Rev Coal Cienc PecVal. 17: Suplemento, 2004

17

Analisis de lavariacion genética en Piaractus brachypomus (Pisces,
Characidae) en estaciones piscicolas colombianas mediante RAPD

Hermes Pineda Santist, Biol; Diego Pareja Molina?, Biol; Juan Builes Gomez2, Biol, MSc; Martha OliveraAngelt, MV, Dr. Cien. Agr.
1Grupo de Fisiologiay Biotecnologia de la Reproduccion, Facultad de Ciencias Agrarias Universidad de Antioquia, AA 1226.

2L aboratorio Genes Ltda. CC Monterrey Oficina 612. Medellin, Colombia.
hpinedas@agronica udea.edu.co

(Recibido: 19 enero, 2004; aceptado: 2 abril, 2004)

Resumen

La informacién sobre la variacion genética en especies de cultivo es esencial para un apropiado
manejo de los animales tanto en medio natural como en cautiverio. En este estudio fue utilizado el
Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar (RAPD) para evaluar la variacién genética de juveniles de
Piaractus brachypomus (Characiformes, Characidae, Serrasalminae), provenientes de cuatro
estaciones piscicolas localizadas en cercanias de Villavicencio, departamento del Meta (oriente de
Colombia). Se consideraron como control intraespecifico, la progenie de parentales provenientes del
medio natural, y como control interespecifico se utilizaron los individuos de la familia Characidae;
Colossoma macropomum, de la subfamilia Serrasalminae y Brycon moorei de la subfamilia
Bryconinae. Treinta y cuatro de cuarenta iniciadores de RAPD, kits OPA y OPB con 20 iniciadores
cada uno (10 nucledtidos por iniciador), proporcionaron 1168 fragmentos amplificados de ADN, de
los cuales 440 fueron fragmentos Unicos que discriminaron entre losindividuos en estudio. La Distancia
Genética (DG) mostré que los juveniles de Piaractus brachypomus tuvieron una menor distancia
respecto al control intraespecifico proveniente del medio natural, sugiriendo una disminucién de la
variacion genética manifestado en un menor nimero de fragmentos Unicos. Posiblemente ocasionado
por € uso de un mismo grupo de parentales confinados, no renovados, en las zonas de reproduccion.
Los efectos antrépicos en la region como la contaminacion de aguas por agroquimicos, la sobrepesca,
la deforestacion y la sedimentacion del rio, han disminuido € nimero de individuos en las principales
zonas de pesca forzando a los cultivadores a tener un reducido nimero de reproductores. Colossoma
macropomum y Brycon moorei se separaron del grupo de Piaractus brachypomus, dando validez a la
clasificacion taxondmica, como especies diferentes.

Palabras clave: Bryconinae, manejo pesquero, peces, Serrasalminae.

I ntroduccién

Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818); es la
primera especie nativa y segunda més comercia de
aguas continentales colombianas, con
aproximadamente 13.000 tor/afio; tieneaVillavicencio,
capital del departamento del Meta, como € principal
productor y distribuidor de alevinos para crecimiento
y reproduccion en estanques en diferentes regiones
del paisdesde 1985 (8, 11).

Enlosiniciosdelaacuiculturaparaestaespecie, la
mayoria de los peces, sexualmente maduros, eran
capturados por pescadores directamente del rio Meta,
y llevados a las estaciones piscicolas parainiciar los
procesos de desove y venta de alevinos. Los efectos
antrépicos como contaminacion de aguas por
agroquimicos, sobrepesca, deforestacion vy
sedimentacion del rio (15), redujeron el nimero de
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individuosen e medio natural, por o quelospropietarios
delasestaciones piscicol as optaron por tener su propio
grupo de reproductores (8), y hacer los cruces
necesarios para asegurar lapresenciadel producto en
el mercado.

