitieron identificar la existencia de cuatro grupos. El
primer grupo estaria conformado por las familias F1, F4, F5, F7; con
heterocigosidades = a 0,900; el segundo grupo estaria conformado por las
familias F2, F3, F6 con heterocigosidades > a 0,800 y < a 0,900. En tanto que el
tercer y cuarto grupo estarian conformados por las familias 8 (H =0,787) y 9 (H =
0,652) respectivamente.
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Tabla 27: Comparacion de los grados de heterocigosidad observados de las

nueve familias de la doncella Pseudoplatystoma fasciatum a un nivel de

significancia ***p<0,001, **p<0,01 o *P<0,05. Las estrellas significan que

hay diferencia significativa con la prueba Chi cuadrado.

FL | F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

F1 P<0,001 | P<0,001 | P=0,741 | P=0,798 | P<0,001 | P=0,287 | P<0,001 | P<0,001
TR P=0,226 | P<0,001 | P=0,040 | P= 0,006 | P=0,006 | P=0,006 | P< 0,001
F3 [ _ P< 0,001 P= 0,001 P=0,115 P< 0,001 P= 0,027 P< 0,001
F4 - P=0,154 | P<0,001 | P=0,463 | P<0,001 | P<0,001
F5 N * Kkk _ P< 0,001 P= 0,489 P< 0,001 P< 0,001
F6 *xk *x - *kk bkl P<0,001 | P<0,001 | P<0,001
F7 N *% *Hk N N Kk P< 0,001 | P<0,001
F8 Kk ok * ke Kk Kk *hk P< 0,001
F9 x5k *k *k x5k *k *k x5k x5k

8.2.8 Indicador de diferencia méaxima

Como se observé en la Figura 10, los tres primeros controles no

presentan crecimiento diferencial entre sus progenies. La diferencia en cuanto a la

longitud total solo se observo a partir del control 4. En este control (Tabla 28), solo

la familia F8 presenta un indicador de diferencia maxima de 2,07, lo cual indica

gue dentro de esta familia hay presencia de posibles canibales (jumpers). Se

observa también que la familia 9 presenta una progenie con tamafios muy

cercanos a los jumpers (1,97).
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Tabla 28: indice de diferencia maxima de tamafio de las nueve familias de la

doncella Pseudoplatystoma fasciatum a 17 dpf (control 4).

Control 4 Rango de
Familias Promedio| Desv. | C.V. | Indicador de diferencia
Minimo |Maximo Estandar| (%) maxima de tamario

Familial| 13,72 22,34 18,54 2,12 11,4 1,63
Familia2 | 14,48 23,38 17,86 2,33 13,1 1,61
Familia 3| 13,37 22,56 17,58 2,54 14,5 1,68
Familia4 | 10,49 18,89 14,00 1,99 14,2 1,80
Familia5 | 18,54 25,71 21,58 1,981 9,2 1,39
Familia6 | 16,00 21,90 18,84 1,672 8,9 1,37
Familia7 | 10,74 | 20,38 14,56 2,32 |159 1,90
Familia8 | 13,80 | 28,52 18,23 3,33 18,3 2,07
Familia9 | 13,93 | 27,48 19,58 3,25 |16,6 1,97

A partir del control 5, todas las familias presentan un indicador superior a

2. Asi mismo se observa que la familia 1 presenta el mayor indicador de diferencia

maxima de tamafio, en cuanto que las familia 7 el menor (Tabla 29).

Tabla 29: indice de diferencia maxima de tamafio de las nueve familias de la

doncella Pseudoplatystoma fasciatum a 26 dpf (control 5).

