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ANALISIS CARIOLOGICO DE LA ESPECIE Brycon meeki (Piscis, Characidae), EN
LA QUEBRADA LAS TALLAS, AFLUENTE DEL RIO PATIA, MUNICIPIO DEL
PATIA (CAUCA)

RESUMEN

Los estudios citogenéticos permiten identificar las constantes carioldgicas de la especie
como base para determinar los posibles cambios cromosémicos producidos mediante
procesos de especiacion, asi como permitir técnicas de mejoramiento genético tales como la
hibridacion y la induccién de poliploides; asi mismo, permite investigar la evolucion
cariotipica de especies relacionadas, permitiendo hipotetizar los posibles rearreglos
cromosomicos implicados en tal proceso. De esta manera, la presente investigacion se lleva
a cabo teniendo en cuenta la importancia que los estudios citogenéticos de peces alcanzan
en el momento actual y del aporte que éstos le puedan dar a la piscicultura, tanto en el
campo cientifico como socioeconémico, sabiendo que en el S&balo (Brycon meeki)
encontramos un sistema biologico de gran importancia econdémica y que corresponde al
grupo de especies endémicas de Colombia. Ademas fue la principal fuente de alimento en
la region del Patia, y fue la principal especie en la pesqueria artesanal y deportiva,;
lamentablemente estd cerca de hallarse en via de extincion, ubicdndose dentro de la
categoria de casi amenazado (NT).

El objetivo de ésta investigacion fue realizar la caracterizacion cromosémica de esta
especie, la cual sirve como instrumento para la identificacion de semejanzas y diferencias
intersexo. La especie se captur6 con métodos convencionales de pesca, en la quebrada Las
Tallas (Rio Patia), municipio del Patia, Departamento del Cauca. La metodologia aplicada
en esta investigacion esta basada en la obtencidn de extendidos mitéticos a partir de tejido
de rifidn, de 6 ejemplares (3 machos y 3 hembras) de la especie Brycon meeki. En la etapa
de estandarizacion de la técnica se utilizaron 14 ejemplares.

Los resultados permitieron concluir un namero diploide de 2n=50 cromosomas para ambos
sexos, con una férmula cromosdmica de 24m + 26sm/st y que morfolégicamente no se
detectan heterocromosomas. Comparando con otros miembros o especies del género, se ha
encontrado una estabilidad en el cariotipo, caracterizado por el mismo ndmero
cromosomico y una gran igualdad en la estructura de los cromosomas; tal es el caso de la
especie Brycon siebenthalae, con la cual se ha encontrado la mayor similitud entre todas la
especies estudiadas de este genero. Asi mismo, en general se observa una estabilidad en la
macroestructura del cariotipo para los miembros de la familia Characidae, encontrando
grandes semejanzas entre el género Bycon y Salminus, lo cual permite constatar que esta
familia constituye grupos cariolégicamente homogéneos.

Palabras Claves: Brycon meeki, Sabalo, ndmero diploide, Formula cromosémica, Patia.
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INTRODUCCION

Colombia posee una ictiofauna dulceacuicola muy diversa, en la cual, muchas de sus
especies tienen importancia economica. Las 22.000 especies de peces existentes
representan cerca del 60% entre todos los vertebrados (Nirchio, M et al. 2005). Es
importante destacar que, mientras la descripcion de nuevas especies pertenecientes al grupo
de los anfibios, reptiles, aves y mamiferos no es muy frecuente, muchas nuevas especies de
peces son descritas continuamente, lo cual puede elevar su numero total a
aproximadamente 28.500 (Nirchio, M et al. 2005). Paraddjicamente, es un grupo de
vertebrados muy descuidado en términos de investigacion y, por tanto, de los menos
conocidos del pais (Mojica, J. | et al. 2002).

Brycon meeki, perteneciente a la familia Characidae, es una de las especies representativas
de las aguas continentales colombianas por ser un pez de gran importancia econémica y de
consumo; ademas, por ser un pez ornamental, es uno de los mas importantes en la region de
Patia (Cauca). En términos de investigacion genética, los peces son un grupo pobremente
estudiado. A escala mundial, se conocen varios estudios citogenéticos; sin embargo, este
tipo de estudio no ha sido reportado sobre la especie Brycon meeki, por lo cual esta especie
es un excelente blanco de investigacion.

Los peces poseen un alto grado de diversificacion y un origen ancestral evolutivo,
haciéndolos ideales para el estudio de la evolucion de los cromosomas (Koheler, M.R et al.
1997). Por ello, los anélisis citogenéticos, y en especial la caracterizacion del cariotipo, son
un soporte fundamental para los estudios de la taxonomia clésica.

El objetivo central de esta investigacion fue caracterizar cromosdémicamente a la especie
Brycon meeki, ya que no se conocen reportes bibliograficos al respecto. Este estudio es un
aporte a la documentacion citogenética general de los Characidae. Ademas, esta
investigacion permitié revisar bibliografia sobre la especie, para conocer aspectos
relacionados con su ecologia, morfologia y explotacion comercial. La descripciéon del
cariotipo de Brycon meeki, es un estudio preliminar atil en investigaciones citogenéticas
posteriores; ademas, este analisis citogenético sirve de base para estudios taxonémicos y
para planear investigaciones relacionadas con mejoramiento (manipulacion cromosomica) y
evaluacion de posibles agentes genotoxicos (lixiviados) que caigan en las corrientes de
agua, mediante la identificacion de dafios cromosomicos, los cuales, son predictivos de
potenciales problemas de salud, asociados con la exposicion a factores ambientales.
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1. PROBLEMATICA

Se ha determinado el cariotipo para unas 2.800, de las aproximadamente 22.000 especies de
peces vivientes conocidas (Nirchio, M et al. 2001), lo que representa alrededor del 10%; en
cuanto a datos citogenéticos de peces neotropicales dulceacuicolas, hasta el 2005, se
describe a 47 familias, 278 generos y 1.047 especies (Nircho, M. et al. 2005), lo cual pone
en evidencia que la citogenética de peces es un campo que requiere de mayor exploracion.

En Sur América existen aproximadamente 3000spp de peces, de los cuales se estima que en
Colombia existan unas 2000sp (Ortega, A. 2004). A pesar de la relativamente alta
diversidad que se presenta en peces, en particular los de agua dulce, son muy pobres e
imperfectamente conocidos en cuanto a su genética, taxonomia y distribucion. En
Colombia son pocos los estudios carioldgicos que se han realizado en peces; algunos de
ellos son: Prochilodus reticulatus (Bocachico), Pseudopimelodus bufonius (Bagre sapo),
Pimelodus clarias (Nicuro), Pimelodius Grosskopffi (Capaz), Piractus mesopotamicus
(Cachama negra), Oreochromis niloticus, O. mossambicus (Tilapia negra), entre otros
(Bolarios, L. et al 1994).

El género Brycon, es particularmente diverso en Colombia, donde se reportan 14 especies:
B. amazonicus, B. falcatus, B. fowleri, B. henni, B. labiatus, B. medemi, B. meeki, B.
moorei, B. oligolepis, B. posadae, B. rubricauda, B. sinuensis y B. whitei, de las cuales
ocho son endémicas (Montoya, A et al 2006); sin embargo, para estudios cariologicos de
este género, solo se conoce el realizado por Parada, S. et al (2003), en la especie Brycon
siebenthalae.

