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Resumen

La información sobre la relación taxonómica entre especies de peces es fundamental para una
identificación de las poblaciones naturales. La familia Characidae es un grupo de peces ampliamente
distribuido en Centro y Suramérica el cual debe ser identificado, clasificado y preservado. En este
estudio fue utilizado el Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar (RAPD) para evaluar la relación
taxonómica 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 nucleótidos al azar (RAPD) produjeron 2.129
fragmentos amplificados de ADN, de los cuales 428 fueron identificados como marcadores específicos
que discriminaron entre géneros y especies. El perfil de fragmentos mostró que Brycon moorei se
separó del grupo de Brycon henni, y dentro de este último grupo fue posible discriminar entre muestras
de dos diferentes cuencas; ríos Magdalena y río Cauca. Piaractus brachypomus y Colossoma
macropomum se separaron de forma independiente y distante de la subfamilia Bryconinae. Además,
dentro del grupo de Piaractus brachypzmus fue posible discriminar entre individuos provenientes de
medio natural o de cultivo. La técnica de RAPD permitió un acercamiento a la sistemática de estas
especies con miras a una apropiada identificación.
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Introducción

La genética molecular tiene un impacto significativo
en el campo de la taxonomía en muchas áreas de la
biología actual, entre ellas, la caracterización y relación
de las especies, y los mecanismos de especiación (12).
Las especies de peces, en el orden de los
Characiformes, son morfológicamente diversas debido
a variantes en la forma del cuerpo, estructura de la
mandíbula, número y disposición de los dientes y en la
anatomía interna (33), lo que hace confusa y tediosa
su identificación mediante la comparación de los
caracteres continuos o discretos. Adicionalmente, la
escasa información acerca de la relación filogenética
dentro de muchos grupos de peces, y el
desconocimiento preciso de la diversidad íctica en

vastas regiones de Centro y Suramérica no han
permitido hacer una recopilación definitiva en muchos
de ellos (32). En el orden Characiformes no hay un
consenso sobre la clasificación de las familias, y hay
diferentes puntos de vista sobre la interrelación de las
subfamilias, aún así, las revisiones de Vari y Malabarba
(32) y Orti y Vari (27) proveen una alternativa
taxonómica relevante sobre sus posibles relaciones
(15). La familia Characidae es actualmente
considerada como una entidad no monofilética (14, 25),
pero existen algunos subgrupos monofiléticos bien
soportados, como es el caso de la subfamilia
Serrasalminae, el cual incluye los 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 distribución en ríos de Centro América, y las
cuencas de Suramérica como Paraná, Orinoco y
Amazonas (13).

Los primeros registros sobre la fauna íctica
colombiana fueron realizados por europeos alrededor
del año 1750, en los cuales se describieron los peces
mayores y más comunes para la alimentación; más
recientemente, Dalh (4) y Gery (10) realizaron
descripciones morfológicas y ecológicas de gran
importancia científica en varias especies nativas
siguiendo los cursos de los ríos Magdalena y Cauca
(2). Actualmente, se han hecho pocos estudios para
conocer la base genética de los peces colombianos y
su relación taxonómica con miras a una precisa
definición de los individuos como especie.

El concepto de especie, unidad fundamental de
clasificación, se refiere a un organismo en la
nomenclatura científica plenamente identificado, que
deja por fuera otras definiciones como subespecie,
semiespecie, superespecie o especie compleja que no
reflejan la realidad objetiva de la clasificación (24). En
este estudio se sigue la definición de especies biológicas
evolutivas como «grupos de individuos (poblaciones)
que bajo condiciones naturales están reproductivamente
aisladas, o potencialmente lo son, de otros grupos
similares, y como tales son linajes evolutivos separados
por discontinuidad irreversible», el cual resume los
conceptos de especies evolutivas (20) y biológicas
(21).

