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Resumen

La informacién sobre la relacién taxondmica entre especies de peces es fundamental para una
identificacion de las poblaciones naturales. La familia Characidae es un grupo de peces ampliamente
distribuido en Centro y Suramérica €l cual debe ser identificado, clasificado y preservado. En este
estudio fue utilizado el Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar (RAPD) para evaluar la relacion
taxonémica en cuatro especies tropicales de peces continentales localizados en el territorio
colombiano, los cuales pertenecen a la familia Characidae; subfamilia Bryconinae: Brycon moorei y
Brycon henni; y subfamilia Serrasalminae: Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus. Treinta
y cuatro de cuarenta iniciadores con secuencias de diez nucledtidos al azar (RAPD) produjeron 2.129
fragmentos amplificados de ADN, de los cuales 428 fueron identificados como marcadores especificos
gue discriminaron entre géneros y especies. El perfil de fragmentos mostré que Brycon moorei se
separ6 del grupo de Brycon henni, y dentro de este Gltimo grupo fue posible discriminar entre muestras
de dos diferentes cuencas; rios Magdalena y rio Cauca. Piaractus brachypomus y Colossoma
macropomum se separaron de forma independiente y distante de la subfamilia Bryconinae. Ademas,
dentro del grupo de Piaractus brachypzmus fue posible discriminar entre individuos provenientes de
medio natural o de cultivo. La técnica de RAPD permitié un acercamiento a la sistematica de estas

especies con miras a una apropiada identificacién.

Palabras clave: Brycon spp., Colossoma spp, Piaractus spp., sistematica.

I ntroduccién

Lagenéticamolecular tieneunimpacto significativo
en el campo de la taxonomia en muchas areas de la
biologiaactud, entreéellas, lacaracterizaciony relacion
delasespecies, y |os mecanismos de especiacion (12).
Las especies de peces, en el orden de los
Characiformes, son morfol 6gicamente diversasdebido
a variantes en la forma del cuerpo, estructura de la
mandibula, nimeroy disposicion delosdientesy enla
anatomia interna (33), lo que hace confusa y tediosa
su identificacion mediante la comparacion de los
caracteres continuos o discretos. Adicionalmente, la
escasa informacion acerca de larelacion filogenética
dentro de muchos grupos de peces, y el
desconocimiento preciso de la diversidad ictica en

vastas regiones de Centro y Suramérica no han
permitido hacer unarecopilaci én definitivaen muchos
de ellos (32). En el orden Characiformes no hay un
consenso sobre la clasificacion de las familias, y hay
diferentes puntos de vista sobre lainterrelacidn de las
subfamilias, aln asi, lasrevisionesde Vari y Maabarba
(32) y Orti y Vari (27) proveen una alternativa
taxondmica relevante sobre sus posibles relaciones
(15). La familia Characidae es actualmente
consideradacomo unaentidad no monofiléica (14, 25),
pero existen algunos subgrupos monofiléticos bien
soportados, como es el caso de la subfamilia
Serrasalminae, €l cual incluyelos géneros Colossoma,
Piaractus, Mylossoma, Myleus, Serrasalmus,
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Pristobrycon, entre otros (16, 17, 26). Otro género
considerado como monofilético es Brycon (18), con
gran distribucion en rios de Centro América, y las
cuencas de Suramérica como Parang, Orinoco y
Amazonas (13).

Los primeros registros sobre la fauna ictica
colombianafueron realizados por europeos alrededor
del afio 1750, en los cuales se describieron los peces
mayores y més comunes para la alimentacion; més
recientemente, Dalh (4) y Gery (10) realizaron
descripciones morfoldgicas y ecolégicas de gran
importancia cientifica en varias especies nativas
siguiendo los cursos de los rios Magdalenay Cauca
(2). Actuamente, se han hecho pocos estudios para
conocer la base genética de |os peces colombianos y
su relacion taxonémica con miras a una precisa
definicion delosindividuos como especie.

