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Resumen

En este estudio, cuatro microsatélites (Pmed, Pme5, Pme20, Pme2l) fueron utilizados para tipificar
treinta individuos de Piaractus brachypomus, provenientes del rio Meta, tributario de la cuenca del rio
Orinoco. Los rezsultados mostraron un promeldto de cuatro alelos por locus; se reportan seis alelos
nuevos (Pme5 , Pme5 , Pme20 , Pme20 , Pme20 y Pme2l ), no descritos en la especie de
referencia Piaractus mesopotamtcus, el valor promedio de heterocigosidad esperado fue de 46.8% y el
observado de 54.2%. El grupo de individuos no estuvo afectado por fenomenos genéticos de poblaciones
como entrada o salida de individuos, mutacion o seleccion artificial. Estos microsatélites podrian ser
utilizados para el andlisis genético en esta especie, dentro de los programas de conservacion y seleccion

de reproductores en zonas de cultivo.
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Introduccion

Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818), conocida
como Cachama Blanca, es la mas importante especie
nativa de peces en cautiverio para el desarrollo de
pequeias economias de sustento en Colombia. El
cultivo con esta especie se inicid en 1985, utilizando
reproductores capturados directamente del rio Meta,
con el propdsito de realizar desoves artificiales y
posterior venta de alevinos a otras estaciones
piscicolas en el pais (3). La excesiva captura, sin
reposicion en el medio natural, disminuyd
drasticamente el numero de individuos en las zonas
de pesca, convirtiendo a la acuicultura en una buena
alternativa comercial que ha alcanzado cerca de 13.000
ton/afo, un 31% de la produccion ictica nacional (6).
Actualmente, el cultivo de esta especie se hace en
forma no controlada, utilizando el mismo grupo de
reproductores en zonas de alta produccién y
distribucion de alevinos, requiriendo de una renovacion
del plantel de reproductores con individuos del medio

natural, a los cuales se les desconoce su diversidad
genética (10).

Las técnicas moleculares se han convertido en un
valioso instrumento para determinar la diversidad
genética de las poblaciones. Por ello, la aplicacion del
analisis de microsatélites en peces, ha permitido
establecer la relacion genética intra e inter especifica
entre poblaciones, mapeo gendémico, pruebas de
parentesco y realizar inferencias sobre un apropiado
manejo de individuos en cautiverio dentro de los programas
de seleccion artificial (9). Calcagnotto et al (2) reportaron
ocho microsatélites (Pme2, Pme4, PmeS, Pme14, Pme20,
Pme21, Pme28, Pme32) para Piaractus mesopotamicus,
los cuales también amplificaron en varias especies afines,
entre ellas, Piaractus brachypomus. El propoésito de este
trabajo fue determinar el polimorfismo de cuatro
microsatélites en individuos de Piaractus brachypomus
provenientes directamente del medio natural.



Rev Col Cienc Pec Vol. 19:1, 2006

Materiales y métodos

Se utilizaron treinta individuos de Piaractus
brachypomus descendientes de reproductores
capturados directamente en el rio Meta para
docencia e investigacion, los cuales se
mantuvieron en estanques de la estacion piscicola
de San José del Nus (Universidad de Antioquia),
durante siete afios. Durante dicho periodo, estos
animales no recibieron ninglin tratamiento
hormonal para inducir su reproduccion artificial,
por consiguiente, no hubo cruzamiento
reproductivo entre ellos, ni con otros individuos
provenientes de otros estanques. De cada
individuo se obtuvo 1 ml de sangre que se utilizd
para extraer el ADN total siguiendo el protocolo
descrito por Miller et al (8), con algunas
modificaciones (11). Se utilizaron cinco
microsatélites (Pme4, Pme5, Pme20, Pme2l y
Pme28); sin embargo, el microsatélite Pme28 no
origind una amplificacion exitosa, por lo que fue
excluido del estudio. La Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) se realizd6 en un
termociclador PTC 100 (MJ Research™, USA),
en un volumen final de 15 ml que contenia 100 ng
de ADN, 1.5 ml de tampo6on 10X, 1.5 mM de
MgCl,, 0.2 mM dNTP’s, 0.6 ml de BSA (10 mg/
ml), 1 mM de cada primer y 1 U de Taq
Polimerasa (Promega™, USA). Para Pme20 y
Pme21, las condiciones para la reaccion de PCR
fueron: desnaturalizacidn inicial 4 min. a 95°C,
seguido de 30 ciclos a 95°C por 30 s, hibridacion
57°C por 30 s y extension 72°C por 30 s, con una
extension final de 72°C por 10 min. Las
temperaturas de hibridacion en los microsatélites
Pme4 y Pme5 fue optimizada incluyendo
temperaturas de hibridacién en descenso de dos
grados por ciclo a partir de 59°C, durante los
cinco primeros ciclos de los 30 programados (1).
Los productos de PCR fueron visualizados
utilizando geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 4% y posterior tincion con plata
(Promega™, USA). Los alelos se identificaron
segun el tamafio en pares de bases (pb) utilizando
un ADN marcador para alelos cuyo tamafio es
conocido. Se estimo el numero total de alelos con
sus respectivas frecuencias, la heterocigosidad
esperada y observada por microsatélite con sus
promedios y el indice de fijacion (F ) (14). La
significancia del valor F fue estimada por el
método de cadena de Markov (4) implementado
en el programa Genepop en la web v. 3.4 (12).
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Resultados