Control 5 Rango de
Familias Variacion Promedio| Desv. C.V. | Indicador de diferencia
Minimo |Maximo Estandar| (%) maxima de tamafo

Familial| 16,97 | 50,26 37,40 8,61 23,0 2,96
Familia2 | 23,16 58,05 37,82 9,21 24,4 2,51
Familia3 | 16,23 | 43,64 32,38 6,02 18,6 2,69
Familia4 | 15,75 40,49 25,91 6,51 25,1 2,57
Familia5 | 14,33 37,27 24,54 7,10 28,9 2,60
Familia6 | 15,74 | 39,78 26,34 10,02 | 38,1 2,53
Familia7 | 23,43 48,80 35,37 7,74 21,9 2,08
Familia8 | 21,90 | 57,31 40,46 9,29 23,0 2,62
Familia9 | 22,04 58,57 37,24 11,46 30,8 2,66
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8.2.9 Relacién entre la heterocigosidad, crecimiento y viabilidad

La Figura 25, muestra que el crecimiento de la progenie y la
heterogeneidad son muy variables a partir de alevines de 17 dpf, no existiendo
correlacion entre las mismas. Esta misma tendencia es observada al relacionar la

supervivencia con la heterocigosidad (Figura 26).
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= 35.0 \\\ R2=0,1034
| u5dpf
E 300 y=-10,4% + 26,557
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= 200 - ~ o . =-2,0507x + 10,313
o AT D R? = 0,2331
2 150 - X 47 dpf
o y=1,3759x + 4,9714
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- —— 26 dpf
5.0 : oot 4 tep y=1,2418x + 2,5322
00 R?=0.1529
0.6 0.7 0.8 09 1
Hetemcigesidad

Figura 25: Regresion lineal de la heterocigosidad vs longitud total en los 5
controles (3 dpf, 5 dpf, 9 dpf, 17 dpf, 26 dpf) de la doncella
Pseudoplatystoma fasciatum.
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IX. DISCUSION

10.1 Influencia de los efectos parentales en el crecimiento y supervivencia
de la progenie

Los reproductores pueden influir en el crecimiento y supervivencia de su
progenie, mediante efectos genéticos y no genéticos. Los efectos genéticos
involucran la transferencia de genes de los padres a la progenie (Miles et al.,
2007). Esto esta relacionado con los efectos paternos a través de la transmisién
del ADN de los espermatozoides (Bang et al., 2006). Los efectos no genéticos
estan relacionados a factores maternos, propagados a través de las
caracteristicas del huevo (transmisién de éstas caracteristicas a la progenie) y en
donde generalmente los efectos paternos no son considerados (Chambers &
Leggett, 1996). A consecuencia de esto, existen reportes que los efectos
maternos tienen influencia significativa en el tamafio del huevo en numerosas
especies de peces marinos como Symphodus roissali, tordo, y Clupea harengus,
arenque (Blaxter & Hempel, 1963; Raventos & Planes, 2008). Asimismo, se
conoce que los efectos maternales tienen mayor influencia en la progenie que los
efectos paternales debido a la diferencia en el tamafio de los gametos que ellos
presentan (Bernardo, 1996). La variacién fenotipica es producto de las influencias
parentales y del medio ambiente (Probst et al., 2006; Janhunen et al., 2010). Por
consiguiente la variacién de las condiciones ambientales experimentadas por los
padres podria afectar su condicion corporal y el fenotipo de su progenie. Las
madres podrian alterar el numero, tamafo, energia contenida o la composicion
bioquimica de sus huevos dependiendo de la energia que ellos tienen disponible
para invertir en sus progenies (Donelson, et al., 2008).

Estudios previos han investigado los factores paternales y maternales en
otras especies de peces (Panagiotaki & Geffen, 1992; Riveiro et al., 2004; Bang et
al., 2006, Prost et al., 2006, Ottesen & Babiak, 2007; Donelson et al., 2008;
Janhunen et al., 2010). Sin embargo este es el primer trabajo que investiga la
influencia de estos efectos en el desarrollo de vida temprana de P. fasciatum bajo

dos situaciones: familias comunales y separadas.
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10.1.2 Familias Comunales