El concepto de especie, unidad fundamental de
clasificacion, se refiere a un organismo en la
nomenclatura cientifica plenamente identificado, que
deja por fuera otras definiciones como subespecie,
semiespecie, superespecie o especie compleja que no
reflgjan larealidad objetivadelaclasificacion (24). En
este estudio sesigueladefinicion de especiesbiol dgicas
evol utivas como «grupos de individuos (pobl aciones)
que bajo condi ciones natural es estén reproductivamente
aisladas, o potencialmente lo son, de otros grupos
similares, y como tales son lingjes evol utivos separados
por discontinuidad irreversible», e cual resume los
conceptos de especies evolutivas (20) y bioldgicas
(22).

Latécnicade Polimorfismo de ADN Amplificado
a Azar (RAPD), ha sido una herramienta atil para
establecer relaciones filogenéticas entre organismos
cercanamente relacionados (3, 11, 19), por lo que se
considera apropiada para obtener un acercamiento a
la relacion filogenética en peces (Characiformes,
Characidae). RAPD consiste de unaamplificacion de
pequefios fragmentos de ADN por la Reaccién en
Cadenade la Polimerasa (PCR) esparcidos alo largo
del genoma, utilizando un Unicoiniciador de secuencia
arbitraria (34, 35). Esun método sensible paradetectar
variacion, sin embargo, su propiedad de dominante y
suinestabilidad en larepeticion debido alacalidad del
ADN, rango de temperaturas y condiciones de PCR
han limitado su uso; sin embargo, una vez
estandarizados los procesos su valor informativo es
relevante (12).
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El interés de este estudio fue evaluar la relacion
taxonémica de cuatro especies de peces,
pertenecientes a la familia Characidae; subfamilias
Serrasalminae y Bryconinae, localizados en aguas
continentales colombianas, para contribuir a su
identificaciony clasificacion taxonomicamediante el
uso de la técnica de RAPD.

Materiales y métodos
Especies

Individuos de cuatro especies de la familia
Characidae fueron considerados para € andlisis de
relacion taxondmica, siguiendo la clasificacién
registrada hasta Diciembre de 2003 en el GENBANK
(9); dos especies pertenecen a la subfamilia
Bryconinae; Brycon moorei, conocida como Dorada
y Brycon henni, identificadacomo Sabaleta. El género
Brycon spp. es un grupo de peces de aguas
continentales con alrededor de cuarenta especies
vélidas segln la taxonomia clasica (13), once de las
cuales han sido reportadas en los rios Amazonas,
Atrato, Cauca, Dagua, San Juan, Sint, Magdalena,
Meta, Mira, Orinocoy Patiaen Colombia(1, 13). Las
otras dos especies de la subfamilia Serrasalminae;
Colossoma macropomum, identificada como
Cachama Negray Piaractus brachypomus, conocida
como CachamaBlanca, son originarias de pequefiosy
grandes rios que fluyen a las cuencas de los rios
Orinoco y Amazonas, y actualmente son de alto valor
comercial enlaacuiculturacolombiana(28).

Origen de las muestras

Los 105 individuos utilizados fueron identificados
mediante sus caracteristicas externas siguiendo la
taxonomiadescritapor Dalh (4) y Gery (10). El nimero
deindividuos por subfamiliay origen serelacionanen
latablal.

Extraccion de ADN

De cadaindividuo se obtuvo 1 ml de sangre, enun
tubo que contenia TNES (10 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.3 M NaCl, 10 mM EDTA pH 8.0, SDS 1%) (7). El
ADN gendmico se extrgjo siguiendo el protocolo
descrito por Miller et al (22), con las siguientes
maodificaciones; a30 M de sangre, se adicionaron 500
m detampdn delisis (TNES) y 20 ml de proteinasa K
(20 mg/ml). Lasolucion se dejé en bafio maria por 24
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horasa56°C, luego se adicionaron 100 m de5M NaCl
seguido de vortex por 20 segundos, se centrifugé a
14000 rpm durante cinco minutos. Al sobrenadante se
leadiciond e mismo volumen deisopropanol 100%, se
mezcl6 por inversiény sedejé doshorasa-20°C, luego
se centrifugd a 14000 rpm durante cinco minutos, €l
precipitado obtenido fue lavado con 300 i de etanol
70%, centrifugado nuevamente y eliminado el
sobrenadante, se dej6 secar el precipitado a
temperatura ambiente. Finalmente, se adicionaron 70
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m de agua ultrapura. La calidad del ADN se observé
mediante la migracién de la muestra en un gel de
agarosa 1% en un campo el éctrico constante de 80 V
durante 30 minutos, y su cuantificacion se realizé en
un espectrofotometro (PerkinElmerO, USA). Para
conocer la variacion genética total en cada muestra,
se prepar para cadaunade ellas unamezclade ADN
gue contenia 10 m (50 ng/m) de cada uno de los
individuos queintegraron cadagrupo.