La técnica de Polimorfismo de ADN Amplificado
al Azar (RAPD), ha sido una herramienta útil para
establecer relaciones filogenéticas entre organismos
cercanamente relacionados (3, 11, 19), por lo que se
considera apropiada para obtener un acercamiento a
la relación filogenética en peces (Characiformes,
Characidae). RAPD consiste de una amplificación de
pequeños fragmentos de ADN por la Reacción en
Cadena de la Polimerasa (PCR) esparcidos a lo largo
del genoma, utilizando un único iniciador de secuencia
arbitraria (34, 35). Es un método sensible para detectar
variación, sin embargo, su propiedad de dominante y
su inestabilidad en la repetición debido a la calidad 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).

El interés de este estudio fue evaluar la relación
taxonómica de cuatro especies de peces,
pertenecientes a la familia Characidae; subfamilias
Serrasalminae y Bryconinae, localizados en aguas
continentales colombianas, para contribuir a su
identificación y clasificación taxonómica mediante el
uso de la técnica de RAPD.

Materiales y métodos

Especies

Individuos de cuatro especies de la familia
Characidae fueron considerados para el análisis de
relación taxonómica, siguiendo la clasificación
registrada hasta Diciembre de 2003 en el GENBANK
(9); dos especies pertenecen a la subfamilia
Bryconinae; Brycon moorei, conocida como Dorada
y Brycon henni, identificada como Sabaleta. El género
Brycon spp. es un grupo de peces de aguas
continentales con alrededor de cuarenta especies
válidas según la taxonomía clásica (13), once de las
cuales han sido reportadas en los ríos Amazonas,
Atrato, Cauca, Dagua, San Juan, Sinú, Magdalena,
Meta, Mira, Orinoco y Patía en Colombia (1, 13). Las
otras dos especies de la subfamilia Serrasalminae;
Colossoma macropomum, identificada como
Cachama Negra y Piaractus brachypomus, conocida
como Cachama Blanca, son originarias de pequeños y
grandes ríos que fluyen a las cuencas de los ríos
Orinoco y Amazonas, y actualmente son de alto valor
comercial en la acuicultura colombiana (28).

Origen de las muestras

Los 105 individuos utilizados fueron identificados
mediante sus características externas siguiendo la
taxonomía descrita por Dalh (4) y Gery (10). El número
de individuos por subfamilia y origen se relacionan en
la tabla 1.

Extracción de ADN

De cada individuo se obtuvo 1 ml de sangre, en un
tubo que contenía TNES (10 mM Tris-HCl pH 8.0,
0.3 M NaCl, 10 mM EDTA pH 8.0, SDS 1%) (7). El
ADN genómico se extrajo siguiendo el protocolo
descrito por Miller et al (22), con las siguientes
modificaciones; a 30 ml de sangre, se adicionaron 500
ml de tampón de lisis (TNES) y 20 ml de proteinasa K
(20 mg/ml). La solución se dejó en baño maría por 24



32 Rev Col Cienc Pec Vol. 17: Suplemento, 2004

horas a 56°C, luego se adicionaron 100 ml de 5 M NaCl
seguido de vortex por 20 segundos, se centrifugó a
14000 rpm durante cinco minutos. Al sobrenadante se
le adicionó el mismo volumen de isopropanol 100%, se
mezcló por inversión y se dejó dos horas a -20°C, luego
se centrifugó a 14000 rpm durante cinco minutos, el
precipitado obtenido fue lavado con 300 ml de etanol
70%, centrifugado nuevamente y eliminado el
sobrenadante, se dejó secar el precipitado a
temperatura ambiente. Finalmente, se adicionaron 70

ml de agua ultrapura. La calidad del ADN se observó
mediante la migración de la muestra en un gel de
agarosa 1% en un campo eléctrico constante de 80 V
durante 30 minutos, y su cuantificación se realizó en
un espectrofotómetro (PerkinElmerÔ , USA). Para
conocer la variación genética total en cada muestra,
se preparó para cada una de ellas una mezcla de ADN
que contenía 10 ml (50 ng/ml) de cada uno de los
individuos que integraron cada grupo.

Tabla 1. Relación de especies, origen y número de individuos en este estudio.

Subfamilia Bryconinae
Genero Brycon spp.