Laacuicultura, en general, ha ganado popularidad
enlas dos Ultimas décadas en nuestro pais, durantelas
cuales, las politicas gubernamentales han
promocionado la exploracién para cultivo de nuevas
especies de peces nativos. Si bien se ha avanzado en
aspectos como reproduccion, nutriciony cultivo (11),
son pocos los trabajos encaminados a conocer la
variacion genética de las especies. Piaractus
brachypomus a pesar de su gran relevancia
econdmica, aun no cuenta con estudios genéticos que
muestren los posibles efectos deletéreos en los
individuos mantenidos en estangues, ni su viabilidad a
largo plazo paraobtener individuos con caracteristicas
genéticas productivas, mejoradas por seleccién
artificial. El interés de este trabajo fue evaluar el
componente genético existente en juveniles (alevinos)
de Piaractus brachypomus en las estaciones
piscicolas comerciales localizadas en Villavicencio,
para realizar un adecuado manejo pesquero de los
reproductores en cultivo.

La identificacion y discriminacién genética de
gruposdeindividuosen acuiculturaesun requerimiento
fundamental en cualquier programade cultivo, yasea
dirigido hacialarealizacion de un producto comercial,
0 parala rehabilitacién de poblaciones naturales (5).
Latécnicade Polimorfismos de ADN Amplificado al
Azar (RAPD), ha sido una herramienta atil para
establecer la variacion genética en varias especies de
peces (12, 13, 24); por lo que se considera apropiada
para obtener un acercamiento a la situacion genética
actual de los individuos en las estaciones piscicolas.
RAPD es la amplificacién de pequefios fragmentos
de ADN por la Reaccidn en Cadenade la Polimerasa
(PCR), distribuidos alo largo del genoma, utilizando
un unico iniciador de secuenciaarbitraria (22, 23). Es
un método sensible para detectar variacion, pero, su
propiedad de dominante y su inestabilidad en la
repeticion debido a la calidad del ADN, rango de
temperaturas y condiciones de PCR han limitado su
uso, sin embargo, unavez estandarizados| os procesos,
suvalor informativo essignificativo (9).

Rev Col Cienc Pec Vol. 17: Suplemento, 2004

Materiales y métodos
Muestras

Se utilizaron muestras de aleta de 20 juveniles de
Piaractus brachypomus, entre 30 y 60 dias de
nacidos, de reproductores mantenidos en cautiverio por
largo tiempo, y provenientes de cuatro estaciones
piscicolas (A, B, Cy D) localizadas en cercanias de
Villavicencio (4°9'N, 73°38' W) (véase Figura1). Los
juveniles, en cadaestacion piscicola, fueron obtenidos
a azar, debido a que toda la progenie de una misma
edad y provenientes de diferentes reproductores se
mantienen agrupados en grandes estanques. Como
control intraespecifico setomaron 5 individuos adultos
provenientesdel medio natural (rio Meta), y localizados
en la estacion piscicola en San José de Nus (SIN)
(6°14' N, 75°1' W), donde han permanecido por siete
afos para docencia e investigacion. Estos individuos
conservan la composicion genética original de la
especie, yaque no han tenido reposicién. Como grupo
control interespecifico setomaron 10 individuos, 5 de
Colossoma macropomum y 5 de Brycon moorei,
ambas de la familia Characidae, de las subfamilias
Serrasalminaey Bryconinae, obtenidosdelosriosMeta
y Magdal enarespectivamente. Las muestras de a etas
delosindividuosfueron mantenidosen tubos de ensayo
gue contenian 100% etanol y guardados a 4°C para
posterior andlisis.
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Figura 1. Villavicencio y cuadro estaciones piscicolas de muestreo
de juveniles de Piaractus brachypomus. Localizacién del rio Meta.
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Extraccion de ADN

Parala extraccién de ADN se siguio € protocolo
descrito por Murray & Thompson (16), a cual sele
hicieron algunas modificaciones parapeces. Lasaetas
fueron pulverizadas con nitrégeno liquido y depositadas
en tubos eppendorf con 1 ml de tampoén de lisis (0.4
mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA,
2% CTAB). El homogenizado fue incubado por cuatro
horas a 65°C con 20 n de proteinasaK (20 mg/ml) y
centrifugado por 12000 rpm por 5 minutos a 4°C.
Pasos sucesivos con fenol, fenol/cloroformo (1:1) y
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) fueronrealizados
al sobrenadante en cada paso, luego de centrifugado a
12000 rpm durante 5 minutos entre cada uno de los
pasos. Después deladltimacentrifugacion, seadiciond
isopropanol (2:1) al sobrenadante para permitir la
precipitacion del ADN. Se adicion6 20 nl de 3M
C,H,O,NapH 5.2 alas muestras'y fueron mantenidas
a-20°C por una hora o de un dia para otro. Después
de una centrifugacién de 12000 rpm durante 20
minutos, se descartd el sobrenadantey €l precipitado
fue lavado con 300 i de etanol al 70%; €l ADN se
dej6 secar a temperatura ambiente, y se resuspendio
en 30 m de TE. Lasolucion fue incubada durante 15
minutos a 60°C para permitir su disolucion. La
cuantificacion de ADN se realizé en un
espectrofotometro PerkinElmerO , USA.. Paraconocer
la variacién genética existente en cada una de las
estaciones piscicolas, se preparé una mezclatotal de
ADN con 20 m (50 ng/m) proveniente de cadauno de
losindividuos queintegran cadamuestra.