El Grupo de Investigacion de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del
Cauca, ha realizado dos estudios citogenéticos en peces de agua dulce; el primero realizado
por Bolafios et al (1994), reporta el cariotipo para las especies Piractus brachypomun,
Prochilodus reticulatus, Oreochromis niloticus, Oreochromis mossambicus y Oreochromis
roja; el segundo realizado por Alzate et al (1991), de las especies Pimelodus grosskopffi y
Pimelodus clarias, de la parte alta del rio Cauca; cabe anotar que en las bases de datos
consultadas no se registran otros estudios de este tipo en el Departamento del Cauca.

La familia Characidae es el grupo méas complejo y grande entre el orden Characiformes,
comprendiendo cerca de 30 subfamilias (Dos Santos y Morelli 2006), 170 géneros y 1.400
especies (Rubert y Margarido 2007). EIl género Brycon comprende aproximadamente 40
especies de peces (Margarido y Galetti 1999). Sin embargo, hasta la fecha, la informacién
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disponible sobre el cariotipo de los peces de la familia Chracidae, es practicamente
desconocida y se limita solamente a estudios realizados para los géneros Astyanax,
Bryconamericus, Oligosarcus, Triportheus y Salminus; del género Brycon se conoce de las
especies Brycon lundii, Brycon microlepis, B. brevicauda, B. orbignyanus, B. cephalus
(Margarido,V et al 1999), B.insignis, B. cf renhardti (De Almeida-Toledo et al 1996) y
Brycon siebenthelae (Parada, S. et al 2003), no obstante, de la especie Brycon meeki
especificamente, no hay reportes carioldgicos, razén de mas que deja al descubierto la
necesidad de realizarlo.

En ésta investigacion se responderan basicamente los siguientes interrogantes:
¢Cuél es el nimero y tipo de cromosomas caracteristicos de la especie Brycon meeki?

¢Existen diferencias cromosdmicas entre los dos sexos de la especie Brycon meeki; es decir,
poseen heterocromosomas?

Ambas preguntas implican realizar una investigacion descriptiva de tipo observacional.
Para la primera pregunta, los resultados seran analizados mediante estadistica descriptiva.
Para la segunda pregunta, se sometera a prueba la siguiente hipotesis:

Si los cromosomas de machos y hembras de Brycon meeki, son semejantes, no se detectaran

diferencias numéricas, ni de forma, ni de tamafio; de lo contrario, de alguna de las variables
antes anotadas, se detectara diferencia significativa estadistica.
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2. JUSTIFICACION

La determinacion del cariotipo, en las diferentes especies, es importante desde el punto de
vista de la citotaxonomia, puesto que ésta permite la diferenciacion genética mas alla de la
diferenciacion morfoldgica dada por la taxonomia, permitiendo de ésta manera ubicarlas
especificamente dentro de las diferentes familias y géneros, e, incluso, corroborar
ubicaciones taxondmicas ya establecidas, o por el contrario, cambiarlas o reubicarlas.

En relacion con la diversidad bioldgica, los peces forman un grupo aparte de los demas
grupos de vertebrados; con una amplia diversidad y relativamente escasos estudios
realizados hasta el momento, el conocimiento que se tiene de la ictiofauna adn es muy
reducido. Este problema se ha agravado en los ultimos tiempos por el hecho de que el ser
humano esta dafiando de forma irreparable el ambiente en muchas areas, conduciendo a la
extincion de muchas especies que aun no son conocidas. Por estas razones, se torna cada
vez mas importante y urgente la necesidad de estudiar las especies presentes en los
ecosistemas. En este punto es necesario sefialar que los estudios requeridos no se
circunscriben a la simple identificacion de especies, sino que deben abarcar todas las areas
y aspectos posibles, de manera que las futuras generaciones dispongan de informacion que
les permita aprovechar ese conocimiento al maximo.

Algunos peces se han reportado como importantes bioindicadores de los sistemas acuaticos,
pues permiten predecir los impactos ambientales producidos por fendmenos de distinto
origen, mediante estudios prospectivos. Brycon meeki es una especie muy exigente en
cuanto a la calidad del agua y debe ser estudiada integralmente para preservarla mejor y
contribuir a futuras investigaciones que se planteen a partir del conocimiento de sus
cromosomas, como los estudios taxondémicos, de mejoramiento genético y de evaluacion
genotoxica.

Dentro de la gama de soluciones propuestas al problema de la obtencion de recursos
alimentarios, se ha situado la produccion de lineas de peces de alto rendimiento, a partir de
progenitores que muestren caracteristicas deseables, tales como rapido crecimiento,
eficientes tasas de conversion de alimento, resistencia a enfermedades, alto indice de
viabilidad de embriones, etc. En este contexto es conveniente explorar las posibilidades que
ofrezcan los hibridos de especies que tengan caracteristicas deseables. El territorio
Colombiano cuenta con una superficie continental de 1.141.748 km?2 y una superficie
marina de 930.000 km2 (Mojica, J. I et al. 2002), que significan un enorme potencial de
recursos acuaticos, tales como la pesqueria y la acuicultura. Este potencial, de gran
magnitud, puede incrementarse si se logran establecer lineas icticas de rendimiento
incrementado o portadoras del vigor hibrido (Uribe, M et al.1988); es por esto, que la
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especie Brycon meeki es de gran utilidad puesto que es uno de los peces de mayor
importancia econdmica para el pais, en especial para la region del Patia. Colombia es un
pais productor de excelente carne blanca en todas sus aguas marinas y continentales, por lo
tanto, se hace necesario el mejoramiento paulatino en pro de la actividad ictica; es decir,
desarrollar metodologias que contribuyan al mejoramiento de las especies para obtener una
mayor productividad en beneficio de la comunidad.

Brycon meeki pertenece a la familia Characidae, la mas numerosa entre los Characiformes
que incluye cerca del 55% de los peces de agua dulce pertenecientes a este orden
(Margarido, Vladimir.1999). Es una de las especies icticas de importancia en la pesqueria
de grandes rios como el Patia y otros del Anden Pacifico Colombiano; pero ha mostrado
rendimientos muy bajos y cada vez disminuye su produccién (Caicedo, J. 2004), razén por
la cual ha sido objeto de estudio en diferentes campos, mas especificamente desde el punto
de vista de la acuacultura; sin embargo, no ha sido abordado a partir de la citogenética; solo
existen estudios citogenéticos sobre los géneros Triportheus (Artoni, R. et al 2002),
Astyanax (Dos Santos A. et al 2006), Bryconamericus (Marques, T. et al 2003; De Brito et
al 2007), Oligosarcus (Rubert, M. et al 2007), Salminus (Margarido,V et al 1999) y sobre
las especies Brycon lundii, Brycon microlepis, B. brevicauda, B. orbignyanus, B. cephalus
(Margarido,V et al 1999), B.insignis, B. cf renhardti (De Almeida-Toledo et al 1996)
Brycon siebenthelae (Parada, S. et al 2003), lo cual es un numero muy reducido si se
considera que el género Brycon comprende alrededor de 40 especies (Margarido, V et
al.1999), por lo tanto, se hace urgente realizar estudios de este tipo a los diferentes géneros
de esta familia, para incrementar el conocimiento de los mismos.

Por ello, como contribucion a la documentacion citogenética de los Characidae y como
parte de un estudio preliminar, en éste trabajo se presenta la primera descripcion del
cariotipo de Brycon meeki, con el fin de conocer la organizacion cromosomica de ésta
especie y como punto de partida para investigaciones posteriores que incluyan técnicas de
bandeo (bandas G, C, R, Q, NORs, entre otras), ademas, para que pueda ser utilizado en
estudios de citotaxonomia, en proyectos de acuicultura y como un sistema bioldgico para la
evaluacion de agentes genotdxicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el andlisis cariologico (numero y tipo de cromosomas) de la especie ictica nativa
de importancia econdmica, Brycon meeki, para su caracterizacion genetica y como
instrumento para la identificacion de semejanzas y diferencias intersexo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la técnica de extraccion de cromosomas, mediante el cultivo del tejido de
rifidn y tincion con giemsa, de la especie ictica Brycon meeki.