Tabla 1. Relacion de especies, origen y nimero de individuos en este estudio.

Especie Origen Numero de individuos

Subfamilia Bryconinae

Genero Brycon spp.

1. Brycon moorei Rio Magdalena (Inmediaciones de Monteria) 5
75° 53'W 8° 45'N

2. Brycon henni Estacién Piscicola de San Carlos (Antioquia) 10
74°59'W 6° 11' N

3. Brycon henni Rio Piedras (Jericé - Antioquia) 10
75° 47" W 5° 47' N

4. Brycon henni Quebrada la Humarada 1 (Puerto Berrio - Antioquia) 10
74° 24'W 6° 29' N

5. Brycon henni Quebrada la Humarada 2 (Puerto Berrio - Antioquia) 10
74° 24'W 6° 29' N

6. Brycon henni Quebrada la Clara (Gémez Plata - Antioquia) 10
75°13'W 6° 41'N

7. Brycon henni Quebrada Guaracu (San Jerénimo - Antioquia) 10
75°43' W 6° 26' N

Subfamilia Serrasalminae

Genero Colossoma spp.

8. Colossoma macropomum Estacién Piscicola de San José del Nus 10

(San Roque - Antioquia) 75° 1' W 6° 29' N

Subfamilia Serrasalminae
Genero Piaractus spp.

9. Piaractus brachypomus

Estacién Piscicola de San José del Nus 10

(San Roque - Antioquia) 75° 1' W 6° 29' N

10. Piaractus brachypomus
73°38'W4°9'N
11. Piaractus brachypomus
73°38'W4°9'N
12. Piaractus brachypomus
73°38'W4°9'N
13. Piaractus brachypomus
73°38'W4°9'N

Estacion Piscicola A (Villavicencio - Meta) 15
Estacion Piscicola B (Villavicencio - Meta) 15
Estacion Piscicola C (Villavicencio - Meta) 5

Estacion Piscicola D (Villavicencio - Meta) 10

Total 105

Condiciones de amplificacion

Lareaccion deamplificaciéon de ADN fueredizada
en un termociclador PTC 100 (MJ ResearchO), con
€l siguiente rango de temperaturas modificado de Yu
y Pauls (36): un ciclo de 94°C por 4 minutos, seguido

de 35 ciclos: 94°C por 35 segundos, 36°C por 35
segundosy 72°C por un minuto. El volumen dereaccion
fue de 25 m que contenia: 10 ng de ADN molde, 10
pmol del iniciador de RAPD aprobar, 1 unidad de Tag
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ADN polimerasa(Promegal , USA), 0.2 mM de cada
dATP, dCTP, dGTP and dTTP (Promegad, USA), 2
mM de MgCl (PromegaQ, USA) y 2.5 m de tampon
Tag 10X. Un control negativo, con todoslosreactivos
excepto el DNA molde, fue incluido en todas las
amplificaciones. Las condiciones de reaccion fueron
estandarizadas con resultados similares en los casos
repetidos.

Deteccién de los productos de amplificacion

L os productos de PCR fueron corridos en geles de
poliacrilamidaa 4%. Para conocer el tamafio de cada
uno de los fragmentos de ADN obtenido se utilizé un
marcador de peso molecular de ADN (30), y su
visualizacion se hizo mediante tincion con plata
(Promega0 , USA) siguiendo € protocol o descrito por
Dinesh et al, (5). Lalecturadelos gelesfuerealizada
por dos personas de forma independiente.