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

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

3. Brycon henni Río Piedras (Jericó - Antioquia) 10
75° 47' W 5° 47' N

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

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

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

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

Subfamilia Serrasalminae
Genero Colossoma spp.

8. Colossoma macropomum Estación Piscícola de San José del Nus 10
(San Roque - Antioquia) 75° 1' W 6° 29' N

Subfamilia Serrasalminae
Genero Piaractus spp.

9.   Piaractus brachypomus Estación Piscícola de San José del Nus 10
(San Roque - Antioquia) 75° 1' W 6° 29' N

10. Piaractus brachypomus Estación Piscícola A (Villavicencio - Meta) 15
73° 38' W 4° 9' N

11. Piaractus brachypomus Estación Piscícola B (Villavicencio - Meta) 15
73° 38' W 4° 9' N

12. Piaractus brachypomus Estación Piscícola C (Villavicencio - Meta) 5
73° 38' W 4° 9' N

13. Piaractus brachypomus Estación Piscícola D (Villavicencio - Meta) 10
73° 38' W 4° 9' N

Total                    105

Especie Origen Número de individuos

Condiciones de amplificación

La reacción de amplificación de ADN fue realizada
en un termociclador PTC 100 (MJ ResearchÔ ), con
el 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
segundos y 72°C por un minuto. El volumen de reacción
fue de 25 ml que contenía: 10 ng de ADN molde, 10
pmol del iniciador de RAPD a probar, 1 unidad de Taq
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Figura 1. Fragmentos de RAPD obtenidos en varias especies de
peces colombianos. Iniciador OPA-10.

1. Brycon moorei. 2.7. Brycon henni. 8. Colossoma
macropomum. 9-13. Piaractus brachypomus. M. Marcador
de peso molecular.

ADN polimerasa (PromegaÔ , USA), 0.2 mM de cada
dATP, dCTP, dGTP and dTTP (PromegaÔ , USA), 2
mM de MgCl (PromegaÔ , USA) y 2.5 ml de tampón
Taq 10X. Un control negativo, con todos los reactivos
excepto el DNA molde, fue incluido en todas las
amplificaciones. Las condiciones de reacción fueron
estandarizadas con resultados similares en los casos
repetidos.

Detección de los productos de amplificación

Los productos de PCR fueron corridos en geles de
poliacrilamida al 4%. Para conocer el tamaño de cada
uno de los fragmentos de ADN obtenido se utilizó un
marcador de peso molecular de ADN (30), y su
visualización se hizo mediante tinción con plata
(PromegaÔ , USA) siguiendo el protocolo descrito por
Dinesh et al, (5). La lectura de los geles fue realizada
por dos personas de forma independiente.

Análisis de los datos

Dos kits de 20 iniciadores cada uno (OPA y OPB)
con un tamaño de 10 nucleótidos por iniciador, con al
menos 60-70% de contenidos de GC, fueron adquiridos
de Operon TechnologiesÔ , USA. Sólo se consideraron
los fragmentos intensos y reproducibles entre 222 y
2.645 pb (véase Figura 1), los cuales fueron registrados
como 1 (presencia) ó 0 (ausencia). Los iniciadores de
RAPD que no produjeron fragmentos nítidos fueron
OPA-12, OPB-02, OPB-03, OPB-09, OPB-16 y OPB-
19.

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

DG
ij
 = 1- [2n

ij
 /(n

i
 + n

j
)]

\  donde n
ij
 es el número total de fragmentos

compartidos por dos grupos, y n
i 
y

 
n

j 
son el número

total de fragmentos en los grupos i y j, respectivamente.
El soporte de ramas, el cual representa la confiabilidad
de la relación existente entre los grupos comparados
(6, 8) del dendrograma Neighbour Joining (NJ) (29)
fue obtenido mediante 10.000 réplicas con el programa
de computador PAUP* 4.0 (31).