Condiciones de amplificacion

Lareaccién deamplificacion de ADN fuerealizada
en un termociclador PTC 100 (MJResearchO, USA),
con el siguiente rango de temperaturas descrito por
Yu & Pauls, (25): un ciclo de 94°C por 4 minutos,
seguido de 35 ciclos: 94°C por 35 segundos, 36°C por
35 segundos y 72°C por un minuto. El volumen de
reaccion fue de 25 m que contenia: 10 ng de ADN
molde, 10 pmol ddl iniciador de RAPD aprobar, 1 unidad
de Tag ADN polimerasa (PromegaQ , USA), 0.2 mM
de cada dATP, dCTP, dGTP and dTTP (PromegaQ,
USA), 2mM de MgCl (PromegaO, USA) y 2.5 de
tampon Tag 10X. Un control negativo, con todos los
reactivos excepto el ADN molde, fueincluido entodas
lasamplificaciones. Las condicionesde reaccion fueron
estandarizadas con resultados similares en los casos
repetidos.
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Deteccién de los productos de amplificacion

L os productos de PCR fueron corridos en geles de
poliacrilamidaal 4%. Paraconocer el tamafio de cada
uno de los fragmentos de ADN obtenido se utiliz6 un
marcador de peso molecular de ADN (20), su
visualizacion se hizo mediante tincion con plata
(PromegaQ , USA) siguiendo €l protocol o descrito por
Dinesh et al (2). Lalecturade los geles fue realizada
por dos personas de manera independiente.

Andlisis de los datos

Doskits de 20 iniciadores cada uno (OPA y OPB)
con un tamafio de 10 nucledtidos por iniciador, con a
menos 60-70% de contenidos de GC, fueron adquiridos
de Operon TechnologiesO , USA. Solo seconsideraron
los fragmentos intensos y reproducibles entre 222 y
2.645 pb, alos que se les asigné 1 (presencia) 6 0
(ausencia) con relacion alos otros grupos comparados
en un gel de poliacrilamida a 4%, y con un mismo
iniciador (véase Figura2), lo anterior proporciono una
matriz de comparacion parael calculo delaDistancia
Genética (DG). Los iniciadores de RAPD que no
produjeron fragmentos nitidos fueron OPA-12, OPB-
02, OPB-03, OPB-09, OPB-16 y OPB-19.
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*SJIN: Estacién piscicola San José del Nus (control
intraespecifico), **C m: Colossoma macropomum (control
interespecifico), A, B, C y D: Estaciones piscicolas localiza-
das en cercanias de Villavicencio, departamento del Meta
(oriente de Colombia) M: Marcador de peso molecular.

Figura 2. Fragmentos de RAPD generados en cinco estaciones
piscicolas. Iniciador OPA-17.
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Los valores de Distancia Genética (DG) se
calcularon mediante laformulade Nei y Li (17):

DG = 1- [2n; /(ni + )]

donde nj; es el nimero total de fragmentos
compartidos por dos grupos, y ni y n;son el nimero
total defragmentosenlosgruposi'y j, respectivamente.
El soporte deramas (3, 4) del dendrograma Neighbour
Joining (NJ) (19) fue obtenido mediante 10.000 réplicas
realizado con el programa de computador PAUP* 4.0
(22).