2. Identificar el nimero y tipo de cromosomas caracteristicos de la especie Brycon meeki,
con el fin de montar el cariograma respectivo.

3. ldentificar diferencias cromosomicas intersexo, con el fin de comprobar posibles
mecanismos cromosémicos de herencia del sexo (Presencia de heterocromosomas).
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4. ANTECEDENTES

La década del 60 marc6 un importante hito en la historia de la Citogenética. En este tiempo
se empezaron a realizar trabajos observando cromosomas mediante el empleo de cortes
histoldgicos seriados, de baja resolucion, que causaba muchos errores de interpretacion.
Hacia el final del siglo antepasado (1890), una investigacion realizada por Retzius permitid
sugerir la presencia de 50 cromosomas en la especie Myxine glutinosa (Anguila babosa) y
el trabajo de Kastschenko que insinué la presencia de 30 a 50 cromosomas en el pez
Pristiurus melanostomus; sin embargo, la caracterizacion cromosémica en los peces se hizo
efectiva desde 1960, gracias al desarrollo de técnicas refinadas de cultivos de células y tejidos
en mamiferos (Nirchio, M et al. 2005).

Los primeros estudios carioldgicos registrados en peces neotropicales datan de 1975 en dos
especies de Astyanax por Jim y Toledo; un afio después, Toledo y Ferrari (1976) estudiaron al
género Pimelodidae, Michele et al (1977a, 1977b) realizaron estudios en las familias Chilidae y
Loricariidae.

A partir de 1982, se determind que la tecnologia genética de los peces se podia clasificar en
los siguientes topicos: seleccion, identificacion y remocion de genes recesivos letales de la
poblacién de peces, intercruces de lineas, ingenieria cromosomal (manipulacién
cromosémica), criopreservacion de gametos y embriones e hibridacion (Carvajal, S. 2000).

De los diferentes estudios genéticos realizados se han identificado ciertos principios
bésicos:
e La mayoria de peces poseen solo cromosomas autosémicos (citado por: Carvajal, S.
2000).
e Unas pocas especies de peces presentan cromosomas sexuales (citado por: Carvajal,
S. 2000).
e En peces, se encuentran nimeros cromosomicos entre 2n=12 a 2n=446; y el tamafio
cromosomico entre 1 a 30 um (Nircho, M et al 2005).
e La mitosis y la meiosis de los peces, son similares a la de los demas vertebrados
(citado por: Carvajal, S. 2000).
e Debido a cambios cariologicos, la especiacion de los peces se ha hecho en largos
periodos de tiempo (Chen 1971).
e Mediante la determinacion del nimero de cromosomas y la medicion y clasificacion
de éstos, se ha hecho el estudio de especies relacionadas (Fundulus) logrando una
vision del desarrollo y parentesco evolutivo (Chen 1971).
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e Segun Ohno et al (1976), “mientras menor sea el nimero 2n que incluya al mayor
numero de metacéntricos, la especie ictica sera mas evolucionada que otra que
posea un 2n mayor y que incluya mas acrocéntricos”.

En los dltimos afios el estudio citogenético de peces neotropicales ha presentado una
considerable expansion. La primera revision sobre datos citogenéticos de peces
neotropicales dulceacuicolas, realizada por Almeida-Toledo (1978), incluye los nimeros
haploides y/o diploides de 252 especies de agua dulce de América del Sur y Central. Diez
afios después (Oliveira et al., 1988), indica los nimeros haploides y/o diploides de 421
especies, distribuidas en 141 géneros y 32 familias. Para el afio 2000 los datos disponibles
para peces de agua dulce (Oliveira et al., 2000), recopilan los numeros diploides y/o
haploides de 921 especies (113% mas que en 1988), 252 géneros (74% mas que en 1988) y
44 familias (33% mas que en 1988). EI dltimo dato registrado para el 2005 describe 47
familias, 278 géneros y 1.047 especies dulceacuicolas y 39 familias, 73 géneros y 109
especies marinas (Nircho, M. et al. 2005).

En Sur América existen aproximadamente 3000spp de peces, de los cuales se estima que en
Colombia existan unas 2000spp (Ortega, A. 2004). A pesar de la relativamente alta
diversidad que se presenta en peces, en particular los de agua dulce, son muy pobres e
imperfectamente conocidos en cuanto a su genética, taxonomia y distribucion. En
Colombia son pocos los estudios cariol6gicos que se han realizado en peces; algunos de
ellos son: Prochilodus reticulatus (Bocachico), Pseudopimelodus bufonius (Bagre sapo),
Pimelodus clarias (Nicuro), Pimelodius Grosskopffi (Capaz), Piractus mesopotamicus
(Cachama negra), Oreochromis niloticus, O. mossambicus (Tilapia negra), etc. Asi mismo,
este género es particularmente diverso en Colombia, donde se reportan 13 especies: B.
amazonicus, B. falcatus, B. fowleri, B. henni, B. labiatus, B. medemi, B. meeki, B. moorel,
B. oligolepis, B. posadae, B. rubricauda, B. sinuensis y B. whitei, de las cuales ocho son
endémicas (Montoya, A et al 2006); estudios cariologicos de este género, se conoce para
este pais, el de Brycon siebenthalae (Parada, S. et al 2003).

Los estudios citogenéticos de peces Neotropicales, han revelado una amplia diversidad
carioldgica. Dentro de este orden se han identificado dos corrientes: la primera, son grupos
cariolégicamente homogéneos y la otra son grupos con una alta variabilidad citogenética
(Bertollo, M et al. 1986)(citado por: Brassesco, M et al 2004). La familia Characidae se
encuentra ubicada dentro de la primera corriente, puesto que este grupo de peces presentan
un cariotipo poco variable.

El orden Characiformes ha sido muy estudiado dentro del campo de la citogenética. Cesar
Martins en 1998, estudio los peces neotropicales de agua dulce de la familia Anostomidae,
mas especificamente las especies Schizodon borelli y Schizodon isognathum y concluyo
que las especies del género Schizodon muestran un alto grado de similaridad morfoldgica y
ecologica comparado con otros Anostomidos; ademas, muestran una baja variabilidad en el
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cariotipo. Esta informacion podria relacionarse con los rasgos poblacionales o,
alternativamente, podria indicar que el mantenimiento de un cariotipo simétrico y
conservado representa una organizacion gendémica Gptima entre estos peces.

Brassesco, M.S et al en el 2004, estudiaron peces de la familia Curimatidae, en la cual la
macroestructura del cariotipo al parecer es conservada, los procesos de especiacion dentro
de la familia se han acompafiado por rearreglos microestructurales, como fue evidenciado
por los patrones de diversidad en las regiones heterocromaticas y organizadores
nucleolares.

Segln Harvey, S.C en el 2002, peces del género Oreochromis, presentan un cariotipo
altamente conservado con un complemento diploide de 2n = 44. Sin embargo, sus estudios
con las especies Oreochromis niloticus y Oreochromis karongae, muestra algo de
variabilidad con n = 44 y n = 38 respectivamente. No obstante, ésta diferencia en el nimero
cromosomico no evita que se dé la produccion de hibridos entre ellos.