Andlisis de los datos

Dos kits 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. Sdlo se consideraron
los fragmentos intensos y reproducibles entre 222 y
2.645 pb (véase Figural), loscua esfueron registrados
como 1 (presencia) 6 0 (ausencia). Losiniciadores de
RAPD que no produjeron fragmentos nitidos fueron
OPA-12, OPB-02, OPB-03, OPB-09, OPB-16y OPB-
19.

Los valores de Distancia Genética se calcularon
mediante laformulade Nei y Li (23):

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

\ donde n; es el nimero total de fragmentos
compartidos por dos grupos, y ny n, son e nimero
total defragmentosenlosgruposi'y j, respectivamente.
El soporte deramas, el cual representalaconfiabilidad
de la relacion existente entre los grupos comparados
(6, 8) del dendrograma Neighbour Joining (NJ) (29)
fue obtenido mediante 10.000 réplicascon € programa
de computador PAUP* 4.0 (31).
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Figura 1. Fragmentos de RAPD obtenidos en varias especies de
peces colombianos. Iniciador OPA-10.

Resultados

Treintay cuatro (85%) de los cuarenta diferentes
iniciadores de RAPD utilizados, produjeron 2.129
fragmentos amplificados reproduciblesy consistentes
de ADN, de los cuales 428 correspondieron a
fragmentos Unicos (véase Tabla 2), sugiriendo un alto
nuamero de fragmentos amplificados para estas
subfamilias de peces.

Subfamilia Bryconinae

Brycon moorei presentd una mayor cantidad de
fragmentos totales y Unicos (238 y 94,
respectivamente), con relacion a los encontrados en
Brycon henni (véase Tabla 2), los iniciadores que
discriminaron entre las dos especies fueron OPA-03,
OPA-04y OPB-17,y lasdistancias genéticas oscilaron
entre 0.26 y 0.51 (véase Tabla 3). En €l grupo de
individuos de Brycon henni, un niimero mayor y menor
de fragmentos se registré en los individuos de las
muestras delaquebradalaHumaradaly LaGuaracu
con 211 y 19 fragmentos, respectivamente (véase
Tabla 2). Asi mismo, un nimero mayor y menor de
fragmentos Unicos se presentd en los individuos
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provenientesdel rio Piedrasy laquebradalLaGuaract
con 34y 0 fragmentos con porcentajes que oscilaron
entre 17.2 y 0%, respectivamente (véase Tabla 2).
De otra parte, la mayor y menor distancia genética
encontrada oscilaron entre los individuos de las
muestras de las quebradas La Humarada 2 y La
Guaract (DG=0.47) y LaHumaradaly LaHumarada
2 (DG= 0.07), respectivamente (véase Tabla 3).

Subfamilia Serrasalminae

Los individuos de la muestra de Colossoma
macropomum presentaron 264 y 103 fragmentos
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totales y Unicos, respectivamente (véase Tabla 2), un
numero superior con relacion al obtenido en los
individuos de las muestras de Piaractus
brachypomus. Las distancias genéticas entre |las dos
especies oscilaron entre 0.24y 0.54 (véase Tabla3), y
losiniciadores que |os discriminaron fueron OPB-14,
OPB-18 y OPB-20. En las muestras de Piaractus
brachypomus, se presenté un nimero mayor de
fragmentos totales y Unicos (261 y 57,
respectivamente), en los individuos de la muestra de
la estacion piscicolade San José del Nus, y menor en
los individuos de la estacion piscicolaC (46 y 7,
respectivamente) (véase Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de los fragmentos de ADN amplificados por PCR obtenidos con 34 iniciadores RAPD en cuatro

especies de peces tropicales.