Para el caso de Piaractus brachypomus, se
encontr6 una variacion de alelos similar al reportado
para un mismo numero de individuos en Piaractus
mesopotamicus por Calcagnotto et al (2). Se
encontraron seis alelos para el microsatélite Pme4, el
nimero mas alto entre los cuatro microsatélites
evaluados; para el caso de Pme21, sélo se encontraron
dos (véase Tabla 1). El promedio de alelos para los
cuatro microsatélites fue de cuatro. Los alelos nuevos
encontrados fueron Pme5%°2, Pme52%, Pme202%°',
Pme20%"!, Pme20?!7 y Pme212%8, los cuales no fueron
reportados en la especie de referencia Piaractus
mesopotamicus (véase Tabla 1). Las frecuencias de
los diferentes alelos oscilaron entre 0.017 (Pme4!'*,
Pme52%2, Pme20%!, Pme20?!') y 0.900 (Pme202'%)
(véase Tabla 1). El rango de alelos se amplio, creando
un mayor polimorfismo en la muestra estudiada,
comparado con la especie de referencia Piaractus
mesopotamicus (véase Tabla 2). Los valores de
heterocigosidad observada (H ) para los microsatélites
Pme4 (H = 0.967) y Pme5 (H_ = 0.767) fueron altos
comparados con la heterocigosidad esperada (H,) en
ambos (H,= 0.755 y H_= 0.671), respectivamente,
mientras los microsatélites Pme20 y Pme21 tuvieron
valores similares entre lo observado y lo esperado (H,,=
0.133, H,= 0.300 y H_= 0.188, H,= 0.259),
respectivamente (véase Tabla 2). La heterocigosidad
observada y esperada promedio en Piaractus
brachypomus fue de Ho= 0.542 y H, = 0.468,
respectivamente, con un exceso de heterocigotos
significativo Gnicamente para el microsatélite Pme4
(F = -0.287, p<0.05) (véase Tabla 2). Los datos de
heterocigosidad observada reportados para Piaractus
mesopotamicus (2), fueron menores que los detectados
en el presente estudio (véase Tabla 2)

Tabla 1. Frecuencias alélicas obtenidas en un grupo de individuos
de Piaractus brachypomus provenientes del rio Meta, tributario
de la cuenca del rio Orinoco. Alelos nuevos en negrita.

Microsatélites Alelos Frecuencias
Pme4 199 0.017
201 0.200
203 0.117
205 0.283
207 0.033
209 0.350
Pme5 194 0.433
198 0.250
202 0.017
204 0.300
Pme20 201 0.017
211 0.017
213 0.900
217 0.066
Pme21 258 0.150
260 0.850
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Tabla 2. Rango de alelos, Heterocigosidad esperada (H ), Heterocigosidad observada (H ) en Piaractus brachypomus (*P) y Piaractus
mesopotamicus (*C) mediante el uso de cuatro microsatélites. indice de Fijacion (F ) en°Piaractus brachypomus.

IS

Rango de alelos (pb) H, H, F

Locus P C P C P C P
Pme4 199-209 191-213 0.755 0.705 0.967 0.656 -0.287*
Pme5 194-204 182-200 0.671 0.808 0.767 0.606 -0.146
Pme20 201-217 213-215 0.188 0.375 0.133 0.346 0.295
Pme21 258-260 260-268 0.259 0.303 0.300 0.286 -0.160
Promedio —_— —_— 0.468 0.548 0.542 0.474 —_—

<0.05

*P: Estudio actual
*C: Calcagnotto et al (2001)