Oliveira et al (1996), referencia los nimeros diploides de 706 especies, variando de 2n=20
para Pterolebias longipinnis a 2n=134 para Corydoras aeneus, ademas de cromosomas
sexuales verificados para 40 especies de peces. En el orden Characiformes se exhibe una
amplia variacion en el nimero diploide; asi, se observan casos como en Hemigrammus con
2n=28 hasta 2n=102 en Potamorhina altamazonica (Artoni, R.F. et al 2000).

A nivel global, se han reportado pocos estudios citogenéticos sobre la familia Characidae
como también especificamente de la especie Brycon meeki. Los Unicos trabajos
citogenéticos sobre la familia Characidae son los realizados por Margarido P. Vladimir
(1999), De Brito, P et al (2000), RF Artoni y LAC Bertollo (2002), Marques (2003),
Parada, S et al (2003) y mas recientemente, Dos Santos, A y Morelli S (2006) y Rubert M.
y Margarido, V. (2007). El trabajo realizado por Margarido P. Vladimir se basé en el
analisis del cariotipo de los géneros Brycon y Salminus, identificando relaciones entre y
dentro de ellos. La macroestructura del cariotipo observado en Brycon es realmente similar
al complemento cromosomico de S. hilarii y otras especies de Salminus (S. maxillosus y S.
brasiliensis), estudiadas a través de tincion con Giemsa y Plata. Sugiriendo de esta manera
que este cariotipo puede ser ancestral para algunos Characidae. Sin embargo, el bandeo C
muestra diferencias significativas dentro y entre el género Brycon y Salminus. Por otro
lado, RF Artoni y LAC Bertollo (2002), estudiaron peces del género Triportheus,
demostrando que es un género de peces que muestra un nimero diploide constante (2n=52)
y una macroestructura cariotipica relativamente conservada, asi como también, un sistema
cromosomico sexual ZZ/ZW diferenciado. Estos antecedentes evidencian que en el orden
characiformes, existen cariotipos muy estables y conservados. En el 2003, Marques Tania,
realizd la caracterizacion citogenética de una poblacion de Bryconamericus aff. iheringii
(Characidae, Tetragonopterinae), encontrando diferencias entre las poblaciones de este
género; aungue el numero diploide de 52 cromosomas es caracteristico de Bryconamericus,
el cariotipo para las diferentes especies, en este género, varia, sugiriendo que los rearreglos
cromosomicos pueden estar involucrados en la evolucion del cariotipo de éste grupo de
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peces. La especie Brycon siebenthalae estudiada por Parada, S. et al (2003), muestra un
namero cromosémico de 2n=50 (24 m, 26sm/st), el cual es similar al de otros Bryconidos
de la cuenca amazénica. Asi mismo, se observa un par cromosémico de gran tamafio,
distintivamente grande con respecto a los demas del complemento, haciendo pensar que
ésta es una caracteristica de marca de género. Dos Santos, A 'y Morelli S (2006), realizaron
analisis citogenéticos de dos poblaciones de Astyanax scabripinnis. Ambas poblaciones
presentaron un nimero diploide 2n=50 cromosomas. En este caso se realizaron tinciones
con nitrato de plata (NORs) evidenciando un sistema de multiples NORs, ademas se
identificaron bloques de heterocromatina constitutiva en la regién telomérica de algunos
cromosomas subtelocéntricos y acrocéntricos. Por ultimo, Rubert M. y Margarido, V.
(2007), identificaron un namero cromosémico de 2n=50 para el genero Oligosarcus con
formula cromosémica 4m + 10sm +16st + 2a. La tincion con plata revelo en algunas
especies NORs sencillos y en otras NORs mdltiples, ademas la heterocromatina juega un
papel importante en la diversificacion cromosomica de especie de este género.

La aplicaciéon de los conocimientos citogenéticos en proyectos de piscicultura que hace
algunos afios atras constituia una posibilidad promisoria, hoy puede ser considerada como
una realidad; las técnicas de manipulacion cromosdémica pueden ser aplicadas facilmente en
peces, ya que estos organismos presentan generalmente fecundacién externa. La aplicacién
mas directa del conocimiento citogenético en piscicultura es la identificacion de hibridos.
Asi, por ejemplo, los estudios de Almeida, L.F et al. (1987, 1988) mostraron que era
posible distinguir los cariotipos del pacu (Piaractus mesopotamicus) y del tambaqui
(Colossoma macropomum), de forma que los hibridos entre esas especies podian ser
facilmente caracterizados, pues presentaban cromosomas de las dos especies parentales.
Recientemente, Nirchio et al. (2003) también demostraron que las especies parentales C.
macropomum y P. brachypomus pueden ser perfectamente identificables y distinguidas del
hibrido C. macropomum x P. brachypomus mediante la tincion convencional con Giemsa,
la impregnacion con Nitrato de plata y la Hibridacién Fluorescente in situ.

Otra linea de trabajo bastante interesante se relaciona con la produccion de linajes
poliploides. En este caso, Carvalho, E. D (1992) ha obtenido triploides de dos especies de
peces de interés comercial, Colossoma macropomum Yy Piaractus mesopotamicus;
sometiendo los 6vulos recién fertilizados a tratamientos fisicos (choques de temperatura y
de presion) o quimicos (tratamiento con drogas como colchicina). Estos tratamientos
inhiben la liberacion del segundo corpusculo polar, haciendo que en los embriones se
produzca la presencia de tres conjuntos cromosomicos.

La manipulacion cromosomica también puede emplearse para crear individuos cuyos
genomas completos provienen de la madre (ginogénesis) o del padre (androgénesis). Con
relacion al primero de los casos, se debe sefialar que la ginogénesis es la forma natural de
reproduccion de unas pocas especies, tales como Poecilia formosa y Carassius auratus
gibelius. La ginogénesis y la androgénesis, pueden ser empleadas para obtener cepas
monosexuales. La ginogénesis permite crear las llamadas superhembras (WW) en especies
que tienen el sistema de determinacion sexual ZZ-WZ. Al igual que la ginogénesis, la
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androgénesis puede emplearse para examinar los efectos de alelos recesivos y producir

organismos altamente consanguineos. En

términos  generales,

la produccion de

ginogenéticos o androgenéticos permite la obtencion de linajes con reducida variabilidad
genética que puede ser utilizada en diversos experimentos de mejoramiento genético
(Nirchio, et al 2005). Por lo expuesto, es indudable que la manipulacion cromosomica
surge como un area de investigacion aplicada de gran importancia en los cultivos de peces.

Tabla 1. Resumen de Antecedentes

AUTOR/ANO FAMILIA ESPECIE TECNICA RESULTADOS
Martins, Cesar Anostomidae Schizodon borelli Cultivo rifidn, 2n=27, Sin
1998 Schizodon FISH. Heterocromosomas
isognathum
Venere, C. et al Leporinus Cultivo rifion 2n=54, Sistema
2004 Anostomidae Trifasciatus NORs cromosomico
Bandeo C sexual ZZ/Z\W
Bellafronte, E. et al Parodon nasus y Cultivo rifién, 2n=54
2005 Parodontidae Parodon tortuosus NORs. FISH. Sin
Bandeo C Heterocromosomas
Brassesco, M.S et Steindachnerina Cultivo rifidn, 2n =54,
al 2004 Curimatidae conspersa NORs. Sin
Potamorhina Bandeo C Heterocromosomas
squamoralevis
De Rosa, L et al S. insculpta Cultivo rifidn, 2n = 54, sin
2007 Curimatidae Cyphocharax NORs. FISH. diferenciacién
modesta Bandeo C sexual
Margarido, Py Characidae Brycon lundii, Cultivo rifion 2n=50, sin
Galetti, P. Brycon microlepis Bandeo C diferenciacion
1999 Salminus hilarii NORs, DAPI sexual
Cultivo rifion, 2n=52 y sistema
Artoni, R.F et al Characidae Triportheus Cultivo cromosomico
2002 inVitro, sexual ZZ/ZW
NORs diferenciado
Bandeo C
Marques, Tania Characidae Bryconamericus aff. | Cultivo rifién, 2n=52, sin
2003 iheringii NORs, Heterocromosomas
Bandeo C
Parada, S et al Characidae Brycon siebenthalae Cultivo in 2n=50
2003 Vitro 24m + 26 sm/st
linfocitos
Dos Santos, Aetal | Characidae | Astyanax scabripinnis | Cultivo rifiidén 2n=50
2006 NORs,
Bandeo C
Rubert, M. et al Characidae O. paranensis O. NORsy 2n=50,
2007 pintoi O. longirostris Bandeo C
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5. MARCO TEORICO