No. de No. No. de Porcentaje
fragmentos promediode fragmentos de
Lugares de muestreo 2
totales fragmentos Unicos fragmentos

registrados  poriniciador unicos
Brycon moorei
1. Rio Magdalena 238 7.0 94 39.5
Brycon henni
2. Estacioén Piscicola en San Carlos 208 6.1 32 15.4
3. Rio Piedras 198 5.8 34 17.2
4. Quebrada La Humarada 1 211 6.2 14 6.6
5. Quebrada La Humarada 2 190 5.6 17 8.9
6. Quebrada La Clara 134 3.9 13 9.7
7. Quebrada La Guaracu 19 0.6 0 0
Colossoma macropomum
8. Estacion Piscicola San José del Nus 264 7.8 103 39.0
Piaractus brachypomus
9. Estacién Piscicola San José del Nus 261 7.7 57 21.8
10. Estacion Piscicola A 130 3.8 18 13.8
11. Estacion Piscicola B 61 1.8 12 19.7
12. Estacion Piscicola C 46 1.4 7 15.2
13. Estacion Piscicola D 169 5.0 27 16.0
Total 2129 _ 428 _—

El dendrograma NJ obtenido en este estudio
presentd valoresde 61, 72'y 84 paradiscriminar entre
las especies comparadas, esto es, Brycon henni,
Piaractus brachypomus, Colossoma macropomum
y Brycon moorei, respectivamente (véase Figura 2).
Igualmente, se discrimind entre individuos de una

misma especie con diferente origen, (p.e. €l soporte
de rama 88 separd los individuos de Brycon henni
provenientes de dos diferentes cuencas, y € soporte
de rama 81 aparté los individuos de Piaractus
brachypomus provenientes del medio natural y del
cultivo (véase Figura 2).
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Tabla 3. Distancia Genética de Nei y Li (23) entre cuatro especies de la familia Characidae obtenidos mediante la amplificacion de 34

iniciadores de RAPD.

Origen de las muestras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Brycon moorei
1. Rio Magdalena e
Brycon henni
2. Estacion Piscicola San Carlos 0.27 —
3. Rio Piedras 0.26 0.18 ——
4. Quebrada La Humarada 1 0.28 0.12 0.11 —
5. Quebrada La Humarada 2 0.30 0.14 0.12 0.07 —
6. Quebrada La Clara 0.29 0.20 0.15 0.13 0.11 —
7. Quebrada La Guaracu 0.51 0.46 0.41 0.44 0.47 0.37 —
Colossoma macropomum
8. Estacién Piscicola San José del Nus0.26 0.29 0.26 0.29 0.29 0.29 0.67 —
Piaractus brachypomus
9. Estacién Piscicola San José del Nus0.26 0.23 0.28 0.24 0.27 0.31 0.55 0.24 —
10. Estacion Piscicola A 0.31 0.28 0.30 0.29 0.30 0.31 0.50 0.32 0.15 —
11. Estacién Piscicola B 0.56 0.40 0.41 0.39 0.38 0.34 0.65 0.54 0.32 0.20 —
12. Estacion Piscicola C 0.55 0.56 0.50 0.53 0.52 0.50 0.48 0.53 0.40 0.24 0.25 ——
13. Estacion Piscicola D 0.29 0.27 0.35 0.33 0.33 0.33 0.54 0.28 0.16 0.16 0.24 0.22 ——
especies estudiadas, pocas veces reportado en
. especies icticas, lo cual contribuye a resolver las
>/c relacionestaxondmicas entre especies. Losfragmentos
_ Unicos pueden ser considerados como marcadores
Piaractus D

brachypomus Colossoma macropomum

Brycon moorei

SJN

San Carlos

Brycon henni

Cuenca rio Piedras

Magdalena

Humarada 1
Humarada 2

Guaracu Clara|

Cuenca rio Cauca

Figura 2. Dendrograma radial Neighbour-Joining (NJ) mostrando
la relacion entre cuatro especies de peces de la familia Characidae.
Soporte de ramas 10.000 réplicas.

Discusién

El namero de fragmentos totales de ADN
amplificados por iniciadores de RAPD indicaron que
existe una considerable variacion genética para las

mol ecul ares especificos, responsables de lavariacion
y capaces de discriminar entre géneros y especies
dentro de lafamilia Characidae debido ala secuencia
del iniciador utilizado (véase Figura2).