Resultados

Treintay cuatro (85%) de los cuarenta diferentes
iniciadores de RAPD utilizados, produjeron 1168
fragmentosamplificados, reproduciblesy consistentes,
deloscuales, 440 correspondieron afragmentos Uinicos
(véase Tabla 1), sugiriendo un alto nimero de
fragmentos amplificados para estas especies. En

Rev Col Cienc Pec Vol. 17: Suplemento, 2004

Piaractus brachypomus, se presentaron 666
fragmentos de los cuales un nimero mayor de ellos
correspondi6 a control intraespecifico SIN (261), y
numeros menores se presentaron en los juveniles
provenientes de estaciones piscicolas en los Llanos
Orientales (véase Tabla 1). De la misma manera 'y
conservando la misma tendencia, se obtuvieron los
fragmentos anicos en todos |os grupos de individuos
analizados (véase Tabla 1). El porcentaje de
fragmentos Unicos obtenido, de los juveniles
provenientes de | as estaci ones piscicol as en cercanias
de Villavicencio fue bajo, entre 14.6% y 27.9%,
respecto al control intraespecifico SIN (33.3%) (véase
Tabla1). Los nimeros de fragmentos totales y Uinicos
més altos se observaron en los individuos del control
interespecifico (véase Tabla 1). Los iniciadores
OPA-05, OPA-06, OPA-10, OPA-11, OPA-13,
OPA-15, OPA-019, OPB-01, OPB-05, OPB-12 y
OPB-18 produjeron fragmentos amplificadosde ADN
Unicos, los cuales discriminaron entre individuos
provenientes de diferentes estaciones piscicolas.

Tabla 1. Resumen de fragmentos amplificados de ADN mediante PCR utilizando 34 iniciadores de RAPD (OPA Y OPB) en
Piaractus brachypomus provenientes de estaciones piscicolas colombianas.

Muestra NUmero total de NUmero promedio Namero total Porcentaje de
fragmentos de fragmentos por fragmentos Gnicos fragmentos Unicos
iniciador (%)
SIN* 261 7.7 87 33.3
A 130 3.8 19 14.6
B 61 1.8 17 27.9
C 46 1.4 9 19.6
D 168 5.0 33 19.6
Subtotal 666 0 - 32
C m** 264 7.8 142 53.8
B m** 238 7.0 133 55.9
Total 1168 0 e 440 -

*SJIN: Estacion piscicola San José del Nus (control intra especifico), **C m: Colossoma macropomum y **B m: Brycon moorei
(controles inter especificos), A, B, C y D: Estaciones piscicolas localizadas en cercanias de Villavicencio, departamento del

Meta (oriente de Colombia).

En Piaractusbrachypomus|las distancias oscilaron
entre 0.150 (SIN vs A) y 0.401 (SIN vs C) (véase
Tabla?2). Paralos controlesinterespecificos, losvalores
de DG oscilaron entre 0.239 (SIN vs Colossoma
macropomum) y 0.563 (B vs Brycon moorei) (véase
Tabla 2). ElI dendrograma NJ presenté un
agrupamiento de los juveniles pertenecientes a las

estaciones piscicolas cercanasaVillavicencio, distante
de los grupos control intra e inter especificos (véase
Figura3).

El soporte de ramas en un éarbol filogenético
presentalaconfiabilidad delarelacion existente entre
los grupos comparados (4). El dendrograma NJ
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Tabla 2. Distancia Genética estimados segun la formula de Nei y Li (1979) en individuos obtenidos de diferentes estaciones
piscicolas colombinas considerando presencia (1) /ausencia (0) de los fragmentos de ADN amplificados mediante 34

iniciadores de RAPD.

Muestras SJIN* A B C D C m** B m**
SJIN* R
A 0.150 _
B 0.325 0.203 _
C 0.401 0.239 0.253 _
D 0.163 0.158 0.239 0.215 _
C m** 0.239 0.318 0.539 0.530 0.281 _
B m** 0.264 0.308 0.563 0.554 0.288 0.258 _

*SJIN: Estacion piscicola San José del Nus (control intra especifico), **C m: Colossoma macropomum y **B m: Brycon moorei
(controles inter especificos), A, B, C y D: Estaciones piscicolas localizadas en cercanias de Villavicencio, departamento del

Meta (oriente de Colombia).
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Figura 3. Dendrograma NJ con la relacion existente entre los individuos de Piaractus brachypomus
obtenidas de diferentes estaciones piscicolas. Soporte de ramas 10.000 réplicas.

obtenido en este estudio presentd atos valores de
discriminacion (75-100) entrelosdiferentes grupos de
individuos comparados (véase Figura 3).