5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PECES

Los peces constituyen el grupo mas numeroso del filum de los vertebrados, representando
alrededor de la mitad de las especies. Se los encuentra en agua dulce y salada, tanto en los
abismos oceanicos como en los lagos de alta montafia, desde las regiones polares a los oasis
de los desiertos. Bajo el nombre de peces se engloban dos grupos diferentes, tanto desde el
punto de vista evolutivo como del morfoldgico y anatomico: peces cartilaginosos y peces
0seos. Otros dos grupos, relacionados con los peces de manera puramente formal, debido a
su morfologia y su modo de vida, son las lampreas y los mixinos que son formas
particularmente arcaicas, aunque algunos autores los consideran como otro grupo de peces
(sin mandibula) (Lima, F.C.T et al. 2003).

Existen aproximadamente unas 22.000 especies de peces, de las cuales, un 40% vive en
agua dulce y un 60% en los mares. S6lo unas pocas especies pueden pasar de uno de estos
medios al otro (salmdnidos, acipenséridos, anguilas). Entre las especies marinas, mas de
tres cuartas partes viven en la zona litoral hasta una profundidad de 200 m, una décima
parte son pelagicas y una vigésima parte vive en las grandes profundidades (Lima, F.C.T et
al. 2003).

5.2 ICTIOFAUNA NEOTROPICAL

La ictiofauna Neotropical (Fig. 1) de peces dulceacuicolas es bastante rica, incluye
alrededor de 71 familias y 4.475 especies conocidas (Reis et al. 2003). ElI mas reciente
inventario realizado por Reis et al sugiere la existencia de 6.000 especies en los rios y lagos
de la region Neotropical, mientras que la estimacidn disponible sobre la cantidad de peces
de agua dulce para todo el planeta se encuentra en el orden de 13.000 especies (Nirchio et
al, 2005).

La region Neotropical corresponde aproximadamente a lo que conocemos como
"Latinoamérica™; abarca el sur de México, las Antillas, Centroamérica y toda Sudamérica
(Nirchio, M et al. 2005).

En un estudio de tendencias historicas de descripcion de especies de Characidae y
Loricariidae, realizada por Schaefer (1998), se estimé que podian existir aproximadamente
8.000 especies de peces neotropicales de agua continental, lo que corresponderia al 25% de
todas las especies de peces dulceacuicolas del mundo. Este numero fue discutido y
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aceptado por Vari y Malabarba (1998) quienes sostienen que toda esta diversidad de peces
neotropicales de agua dulce ocurre en menos del 0,003% del agua continental del planeta.

Figura 1. Regién Neotropical

Fuente: Manual de Citogenética de Peces (Nirchio et al, 2005)

5.3 FAMILIA CHARACIDAE

La familia Characidae es el grupo mas grande de peces de agua dulce en Sur América,
conteniendo cerca de 170 géneros y 885 especies (Marques, T.R et al.2003). También son
muy frecuentes en México, Centroamérica y Africa; son exclusivos de agua dulce y habitan
arroyos, rios y lagos. Se conocen mas de 1.400 especies en total. Es posible reconocerlas
por la presencia de una aleta corta y adiposa (grasa) situada entre la cola y la aleta dorsal.
El caracido de mayor tamafio es el pez tigre africano, que alcanza una longitud de 1,3 m,
mientras el mas pequefio es el cardcido azul pigmeo boliviano, que mide 15 milimetros.
Aunque los caracidos tienden a ser pequefios, con el cuerpo en forma de cigarro o aplastado
lateralmente, muchas especies han evolucionado de manera divergente en lo que se refiere a
la forma del cuerpo y la boca, como adaptacién a la captura de gran variedad de presas y
alimentos. Algunas especies son herbivoras estrictas, mientras que otras se alimentan sélo
de otros peces. Varian desde especies omnivoras lentas, corpulentas, que se mueven en
bancos, hasta especies depredadoras solitarias de movimientos rapidos, con forma de
torpedo. Muchas especies exhiben un colorido brillante, como los “tetras neon”, muy
populares entre los aficionados a los acuarios. La mayoria de los caracidos dispersan sus
huevos entre las plantas acuaticas, en donde las crias se protegen de los depredadores.
Ciertas especies emigran a habitats con vegetacion acuatica densa, durante la estacion de
reproduccion. Entre las especies de mayor tamafio son muy conocidas las pirafias y los
pacues (Lima, F.C.T et al. 2003).
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5.4 ESPECIE Brycon meeki

Figura 2. Brycon meeki

54.1 Taxonomia

Reino: Animal

Phylum: Chordata

Grupo: Craniana (Vertebrata)
Subphylum: Gnathostomata
Superclase: Piscis

Clase: Osteichtyes
Subclase: Actinopterygii
Grupo: Teleostei
Superorden: Teleosteica

Orden: Heterognati
Suborden:  Characinae

Familia: Characidae (o Characinidae)
Subfamilia: Bryconinae

Genero: Brycon
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Especie: Brycon meeki

Nombres Comunes: Sdbalo (sur de Colombia y Ecuador), Salmones (Uruguay y
Argentina)

5.4.2 Descripcion. Brycon meeki es una especie que corresponde al grupo de peces
neotropicales de mayor popularidad y accesibilidad para los pescadores deportivos que
habitan el Centro y Sur de América. Especie de gran tamafio que puede alcanzar tallas hasta
de 32cm 0 mas, esta cubierta de escamas cicloideas, sus aletas estan desprovistas de espinas
punzantes y poseen dientes multicuspides resistentes (Caicedo, J. 2004). Se caracterizan
principalmente por poseer una aleta adiposa y unas escamas bien desarrolladas. La
mandibula superior sobresale notoriamente sobre la inferior; radios de la aleta anal entre
33-35; base de la aleta anal mayor que la longitud de la cabeza, escamas pequefas,
coloracion del cuerpo plateada sin mancha humeral ni peduncular; dorso de la cabeza
amarillento, aletas amarillentas en la base de los radios y hialinas en los extremos (Ortega,
A 2004).

5.4.3 Ecologia. El sabalo es una especie que se localiza principalmente en sistemas I6ticos
con buena condicion fisico-quimica, temperatura entre 19°C y 25°C, exigente porcentaje de
saturacion de oxigeno disuelto (mayor de 80%), y pH entre 6 y 7.5, es reofilica. Su habito
alimenticio es omnivoro con tendencia carnivora, preferiblemente peces pequefios y
macroinvertebrados (Caicedo, J. 2004). En estado adulto, ésta especie se encuentra
asociada preferiblemente al canal central de los rios en los sitios con turbulencia; en
ocasiones se los encuentra en remansos en donde el aporte del material aléctono es
abundante; los juveniles con frecuencia penetran rios y quebradas de bajo caudal; se
alimentan principalmente de semillas, frutos y otros materiales vegetales, aunque también
consume peces pequefios (Ortega, A 2004).