Discusion

A pesar del bajo nimero de individuos utilizados en
este estudio, consideramos que los cuatro
microsatélites evaluados proporcionaron informacion
muy importante relacionada con la diversidad alélica
para la especie Piaractus brachypomus, lo que
permitié ampliar su rango de alelos. Los resultados
presentados muestran que la diversidad genética entre
las especies de peces es muy alta, ya que tan solo con
cuatro microsatélites se pudieron identificar alelos que
no han sido descritos en la especie de referencia
Piaractus mesopotamicus (2). Las frecuencias
alélicas encontradas en los microsatélites Pme4 y
Pme5 permitirian un mayor grado de combinacion,
debido a su distribucion uniforme en la muestra. Los
microsatélites Pme20 y Pme21 se consideraron
polimorficos, ya que las frecuencias de los alelos
Pme20?*=0.900 y Pme212%°=(.850, no sobrepasaron
el nivel de alelo unico, es decir, 0.95; por el contrario,
los alelos con bajas frecuencias, descritos en todos
los microsatélites, requeriran del analisis de un mayor
numero de individuos para tener una mejor estimacion
de las frecuencias de estos alelos (5). Los niveles de
heterocigosidad observada fueron altos en los
microsatélites Pme4 y Pme5, como resultado de la
dependencia del nimero de alelos por microsatélite y
la distribucion homogénea de sus frecuencias, caso
contrario sucedid con los microsatélites Pme20 y
Pme21, donde las heterocigosidades observadas y
esperadas fueron relativamente bajas con frecuencia
alta para un solo alelo. La heterocigosidad observada
promedio sugiere que la muestra estudiada posee un
nivel de variacion genética media, diferente del valor
menor reportado para la especie de referencia
Piaractus mesopotamicus (véase Tabla 2). Desde el
punto de vista aplicado, estos resultados sugieren que
los individuos estudiados son aptos para el cruzamiento,

para los programas de conservacion y para el
mejoramiento genético. El microsatélite Pme4
presento un exceso de heterocigotos significativo, por
lo que se requiere un nimero mayor de individuos para
detectar la mayoria de los doce alelos que hacen parte
del rango de alelos del microsatélite; en este estudio
solo se registraron seis alelos.

Los resultados sugieren que los individuos
estudiados conservan parte de su acervo genético
original, como ha sido demostrado por Pineda Santis
et al (10), en un estudio previo en el que se comparo
un grupo de individuos del medio natural (rio Meta)
y estaciones piscicolas mediante el uso de la técnica
de RAPD. Los individuos objeto de estudio en el
presente trabajo, no se encontraron afectados por
efectos como entrada o salida de individuos, efectos
mutagénicos por calidad de agua o seleccion artificial,
debido al aislamiento sometido durante siete afios.
Este resultado puede ser utilizado como referencia
inicial para las poblacionales naturales de Piaractus
brachypomus existentes actualmente en el rio Meta
y que, posiblemente, podrian estar alteradas en su
estructura genética original por disminuciéon del
numero de individuos en sus habitats debido a efectos
antropicos (7). En general, Ryman et a/ (13)
consideran que las poblaciones naturales de peces
se encuentran amenazadas en su diversidad genética
intra especifica por extincion, hibridacion y pérdida
de variacion genética, por lo que se requiere de
mayores estudios para identificar la amenaza actual
sobre los individuos de Piaractus brachypomus en
su area de distribucion geografica.

Los cuatro microsatélites evaluados fueron muy
efectivos como herramienta molecular en el analisis
genético de un grupo de individuos de Piaractus
brachypomus, es decir, pueden ser de gran utilidad
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para determinar la diversidad genética en esta especie.
Por otro lado, se debe establecer su aplicacion potencial
en la caracterizacion de poblaciones naturales, asi
como, en grupos de reproductores en las diferentes
estaciones piscicolas con el proposito de plantear
esquemas de cruzamientos controlados.

Summary
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Polymorphism evaluation by microsatellites in individuals of Piaractus brachypomus
(Characidae, Serrasalminae) from Meta river, Colombia

In this study, four microsatellites (Pme4, Pme5, Pme20, Pme2l) were used to typify thirty
individuals of Piaractus brachypomus from the Meta river, tributary of the Orinoco river basin.
Results showed an average of four alleles per locus, six new alleles (Pme5??, Pme5*", Pme20*,
Pme20°", Pme20*” y Pme2l?®), no reported in the reference species Piaractus mesopotamicus; the
expected heterozygosity average value was 46.8% and the observed was 54.2%. Individuals were
not affected by population genetic phenomena such as individuals entry or exit, mutation or
artificial selection. These microsatellites could be used to the genetic analysis in this species in
both conservation programs and brood stock selection in culture zZones.

Key words: characterization, fishes, genetics, neotropical.
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