Discusion

El nUmero de fragmentos totales obtenidos es
significativo paralasespeciesdelafamiliaCharacidae,
y se constituye en un acercamiento de tipo genético a
estas especies, ya que no se han realizado estudios
previosen ellas.

La variacion observada mediante esta técnica, se
fundamentd en el nimero de fragmentos Unicos que
se pueden encontrar en el genoma de un determinado
grupo deindividuos comparados, |0s cuales se generan
a partir de iniciadores de diez nucledtidos que

encuentran un sitio de union en el genomay no estan
enotros(22, 23). Considerandolo anterior, losjuveniles
provenientes de grupos de reproductores localizados
en estaciones piscicolas en los Llanos Orientales,
presentaron un porcentaje menor de fragmentos Uinicos
comparados con € grupo de individuos provenientes
del medio natural, lo que sugiere un ato porcentaje de
fragmentos compartidos, esto es, una similitud entre
los grupos de reproductores en cautiverio. Este
resultado es factible, ya que los propietarios de las
estaciones piscicolas vecinas a Villavicencio, han
estado realizando |os apareamientos necesarios entre
reproductores disponibles en las cercanias
(piscicultores, comunicacion personal).

El muestreo realizado en las estaciones piscicolas
solo represent6 una parte de lavariacién genéticatotal
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existente en el medio natural, por lo que dej6 abiertala
posibilidad delarenovacion del plantel dereproductores
medi ante | os apareami entos controlados con individuos
nativos, con el fin de mantener la variacién en
cautiverio. Laproteccidn dereproductores|ocalmente
adaptados y genéticamente diferenciados en las
fuentes naturales, promueve la productividad y el
sostenimiento de |os recursos pesqueros por largos
periodos, permitiendo un mayor desarrollo de esta
actividad.

Para los peces se han reportado en la literatura,
efectos deletéreos en individuos cercanamente
relacionados, como reduccion en viabilidad,
supervivencia y crecimiento, disminucién en la
produccién de ovasy aumento de fenotiposanormales
(6), ninguno hasido reportado en Colombia, 1o cual no
quieredecir que no se estén presentando. Por |o tanto,
debe ser implementado un programa apropiado de
manejo de apareamientos de individuos en
confinamiento para preservar la variacion genéticay
prevenir una disminucion de la eficacia biol6gica, ya
gue en caso de fomentar la repoblacion en zonas de
pesca deprimidas, el componente genético es de vital
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Summary

Genetic variation analysis in Piaractus brachypomus (Pisces, Characidae) in Colombian
hatcheries by the use of RAPD

I nformation on genetic variation in cultured fish speciesisessential for an appropriate animal
management both in the wild and in captivity. In this study was used the Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) to evaluatethe genetic variation in juveniles of Piaractusbrachypomus
(Characiformes, Characidae, Serrasalminae) fromfour hatcherieslocated near Villavicencio, Meta
department (eastern Colombia). It were considered as an intra specific control, the progeny of
broodstocksfrom thewild, and asan inter specific controlswere used theindividuals of thefamily
Characidae; Colossoma macropomum, of the subfamily Serrasalminae and Brycon moorei of the
subfamily Bryconinae. Thirty four out of forty RAPD primers, kits OPA and OPB with 20 primers
each (10 nucleotides per primer), yielded 1168 amplified fragments of DNA, of which 440 were
unique fragmentsthat discriminated among individualsin this study. The Genetic Distance (DG)
showed that juveniles of Piaractus brachypomushad a lower distance respect to theintra specific
control from the wild, suggesting a decrease genetic variation manifested in a lower number of
unique fragments. Possibly caused by the use of the same broodstock confined, no renewed, in the
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reproductive zones. Anthropogenic effects in the region such as the water pollution by
agrochemicals, the overfishing, the deforestation and the river sedimentation have decreased the
individuals number in the fishing zones, forcing farmers to have a reduced broodstock numbers.
Colossoma macropomum and Brycon moorei got apart from the Piaractus brachypomus cluster,
giving validity to the taxonomic classification, as different species.

K ey wor ds. Bryconinae, fishing management, fishes, Serrasalminae.
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