5.4.4 Distribucion Geografica. EIl sabalo es una especie endémica de Colombia, de
amplia distribucién en la vertiente del Pacifico, es un pez exclusivo de agua dulce, vive en
los arroyos, rios y lagos (Caicedo, J. 2004). Presente en las cuencas de los rios San Juan,
Dagua y Patia al oeste de Colombia y el Andén Pacifico Caucano (Figura. 3) (Ortega, A
2004).

5.4.5 Estado de Conservacion. Con base en la informacion de los habitantes de la region,
las poblaciones de esta especie han disminuido dramaticamente, y considerando que es la
principal especie dentro de las pesquerias tanto artesanales como deportivas en la region, se
debe considerar dentro de la categoria de casi amenazado (NT) (Ortega, A 2004).

5.4.6 Importancia Econémica. Debido a que actualmente esta especie se considera casi
amenazada, su importancia econémica ha disminuido considerablemente. Afios atras fue la
especie por excelencia en la region, de gran importancia econémica y de una atraccion
turistica de primer orden. En la época de verano se realizaban torneos de pesca deportiva en
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donde se evaluaba la talla maxima, peso maximo y nimero de ejemplares capturados en un
tiempo determinado (Ortega, A 2004).

Figura 3. Distribucion Geografica de la especie Brycon meeki en la region del Cauca,
Rio Patia.
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5.5 VERTIENTE DEL PACIFICO

A la vertiente del pacifico pertenecen mas de 200 rios, entre los principales se encuentran el
rio Patia, Baudd, San Juan y Mira. Sus rios suelen ser muy caudalosos y cortos.! El
territorio que conforma el Litoral Pacifico equivale al 6.2% de la superficie del pais. Posee
1.400 Km. de longitud, 49.663 Km? de area que generan 16.700 Km? de plataforma
comprendida entre la frontera con Panama y la desembocadura del rio Mataje en la
frontera con el Ecuador, constituyendo una unidad ecolégica, geogréafica, econémica, racial
y sociocultural claramente diferenciable del resto del pais (Escobar, J. 2002).

5.5.1 Rio Patia. El Patia es el rio méas extenso de la vertiente Pacifica de Colombia y de
Surameérica, con sus 400 km de curso, de los cuales sélo son navegables 90 debido a que es
un rio de montafia y llanura. Su recorrido lo realiza en direccién sur, entre las cordilleras
Central y Occidental, para entrar luego en la llanura del Pacifico donde recibe su principal
afluente, el Telembi ? (Figura 3).

5.6 LA CITOGENETICA COMO HERRAMIENTA PARA LA
CARACTERIZACION DE ESPECIES

La citogenética se basa en el hecho de que el material hereditario se encuentra organizado
en unidades de informacion denominadas “cromosomas”. La ocurrencia universal de
cromosomas como unidades de la herencia, sugiere que éstos hayan aparecido muy
temprano en la Historia de la vida. Historicamente la citogenética es una ciencia hibrida,
originalmente constituida por la citologia y la genética. La citologia tuvo su inicio con la
invencion del microscopio en el siglo XVII. Los estudios iniciales indicaron la existencia
de unidades elementales en los seres vivos, o que culmind con el desarrollo de la teoria
celular en 1850, segun la cual los seres vivos estan formados por células y productos
celulares. Durante el periodo comprendido entre 1850 y 1900, hubo un gran avance en la
identificacion de los constituyentes celulares y de sus procesos biologicos llegando al
descubrimiento de los procesos de mitosis y meiosis. En 1888 Waldeyer creo6 el término
“cromosoma” para identificar las pequenias unidades estructurales que se formaban en el
nacleo en un determinado periodo del ciclo celular (Nirchio, M et al. 2005).

El conocimiento sobre la diversidad bioldgica es el punto de partida para todos los estudios
basicos 0 aplicados relacionados con las ciencias de la vida y la identificacion de las
especies, asi como también la habilidad de identificarlas y/o nombrarlas es fundamental
para estudios de ecologia, comportamiento, evolucion y todas las otras disciplinas
relacionadas con los organismos. Hoy en dia la citogenética se ha convertido en una
importante herramienta para la identificacion de especies debido a la posibilidad de

1¥2 Colombialink.com/index_geografia_hidrografia.html
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organizar los cromosomas mediante técnicas de cultivos celulares y procesos de tincion.
Con éstas técnicas se pretende identificar células en metafase de donde se puedan tomar los
cromosomas Yy organizarlos segun su tamafo y posicion del centromero. Este proceso es el
punto de partida para la caracterizacion cromosdmica de las especies y su posterior analisis
mediante técnicas mas especificas.

5.7 CROMOSOMAS

La citogenética es el estudio de los cromosomas y las enfermedades relacionadas, causadas
por un numero y/o estructura anormales de los cromosomas. Los cromosomas son
estructuras complejas localizadas en el ndcleo de las células, compuestos por ADN,
histonas y otras proteinas, ARN y polisacaridos. Son basicamente los "paquetes” que
contienen el ADN. Normalmente, los cromosomas no se pueden ver con un microscopio
Optico, pero durante la division celular se condensan lo suficiente como para poder ser
facilmente analizados a 1.000 aumentos. Para obtener células con sus cromosomas en
estado condensado se las expone a un inhibidor de la mitosis, que bloguea la formacion del
huso mitotico y detiene la division celular en la etapa de metafase (Donald, Mc. 2002). Se
pueden usar distintos tejidos para obtener preparaciones de cromosomas; por ejemplo,
sangre periférica, medula désea, fluido amniotico y productos de la concepcién. Aungue las
técnicas especificas difieren segun el tejido usado, el método basico para obtener
preparaciones de cromosomas es asi (Donald, Mc. 2002):

« Recoleccion de la muestra y preparacion inicial.

o Cultivo celular.

o Adicion de un inhibidor de la mitosis para detener las células en metafase.

« Recogida de las células. Este paso es muy importante para obtener preparaciones de
alta calidad. Implica exponer las células a una disolucién hipotdnica, seguida de una
serie de disoluciones fijadoras. Esto hace que las células se expandan, de modo que
los cromosomas se extiendan y puedan examinarse individualmente.

e Tincidon de las preparaciones cromosomicas para detectar los posibles cambios
numéricos y estructurales.

5.7.1 Morfologia del Cromosoma. Los cromosomas poseen un brazo corto y otro largo
separados por un estrechamiento o constriccion primaria, llamada centromero. El brazo
corto se designa como p y el largo como g. El centromero es el punto de union del huso
mitdtico y es parte integral del cromosoma; es esencial para la segregacion del cromosoma
durante la division celular (Donald, Mc. 2002).

De esta manera, la morfologia del cromosoma se encuentra determinada por la localizacion
del centromero (Tabla 2), el cual puede estar ubicado en cualquier parte a lo largo del
cromosoma. Dependiendo de su posicion, el cromosoma se clasifica en una de cuatro clases
principales: un cromosoma metacentrico (M) presenta el centrdmero aproximadamente en
el centro del cromosoma, de tal manera que lo divide en dos brazos de longitud similar. En
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un cromosoma submetacéntrico (SM), el centromero se encuentra desplazado hacia un
extremo de tal forma que presenta brazos de distinta longitud. Los cromosomas con brazos
muy cortos se denominan subtelocéntricos (ST) y aquellos en los que es visible solo un
brazo con el centromero en el extremo terminal se denominan telocéntricos (T) (Nirchio,
M et al. 2005).