Los fragmentos Unicos de RAPD obtenidos
separaron los individuos de Brycon moorei del grupo
general de individuos Brycon henni (véase Figura 2),
lo cual confirmé la relacion taxondémica realizada
mediante caracteres morfol 6gicos por Dahl (4), Gery
(10) y Howes (13). Por otra parte, se obtuvieron
fragmentos Unicos capaces de diferenciar individuos
de Brycon henni procedentes de dos diferentes
cuencas, rios Caucay Magdalena (véase Figura2), 1o
gueconfirmd el poder discriminatorio delosiniciadores
deRAPD. Algunasdelas muestras re(inen condiciones
atipicas que no permitieron su agrupamiento a las
fuentes naturales de donde se originaron (véase
Figura 2), debido alaintervencién del hombre como
cruces indiscriminados entre individuos de diferente
procedencia (estacion piscicola de San Carlos), y la
construccién de represas antes de la desembocadura
guealterad patrén defragmentosorigina (rio Piedras).
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Este estudio confirmo la separaci 6n taxonémicade
los géneros Piaractus spp. y Colossoma spp.
propuesto por Machado Allison (17) mediante
caracteristicas morfométricas, y Orti et al (26) por
medio de la comparacién de secuencias de ARN
ribosomal. L osindividuos de Piaractus brachypomus
obtenidos de las estaciones piscicolas en los Llanos
Orientales (A, B, C y D), presentaron un menor
nimero de fragmentos totales y Unicos respecto alos
individuos de la muestra control (SIN) (véase
Tabla 2), debido posiblemente, aunaintensalabor de
reproduccion artificial y al cruzamiento de un mismo
grupo de reproductores cercanamente relacionados,
ocasionando una homogeneizacién o apariciéon de
fragmentos comunes en los descendientes (28).

Agradecimientos

Rev Col Cienc Pec Vol. 17: Suplemento, 2004

Si bien el soporte de ramas no alcanzé el nivel de
confiabilidad de95% (8), & nimero de réplicasutilizado
(10.000), proporcion6 para cada bifurcaciéon de
especies una buena certeza de la relacion existente
entre ellas.

La técnica de RAPD fue apropiada para
discriminar entre especies del género Brycon spp.
(Brycon moorei vs Brycon henni), e individuos
Brycon henni de dos diferentes cuencas (rios
Magdalena y Cauca); asi mismo, para diferenciar
individuos pertenecientesalasubfamiliaSerrasaminae,
géneros Piaractus spp. y Colossoma spp. y separar
individuos de Piaractus brachypomus provenientes
del medio natural o del cultivo.

Agradecemos a las siguientes personas por su colaboracion con la toma de muestras;
Amparo Echeverry, Camilo Prieto, Fabian Marin, Gustavo Lenis, Javier Cardona, Lucy
Arboleday Nora Salazar. Este trabajo tuvo el apoyo econdmico del Comitéparael Desarrollo
delalnvestigacion (CODI) Universidad de Antioquia, COLCIENCIAS (contrato N° 1115-

09-10859) y L aboratorio Genes Ltda, Medellin.

Summary

Contribution taxonomic relationship of the among four fish species of the family Characidae
by the use of Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

I nformation on taxonomic relationship among fish speciesisfundamental for an identification
of wild populations. Thefamily Characidaeisafish group widely distributedin Central and South
Americawhich must beidentified, classified and preserved. Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) in thiswas used study to evaluate the taxonomic relationship in four tropical freshwater
fish species located in Colombian territory, which belong to the family Characidae; subfamily
Bryconinae: Brycon moorei and Brycon henni; and subfamily Serrasalminae: Colossoma
macropomum and Piaractus brachypomus. Thirty four out of forty primerswith sequences of ten
nuclectidesat random (RAPD) yielded 2.129 amplified DNA fragments, 428 of themwereidentified
as specific markersthat discriminated between genus and species. The fragment profiles showed
that Brycon moorei got apart from the Brycon henni group, and inside thislast group was possible
to discriminate between samples from two different riverbasins, Magdalena and Cauca rivers.
Piaractus brachypomus and Col ossoma macropomum got apart from each other and distant from
the subfamily Bryconinae. Furthermore, inside the Piaractus brachypomus group was possible to
discriminate among individuals from the wild or the culture. The RAPD technique allowed an
approach to the systematics in these species toward an appropriate identification.

K ey wor ds. Brycon spp., Colossoma spp., Piaractus spp., sistematics.
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