Resultados

Treinta y cuatro (85%) de los cuarenta diferentes
iniciadores de RAPD utilizados,  produjeron 2.129
fragmentos amplificados reproducibles y consistentes
de ADN, de los cuales 428 correspondieron a
fragmentos únicos (véase Tabla 2), sugiriendo un alto
número de fragmentos amplificados para estas
subfamilias de peces.

Subfamilia Bryconinae

Brycon moorei presentó una mayor cantidad de
fragmentos totales y únicos (238 y 94,
respectivamente), con relación a los encontrados en
Brycon henni (véase Tabla 2), los iniciadores que
discriminaron entre las dos especies fueron OPA-03,
OPA-04 y OPB-17, y las distancias genéticas oscilaron
entre 0.26 y 0.51 (véase Tabla 3). En el grupo de
individuos de Brycon henni, un número mayor y menor
de fragmentos se registró en los individuos de las
muestras de la quebrada La Humarada 1 y La Guaracú
con 211 y 19 fragmentos, respectivamente (véase
Tabla 2). Así mismo, un número mayor y menor de
fragmentos únicos se presentó en los individuos
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provenientes del río Piedras y la quebrada La Guaracú
con 34 y 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
Guaracú (DG= 0.47) y La Humarada 1 y La Humarada
2 (DG= 0.07), respectivamente (véase Tabla 3).

Subfamilia Serrasalminae

Los individuos de la muestra de Colossoma
macropomum presentaron 264 y 103 fragmentos

totales y únicos, respectivamente (véase Tabla 2), un
número superior con relación al obtenido en los
individuos de las muestras de Piaractus
brachypomus. Las distancias genéticas entre las dos
especies oscilaron entre 0.24 y 0.54 (véase Tabla 3), y
los iniciadores que los discriminaron fueron OPB-14,
OPB-18 y OPB-20. En las muestras de Piaractus
brachypomus, se presentó un número mayor de
fragmentos totales y únicos (261 y 57,
respectivamente), en los individuos de la muestra de
la estación piscícola de San José del Nus, y menor en
los individuos de la estación piscícola C (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.

Brycon moorei
1. Río Magdalena 238 7.0 94 39.5

Brycon henni
2. Estación Piscícola en San Carlos 208 6.1 32 15.4
3. Río 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 Guaracú 19 0.6 0 0

Colossoma macropomum
8. Estación Piscícola San José del Nus 264 7.8 103 39.0

Piaractus brachypomus
9. Estación Piscícola San José del Nus 261 7.7 57 21.8
10. Estación Piscícola A 130 3.8 18 13.8
11. Estación Piscícola B 61 1.8 12 19.7
12. Estación Piscícola C 46 1.4 7 15.2
13. Estación Piscícola D 169 5.0 27 16.0

Total 2129 ——— 428 ———-

Porcentaje
de

fragmentos
únicos

No. de
fragmentos

únicos

No.
promedio de
fragmentos
por iniciador

No. de
fragmentos

totales
registrados

Lugares de muestreo

El dendrograma NJ obtenido en este estudio
presentó valores de 61, 72 y 84 para discriminar entre
las especies comparadas, esto es, Brycon henni,
Piaractus brachypomus, Colossoma macropomum
y Brycon moorei, respectivamente (véase Figura 2).
Igualmente, se discriminó entre individuos de una

misma especie con diferente origen, (p.e. el soporte
de rama 88 separó los individuos de Brycon henni
provenientes de dos diferentes cuencas, y el soporte
de rama 81 apartó 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 amplificación de 34
iniciadores de RAPD.