Se conoce que el desarrollo y supervivencia de los huevos y larvas de
peces son influenciados por factores nutricionales, genéticos y medio ambientales
(Brooks et al., 1997). Los efectos maternos y paternos influyen en la viabilidad de
los huevos en diferente forma. Por ejemplo, la contribucién materna es transferida
por la cantidad y calidad del vitelo que presenta el huevo, que a su vez depende
del estado nutricional de la hembra durante la vitelogénesis (Ottesen & Babiak,
2007). Panagiotaki & Geffen (1992) demostraron que el tamafio del huevo es
usualmente relacionado con el tamafo de la larva a la eclosion. En esta
experiencia, las cuatro familias provienen de una misma madre, por lo tanto no
presentan diferencias a este nivel. La variacion del volumen de saco vitelino no
fue afectada por los padres. Por lo tanto podriamos inferir que el genotipo paterno
no tiene influencia significativa sobre la utilizacion del saco vitelino durante la fase
embrionaria de esta especie. Sin embargo los efectos paternos han sido
demostrados en la historia de vida temprana de otras especies de peces como en
la trucha (Mack, et al., 2009), donde las familias se distinguen no solo por el
volumen de saco vitelino sino también por el crecimiento. En nuestro estudio, la
variacién del tamafio de la progenie desde el 1 dpf (larvas) hasta los 26 dpf
(juvenil), no fue diferenciada por los padres. Sin embargo Panagiotaki & Geffen
(1992) demostraron que los efectos parentales influyen en el crecimiento de las
larvas de Solea solea, y Clupea harengus. Asimismo, en este estudio no
encontramos influencia paternal en las dimensiones de la cabeza (longitud y
ancho), por lo tanto el padre no parece contribuir en las ventajas que podria
adquirir su progenie sobre otros individuos cuando presenta una boca mas
grande. De esta experiencia podemos deducir que si bien el efecto paterno no
tiene influencia sobre el metabolismo, el crecimiento y la morfologia de la
progenie hasta antes de los 26 dpf, podria tener influencia en la viabilidad de la
misma. Las cuatro familias se distinguen por su viabilidad mas no por el
crecimiento. La familia que desaparece en el tercer control no mostr6 menor

crecimiento en los dos controles anteriores.

La formacién de dos grupos (en base a su viabilidad), durante el periodo
de seguimiento refleja la diferencia en la estructura genética de las cuatro
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familias. El grupo que muestra mayor viabilidad en el tiempo presenta
heterocigosidades de 0,800 y 0,835. Esto podria indicar una alta compatibilidad
entre la pareja de reproductores. Sin embargo, el grupo con menor viabilidad
presenta heterocigosidades cercanas a 0,900 y 0,923, el cual a pesar de tener
elevada heterocigosidad, podria indicar baja compatibilidad entre ellos. Esta
suposicion esta apoyada por los resultados de la prueba Chi cuadrado donde la
significancia de los datos depende de la interaccion de la pareja de reproductores.
Esto es una evidencia directa de la importancia de ambos reproductores en la
historia de vida temprana de la progenie.

Asimismo, de nuestras observaciones podemos deducir que individuos
que presentan un tamafio dos veces mayor que otros estan mas propensos a
desarrollar el comportamiento canibal. En esta experiencia, no se muestra
contribucion paternal en la formacién de jumpers. Hasta los 26 dpf, observamos
que las familias presentan individuos relativamente homogéneos, no existiendo
grandes variaciones de tamafio que podrian influenciar o generar muertes por

canibalismo.

Existe una correlacién inversamente proporcional entre la heterocigosidad
y la viabilidad de las familias. Esto podria reflejar que en el caso de las familias 1
y 3 se estarian cruzando reproductores con perfiles genéticos lejanos, lo cual
atribuye una alta heterocigosidad pero a la vez baja capacidad de supervivencia
(incompatibilidad parcial de dos genomas).

10.1.3 Familias separadas

Los efectos paternales sobre la historia de vida temprana en los peces
podrian estar enmascarados por los efectos maternales pudiendo asi aparecer
menos importantes (Rideout et al., 2004). Sin embargo nuestros resultados
muestran que mientras el efecto materno tiene una gran influencia, el efecto
paterno presenta diferencias significativas en la historia de vida temprana de esta
especie. Debido al diametro semejante que presentaron los huevos de las tres
hembras, observamos pocas variaciones entre las nueve familias a la eclosion. En

la tasa de eclosién seis familias tuvieron similar éxito (F1, F2, F3, F4, F5 y F6),
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tres tuvieron bajo éxito (F7, F8 y F9), resultando ser la peor la familia 9. El bajo
éxito en la eclosion podria originarse por una cierta incompatibilidad entre la
pareja de reproductores. Estos datos estan apoyados en los tests de Bonferroni
donde el mayor efecto significativo depende de la interaccion de los padres. A
pesar de esto, las familias F7, F8 y F9 (hembra 3) resultaron tener la progenie de
mayor tamafio a los 26 dpf.