Tabla 2. Clasificacion de los cromosomas segun el valor ry 1.C

POSICION r (a/p) I.C DESIGNACION | FORMA
CENTROMERICA
Media sensu stricto
Regién Media 1-<1.7| 05->0.37 Metacéntrico (M) x
Submedia 1.7 - 0.37->0.25 | Submetacéntrico (SM)
<3.0 ¥
Subterminal 3.0- 0.25->0.125 | Subtelocéntrico (ST) n
<7.0
Region Terminal
Terminal sensu stricto >7.01 <0.125 Telocéntrico (T) n

Fuente: Nomenclature for centromeric position on chromosomes (Levan et al, 1964).

A fin de reducir la subjetividad a la hora de clasificar los cromosomas, se ha extendido el
uso de la nomenclatura propuesta por Levan et al. (1964), que consiste en calcular el indice
interbraquial (r), que se obtiene dividiendo el tamafio del brazo largo entre el tamafio del
brazo corto (r =g/p), ademas del indice centromérico (1.C = p/p+q). Dependiendo del valor
del indice centromérico se clasifican segln se indica en la Tabla 2, en metacéntrico (I.C:
0.5 - >0.37), submetacéntrico (I.C: 0.37 - >0.25), subtelocéntrico (I.C: 0.25 - >0.125), y
telocéntrico (I.C: <0.125).

5.7.2 Cromosomas Sexuales o Heterocromosomas. En muchos organismos, un par de
cromosomas homologos es distinto al resto, y esta involucrado en la determinacion sexual
de los individuos. A estos cromosomas se les llama cromosomas sexuales o
heterocromosomas ya que determinan el sexo. Existen tres tipos basicos de determinacion
del sexo (Donald, Mc. 2002):

» Sistema de determinacion XX/XY: En los mamiferos las hembras son
homogaméticos, es decir, tienen cromosomas sexuales idénticos (XX) produciendo
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gametos de un solo tipo; por el contrario, los machos son heterogaméticos debido a
que sus cromosomas son diferentes (XY) en tamafio, morfologia y contenido
genético.

» Sistema de determinacion ZZ/ZW: Esta dado en diferentes animales como
mariposas y aves. En este sistema ocurre lo contrario, el sexo masculino es
homogamético (ZZ) y el femenino heterogamético (ZW).

» Sistema de determinacion XX/XO: Lo presentan especies de insectos, anfibios,
entre otros. Se caracteriza por no presentar el cromosoma Y, determinandose el sexo
por el nimero de cromosomas X, de esta manera el macho es XO y la hembra XX.
También existe su contraparte: ZZ/ZO

Los cromosomas sexuales se han identificado en aproximadamente 50 especies y/o
poblaciones locales de peces de la region Neotropical, incluyendo 36 informes de
heterogamia femenina y 20 informes de heterogamia masculina. En algunas especies se ha
identificado mas de un tipo de mecanismo cromosémico de determinacion sexual (Nirchio,
M et al. 2005).

Cinco diferentes sistemas de determinacion sexual han sido detectados en peces
Neotropicales, cada uno caracterizandose por determinadas lineas generales de eventos
evolutivos; de a cuerdo a esto, la diferenciacion del sistema ZZ/ZW esté frecuentemente
correlacionada con mecanismos de heterocromatizacion, mientras que la evolucion de
sistemas multiples (X1X1X2X2/X1X2Y, XX/XY1Y2 y ZZ/ZW1W2) resulta de
reordenaciones estructurales de cromosomas, principalmente del tipo translocacion. En los
casos donde hay cromosomas XY, el cromosoma Y exhibe, en general, un tamafio menor
que el X en la mayoria de los casos estudiados, y no se evidencia una aparente
heterocromatinizaciéon del Y (Bertollo et al., 1990). Las principales formas de
determinacidon sexual encontradas en peces son:

a) El mecanismo ZZ/ZW (Figura. 4) es similar al presentado por las aves. Las hembras
son heterogaméticas ZW y los machos homogaméticos ZZ. Lo presentan algunas especies
de tilapias: O. hornorum, O. aureus, O. macrochir, O. varibilis (Nirchio, M et al. 2005).

b) El mecanismo de determinacion sexual XX — XY (Figura. 5), es similar al de los
mamiferos, en éste las hembras homogameéticas (XX) producen un solo tipo de gametos.
Los machos (XY) son heterogaméticos, producen dos tipos de espermios, unos portadores
del X y otros del Y. La mezcla al azar de los gametos origina hembras y machos en
proporcién de 1:1. Se presenta en truchas, salmones, algunas especies de tilapia, tales
como: O. mossambicus y O. niloticus y en los bagres de canal, entre otros (Nirchio, M et al.
2005).

Es importante sefialar que se conocen muy pocas especies de peces con cromosomas
sexuales diferenciados (heterocromosomas) (Nirchio, M et al. 2005).
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Figura 4. Cariotipo del género Triportheus (Characiformes, Triportheinae) mostrando
la presencia de un sistema cromosomico de determinacion del sexo del tipo ZZ/Z\W.
Macho (A), Hembra (B)
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Fuente: Manual de Citogenética de Peces. (Nirchio, M et al. 2005).

Figura 5. Cariotipo de Pseudotocinclus tietensis (Siluriformes, Loricariidae)
mostrando la presencia de un sistema cromosomico de determinacion sexual de tipo
XXIXY. Macho (a) Hembra (b)
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Fuente: Manual de Citogenetica de Peces. (Nirchio, M et al. 2005).
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5.8 ANALISIS CROMOSOMICO

Practicamente todos los analisis citogenéticos de rutina se realizan sobre preparaciones
cromosOmicas que se han tratado y tefiido para producir un patrén de bandas especifico de
cada cromosoma. Esto permite la deteccion de cambios sutiles en la estructura de los
cromosomas. El tratamiento de tincién mas comun se llama bandeo G. Se dispone de otras
técnicas de tincion que ayudan a identificar anomalias especificas. Una vez que se han
obtenido las preparaciones de cromosomas metafasicos tefiidos, pueden examinarse al
microscopio. Durante un analisis completo, cada cromosoma se compara criticamente
banda por banda con su homdélogo. Es necesario examinar tantas células para poder detectar
un mosaicismo, con significado clinico (Donald, Mc. 2002).

Tras el analisis al microscopio, se toman iméagenes de las células en metafase que tengan
mejor calidad, ya sea mediante fotografia o por digitalizacion de imagen computarizada.
Cada cromosoma puede entonces disponerse en pares de acuerdo con su tamafio y patrén de
bandas, formando un cariotipo. El cariotipo permite al citogenetista examinar ain mas en
detalle cada cromosoma en busca de cambios estructurales. Se hace entonces una
descripcion por escrito del cariotipo, definiendo el andlisis cromosomico (Donald, Mc.
2002).

5.8.1 Cariotipo. Es el ordenamiento y descripcion de los cromosomas de una célula
metafésica de acuerdo a su nimero, tamafio y forma de cada tipo de cromosoma del juego
completo de cromosomas de un organismo (Donald, Mc. 2002). En los organismos
superiores, los cromosomas de cada célula somatica ocurren en pares que confieren una
constitucion diploide a cada especie y que se indica con el nimero 2n. Las células sexuales
(gametos), contienen un solo miembro del par y por lo tanto el nimero haploide de
cromosomas se indica como n (Nirchio, M et al. 2005).