Brycon moorei
1. Río Magdalena ——
Brycon henni
2. Estación Piscícola San Carlos 0.27 ——
3. Río 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 Guaracú 0.51 0.46 0.41 0.44 0.47 0.37 ——
Colossoma macropomum
8. Estación Piscícola San José del Nus0.26 0.29 0.26 0.29 0.29 0.29 0.67 ——
Piaractus brachypomus
9. Estación Piscícola San José del Nus0.26 0.23 0.28 0.24 0.27 0.31 0.55 0.24 ——
10. Estación Piscícola A 0.31 0.28 0.30 0.29 0.30 0.31 0.50 0.32 0.15 ——
11. Estación Piscícola B 0.56 0.40 0.41 0.39 0.38 0.34 0.65 0.54 0.32 0.20 ——
12. Estación Piscícola C 0.55 0.56 0.50 0.53 0.52 0.50 0.48 0.53 0.40 0.24 0.25 ——
13. Estación Piscícola 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 ——

Origen de las muestras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Piaractus
brachypomus Colossoma macropomum

Brycon moorei

Humarada 1

Humarada 2

Cuenca río
Magdalena

Cuenca río Cauca

San Carlos

Piedras

Guaracú Clara

Brycon henni

B

D

81

81

72

61

88

84

A

SJN

52

C

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

Discusión

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

especies estudiadas, pocas veces reportado en
especies ícticas, lo cual contribuye a resolver las
relaciones taxonómicas entre especies. Los fragmentos
únicos pueden ser considerados como marcadores
moleculares específicos, responsables de la variación
y capaces de discriminar entre géneros y especies
dentro de la familia Characidae debido a la secuencia
del iniciador utilizado (véase Figura 2).

Los fragmentos únicos de RAPD obtenidos
separaron los individuos de Brycon moorei del grupo
general de individuos Brycon henni (véase Figura 2),
lo cual confirmó la relación taxonómica realizada
mediante caracteres morfológicos por Dahl (4), Gery
(10) y Howes (13). Por otra parte, se obtuvieron
fragmentos únicos capaces de diferenciar individuos
de Brycon henni procedentes de dos diferentes
cuencas, ríos Cauca y Magdalena (véase Figura 2), lo
que confirmó el poder discriminatorio de los iniciadores
de RAPD. Algunas de las muestras reúnen condiciones
atípicas que no permitieron su agrupamiento a las
fuentes naturales de donde se originaron (véase
Figura 2), debido a la intervención del hombre como
cruces indiscriminados entre individuos de diferente
procedencia (estación piscícola de San Carlos), y la
construcción de represas antes de la desembocadura
que altera el patrón de fragmentos original (río Piedras).
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Este estudio confirmó la separación taxonómica de
los géneros Piaractus spp. y Colossoma spp.
propuesto por Machado Allison (17) mediante
características morfométricas, y Orti et al (26) por
medio de la comparación de secuencias de ARN
ribosomal. Los individuos de Piaractus brachypomus
obtenidos de las estaciones piscícolas en los Llanos
Orientales (A, B, C y D), presentaron un menor
número de fragmentos totales y únicos respecto a los
individuos de la muestra control (SJN) (véase
Tabla 2), debido posiblemente, a una intensa labor de
reproducción artificial y al cruzamiento de un mismo
grupo de reproductores cercanamente relacionados,
ocasionando una homogeneización o aparición de
fragmentos comunes en los descendientes (28).
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Summary

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

Information on taxonomic relationship among fish species is fundamental for an identification
of wild populations. The family Characidae is a fish group widely distributed in Central and South
America which must be identified, classified and preserved. Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) in this was 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 primers with sequences of ten
nucleotides at random (RAPD) yielded 2.129 amplified DNA fragments, 428 of them were identified
as specific markers that discriminated between genus and species. The fragment profiles showed
that Brycon moorei got apart from the Brycon henni group, and inside this last group was possible
to discriminate between samples from two different riverbasins; Magdalena and Cauca rivers.
Piaractus brachypomus and Colossoma 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.

Key words: Brycon spp., Colossoma spp., Piaractus spp., sistemátics.

Si bien el soporte de ramas no alcanzó el nivel de
confiabilidad de 95% (8), el número de  réplicas utilizado
(10.000), proporcionó para cada bifurcación de
especies una buena certeza de la relación 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 (ríos
Magdalena y Cauca); así mismo, para diferenciar
individuos pertenecientes a la subfamilia Serrasalminae,
géneros Piaractus spp. y Colossoma spp. y separar
individuos de Piaractus brachypomus provenientes
del medio natural o del cultivo.
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