Por otro lado, el porcentaje de larvas anormales fue bajo para las familias
F4, F5, F6 (hembra 2); F7, F8, F9 (hembra 3) y elevado para las familias F1, F2 y
F3 (hembra 1). Sin embargo esta caracteristica no influye en el crecimiento de las
familias de la hembra 1. La hembra 2 tiene bajo porcentaje de larvas anormales y
elevado éxito en la eclosion, sin embargo al final del periodo de seguimiento
resulté ser la peor hembra. Por lo tanto podriamos deducir que el porcentaje de
eclosion y larvas anormales no son buenos indicadores a estos niveles de

variacion para predecir el crecimiento en familias de Pseudoplatystoma fasciatum.

La longitud total hasta el control 3, varia ligeramente, pero estas
diferencias son significativas. Estas variaciones segun Saillant et al. (2001) se
atribuyen a que existe un efecto hembra, macho e interaccion de ambos, los
cuales van a influir sobre el crecimiento de la progenie. Entre los 3 a 5 dpf, la
progenie de la hembra 3 es las mas pequefa y la progenie de la hembra 1 es la
mas grande. Sin embargo, al final del periodo de seguimiento estas dos hembras
son las que tuvieron mejor desempefio en el crecimiento en longitud total. Por lo
tanto podriamos mencionar que el tamafio inicial dentro de las variaciones
observadas no presenta correlacion con el crecimiento a 26 dpf. En este periodo
las familias se alimentaron solo con nauplios de artemia, por este motivo las
progenies no presentaron gran variacion en crecimiento ya que este alimento vivo
es consumido facilmente por todas las larvas de bagres. A partir del control 4
observamos que las variaciones se van acentuando y mas aun en el control 5. En
este periodo las familias cambiaron progresivamente de alimento, entre 10 y 14
dpf, la artemia siendo reducida progresivamente mientras que el alimento micro-
particulado se fue incrementando en paralelo. Posteriormente entre 15 y 26 dpf,
las familias fueron adaptadas al alimento peletizado. Por lo tanto estas
variaciones que presentan en estos periodos podria deberse en parte a la
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capacidad de adaptacion propia de cada familia en aceptar el alimento
proporcionado. La familia F5 presenté el mayor éxito en el crecimiento hasta el
control 3, pero al final del experimento (control 5) resultdé ser la mas pequefia.
Esto indica probablemente su baja capacidad de adaptacion al alimento
peletizado.

Al final del periodo de seguimiento, encontramos la formacion de dos
grupos, los cudles probablemente se constituyeron segun el grado de
compatibilidad que existe entre sus progenitores y también segun la capacidad de
adaptacion que presentan al alimento. El primer grupo formado por las familias de
las hembras 1, 3 y el segundo grupo formado por las familias de la hembra 2. Por
otro lado la interaccién parental significativa podria indicar un cierto grado de
incompatibilidad entre los padres (Probst et al., 2006). Esta interpretacion es
apoyada por los resultados de los ANOVAs donde la significancia materna o
paterna depende de la combinacion de las parejas. Esto es una evidencia
indirecta de la importancia de ambos reproductores en la historia de vida
temprana de la progenie. Si el efecto hembra es significante con un macho y no
con otro, entonces el efecto macho obviamente influencia en la historia de vida
temprana (Probst et al., 2006). Por lo tanto la velocidad de crecimiento en familias
de Pseudoplatystoma fasciatum, podria estar influenciada por factores

nutricionales, genéticos y no genéticos.

La supervivencia fue baja en relacion a la obtenida por Nufiez et al., 2008.
Esto también podria indicar la baja capacidad de adaptacion al alimento micro-
particulado y paletizado y en cierto grado al esquema rapido de cambio de
alimento. Posiblemente esto origind hambre en las familias en periodos cortos,
induciendo una elevada mortalidad al que se sumé el comportamiento canibal por
las variaciones de tamafio dentro de cada familia. Este comportamiento canibal
en P. fasciatum fue descrito también por Kossowski en 1996. A partir del control 4,
al parecer las larvas no podian digerir el alimento (1 mm aprox.), estas
regurgitaban parcialmente el alimento, el cual al hundirse se hidrataba y de esa
forma era consumido posteriormente por algunas larvas. Por tal motivo, en este
periodo posiblemente se incrementd la mortalidad y comenzaron a aparecer los

jumpers en la familia 8 ya que el rapido crecimiento de jumpers podria ser
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influenciado por el canibalismo intra-cohorte (Baras & Jobling, 2002). Por lo tanto
la supervivencia no solamente esta influenciada por la interaccion inicial de los

reproductores sino también por factores nutricionales.

En el control 4, 7 familias presentan un Coeficiente de Variaciéon (C.V.)
mayor del 10% y solo la familia 8 presenta el mayor indicador de diferencia
maxima de tamafo, estas variaciones también podrian estar relacionadas con la
baja capacidad de adaptacion al alimento lo cual genera un crecimiento
heterogéneo dentro de cada familia. La familia 8, por presentar individuos cuyo
tamafio es dos veces mayor que los otros, es la mas susceptible a que sus
individuos desarrollen el comportamiento canibal. En el control 5, todas las
familias presentan esta posibilidad, por lo cual se puede concluir que en este
estudio el canibalismo no depende de manera importante de factores genéticos

parentales.

A pesar de observar diferencias significativas en los datos de
heterocigosidad entre las familias, no existe correlacion al relacionar la
heterocigosidad con el crecimiento y la viabilidad. Solo se observa variaciones
entre las familias sin relacion con la heterocigosidad. Estas variaciones pueden
deberse a factores genéticos o epigenéticos que no aun no hemos identificado.

10.2 Implicancias en la piscicultura

Evaluando las caracteristicas que expresan las larvas de esta especie en
dos situaciones diferentes podemos destacar que la mejor forma de criar larvas
de P. fasciatum es evitar mezclar 6vulos y espermatozoides de diferentes
reproductores. De esta manera estariamos minimizando las variaciones de
tamafio, lo cual podria llevar a disminuir la supervivencia de las larvas por el
comportamiento canibal que podrian presentar las que alcanzan un tamafo dos
veces mayor que otras. En tal caso se estaria sumando a la variabilidad intra-
cohorte, la variabilidad inter-cohorte ambas generando un mayor C.V. y
permitiendo alcanzar mas tempranamente un indice superior a 2, indicador de una
situacion favorable al canibalismo. Esta informacion se deberia tomar en cuenta

en los programas de mejoramiento en acuicultura.
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Otra estrategia para programas de mejoramiento que se deberia tener en
cuenta es la consistencia del alimento peletizado para la etapa de levante,
evitando que este sea de naturaleza muy dura. Por Ultimo al momento de elegir la
pareja de reproductores evitar cruzar aquellos que tengan un nivel de
incompatibilidad que pueda afectar algunos de los parametros claves, como el %
eclosion o de supervivencia. Estas estrategias de manejo permitirdn mejorar el

cultivo de esta especie en la Amazonia peruana.

64



CONCLUSIONES

El origen parental, influye significativamente en la viabilidad y crecimiento,
lo cual genera heterogeneidad de tamafio en familias de P. fasciatum. Esta
heterogeneidad trae como consecuencia el desarrollo del comportamiento canibal
en las larvas de mayor tamafo, el cual va depender de la interaccién que tenga el
pez con los otros peces o de factores nutricionales. Este efecto deberia ser

considerado sobre todo en familias criadas en situacion comunal.

Las variaciones en el crecimiento que presentaron las familias durante el
mes de cria nos refleja que algunas de las diferencias observadas se podrian
originar en el genoma de la pareja de reproductores. Por lo tanto seria importante
elegir reproductores que generan familias con una mayor tasa de crecimiento para
realizar la fecundacion. Sin embargo habra que determinar si esta ventaja en el

crecimiento en longitud se mantiene durante la fase de engorde.
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RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones se recomienda:

- Ampliar el disefio factorial para evaluar el comportamiento de un mayor
namero de familias y verificar si existe una influencia de la heterocigosidad

sobre la viabilidad de las larvas.

- Realizar ensayos previos con mayor numero de items alimentarios y
distintos protocolos de adaptacion para evaluar la capacidad de adaptacién
de las larvas a estos alimentos y evitar situaciones de estrés en el
momento de la evaluacion del crecimiento de las progenies de esta especie

en cautiverio.

- Evitar el cultivo de familias diferentes en el mismo ambiente lo que puede
inducir una variabilidad de tamafio propicia para el desarrollo del

canibalismo.
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Anexo 1: Protocolo modificado de extraccion de ADN para adultos de

doncella Pseudoplatystoma fasciatum.

. Colocar aproximadamente 100 mg de aleta anal (cortados en pequefios
trozos) en un microtubo conteniendo 1ml de buffer de extraccién (CTAB 5%,
NaCl 5M, EDTA 0.5M pH 8, Tris Base 1M). Agregar 10 ul de proteinaza K
10mg/ml y colocar el microtubo a 60°C por 24 horas.

. Separar el material gendémico, agregando 1 ml de cloroformo. Mezclar
suavemente durante 5 min y centrifugar a 8 000 rpm por 5 min.

. Pipetear 500 pul del sobrenadante y precipitar el ADN, agregando 750 ul de
isopropanol frio. Colocar las muestras en el congelador por 2 horas.
Centrifugar a 13 000 rpm por 15 min. Ud. debe visualizar una mancha muy
pequeiia (pelet) en el fondo del microtubo. Desechar la solucion
cuidadosamente.

Lavar el ADN total agregando 750 ul de etanol al 70%. Centrifugar a 13 000
rpm por 15 min. Desechar la parte liquida con cuidado de no perder el pelet
(repetir este paso). Dejar secar el precipitado, por aproximadamente 5 horas,

luego resuspender en 30 pl de agua milli-Q.
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Anexo 2: Protocolo modificado de extracciéon de ADN para larvas de
doncella Pseudoplatystoma fasciatum.

. Secar la muestra, cortar en pedacitos y colocar en un microtubo 2 ml que
contiene 500 pl. de solucion buffer CTAB.

. Agregar 5 pl de proteinasa K 10 mg/ml y colocar el microtubo a 60°C toda la
noche.

. Agregar 500 pl de cloroformo. Mezclar suavemente durante 5 min., centrifugar
a 8 000 rpm por 5 min.

. Tomar 400 pl del sobrenadante y colocar en un nuevo microtubo de 1.5 ml.

5. Agregar 600 pul de isopropanol frio. Mezclar suavemente durante 2 min.

Colocar las muestras en el congelador por 2 horas.
. Centrifugar a 13 000 rpm por 15 min. Se debe ver una mancha muy pequeia
al fondo del microtubo (pelet).

7. Desechar la soluciéon cuidadosamente.

. Agregar 600 pl de etanol al 70%. Centrifugar a 13 000 rpm por 15 min.
Desechar la parte liquida con cuidado de no perder el pelet (repetir este paso)

. Dejar secar el precipitado, colocando el microtubo en papel absorbente sobre
el banco de trabajo.

10. Diluir el precipitado en 15 ul de agua milli-Q.
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Anexo 3: Densidad y protocolo de alimentacion para larvas de doncella
Pseudoplatystoma fasciatum de 3 a 26 dpf.

Dias post fecundacion (dpf)
3-5 | 6-9 10-13 14-17 18-
26
Densidad inicial
de larvas
Tipo de 3000 1500 90
comida (%)
Artemia 100 80|60 |40 |20 -
Alimento - 20/40|60|80| 100 |80 |60|40|20 -
microparticulado
Alimento peletizado - 20 1406080 | 100
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