El cariotipo es caracteristico de cada especie; el humano tiene 46 cromosomas o0 23 pares
de cromosomas, organizados en 22 pares autosomicos y un par sexual. Los peces presentan
una alta variabilidad cariotipica, su nimero diploide varia entre 2n=12 en Gonostoma
bathyphylum y 2n=446 en Diptychus dipogon; por otro lado en los peces neotropicales los
numeros diploides varian entre 2n=20 para Pterolebias longipinnis a 2n=134 para
Corydoras aeneus (Nirchio, M et al. 2005).

Los cromosomas, en un cariotipo, pueden diferir entre si con respecto al nimero, tamafio,
morfologia y patron de bandas. (Nirchio, M et al. 2005). Los cromosomas se agrupan en
pares de homdlogos v se clasifican de acuerdo al indice Centromérico y Tamario Relativo,
en metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos, telocéntricos o acrocéntricos.
También se tiene en cuenta dos clases de cromosomas, los de tamano “Fundamental”
(Clase F) 6 “Largos” (Clase L) dependiendo de su longitud relativa. La clase F incluye
cromosomas m, sm y st de longitud decreciente; los de clase L, se caracterizan por tener
una longitud doble respecto a los cromosomas F (Carvajal, S. 2000). Este tipo es poco
frecuente y posiblemente se originan mediante la fusion céntrica de dos cromosomas F
(Chen 1971).
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6. METODOLOGIA

6.1 AREA DE COLECTA Y OBTENCION DE LA MUESTRA

La especie estudiada se colectd en la quebrada Las Tallas (Figura 6), en el municipio de
Patia (El Bordo), departamento del Cauca, al oeste de la cabecera municipal; ésta quebrada
confluye, en la margen derecha del rio Patia

Los muestreos se realizaron en distintos puntos del paso de la quebrada, por la Estacion
Piscicola Las Tallas. El agua permanentemente se encuentra translucida en la época de
verano, haciendo maés facil la pesca de esta especie; sin embargo, se presentan dificultades
en la captura cuando llega la época de lluvias, pues el nivel agua aumenta.

Como metodologia de muestreo y con el fin de sondear todos los ambientes posibles dentro
de las variantes de fisonomia de los causes, tales como corrientes, fondos, orillas, y
empalizadas, se utilizaron varios méetodos de captura. Uno de ellos fue la pesca eléctrica, el
cual es un equipo portatil que se basa en la aplicacion de una corriente eléctrica que fluctta
entre 250 y 600 voltios; también se intento con atarraya y galandra; sin embargo, con estos
métodos, no se obtuvieron los mejores resultados. De esta manera se utiliz6 el método de
arrastre, ya que con este se obtuvo una mayor cantidad de ejemplares. EI método consistio
en armar un trinche (Figura 7a) en un extremo del cause y en el sentido de la corriente
realizar arrastres (Figura 7b) con chinchorro cada media hora, en horas de la noche y la
madrugada. Los ejemplares se transportaron hacia la estacion piscicola Las Tallas (CRC),
en tarros de plastico, con agua de su habitat natural y aireacion manual, para luego ser
colocados en piletas. Los ejemplares fueron transportados vivos pero sedados, hasta las
instalaciones del Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del
Cauca, en bolsas plasticas con agua y oxigeno.

Para llevar a cabo los estudios carioldgicos se colectaron 20 ejemplares vivos de la especie

Brycon meeki; 14 de ellos se utilizaron para la estandarizacion de la técnica y los restantes
para la determinacion genética de la especie.
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Figura 6. Quebrada Las Tallas

Figura 7. Método de Captura.

a. Trinche

36



b. Arrastre

6.2 OBTENCION DE EXTENDIDOS MITOTICOS

Se realiza mediante la técnica de cultivo de rifién (Figura. 8), segun lo propuesto por
Bertollo et al (1978) y Fenocchio et al (1991), con ciertas modificaciones.

Sacrificio y diseccion del pez.

Extraccion del rifion.

Maceracion del rifion en 4ml de solucion de tripsina (0.0125%) en caja de petri
por 2 minutos. Adicionar 3ml de medio simple, suplementado con suero fetal
bovino (10%) en una caja de petri e introducir el macerado de rifién, con el fin
de parar la accion de la tripsina.

Centrifugar por 10 minutos a 1200 rpmy retirar sobrenadante.

Adicionar 5ml de medio completo RPMI 1640, suplementado con suero fetal
bovino al 10% e incubar a temperatura ambiente, durante dos horas.

Agregar 0.1ml de Colcemid al 0.1% e incubar durante hora y media.

Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm y retirar sobrenadante.

Agregar 6ml de solucion hipotonica de KCL al 0.45% durante 40 minutos, a
temperatura ambiente. Agregar 1ml de solucion fijadora Carnoy (metanol -
acido acético: 3:1) para prefijar, dejar reposar y centrifugar 10 minutos a 1200
rpmy retirar sobrenadante.

Agregar 4ml de solucidon fijadora Carnoy durante 20 minutos, refrigerar,
centrifugar y retirar sobrenadante. Agregar 4ml de solucion fijadora Carnoy y
refrigerar durante 24 horas.

Se realizan dos fijaciones mas sin reposo entre ellas.

Gotear la suspension celular sobre una portaobjetos limpio.
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e Colorear con Giemsa al 10%, durante 5 minutos.
e Las placas se montan en forma permanente con entellan y cubreobjetos.

e Se analizan las placas al microscopio para contar nimero cromosémico e
identificar las mejores metafases.

Figura 8. Método Obtencion de Extendidos Mitéticos.

Extraccion del Rifidn

6.3 DETERMINACION DEL NUMERO CROMOSOMICO

Para establecer el nimero cromosémico de la especie, se analizaron 30 metafases bien
conformadas de cada animal, y se identific6 el nimero modal. Este se toma como el
namero cromosémico de la especie.

6.4 REGISTRO Y PROCESAMIENTO DE DATOS

El registro de datos se realizO mediante la toma de fotografias de las metafases. Se
registraron aquellas metafases de morfologia aceptable, es decir, con una buena definicion
de cada uno de los cromosomas, de forma que el centromero se pueda ubicar facilmente;
para esto es importante seleccionar metafases con background minimo. Para la toma de las
fotografias se utilizé un sistema de adquisicién y procesamiento de imagenes que tiene
como base el sofware Leica Qwin, que funciona bajo el ambiente del sistema operativo
Microsoft® Windows, con camaras CCD y TV, conectadas a un computador en el cual se
encuentra el sofware (Figura. 9); este programa fue empleado para la visualizacion,
adquisicion y almacenamiento de las imagenes. Una vez almacenadas las fotografias, estas
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se analizaron, mediante un sistema de vision computacional, llamado Sistema Asistido para
la Elaboracion de Cariotipos (Lopez y Pinto, 2007). Este programa se basa en el analisis de
imégenes y permite seleccionar automaticamente caracteristicas de las metafases por el
color o el contraste, identificando cada uno de los cromosomas como un color especifico y
diferenciandolo de cualquier otro objeto presente. En primera instancia el programa realiza
un pre-procesamiento para mejorar el contraste de la imagen, la analiza para identificar
todos los cromosomas, posteriormente permite separar 0 unir cromosomas, también
eliminar background presente en la metafase. Una vez determinados exactamente los
cromosomas, calcula areas y elimina objetos que por su tamafio no son reconocidos como
cromosomas y rota autométicamente los cromosomas para encontrar el centromero.
Finalmente la organizacion del cariotipo es realizada manualmente, basdndose en la toma
de medidas de los cromosomas y en su morfologia, para determinar el valor de indice
centromérico y poder comparar con los rangos de clasificacion (Tabla. 2) establecidos
tedricamente para cada tipo de cromosoma; finalmente se obtienen parejas asociadas por su
similitud en tamafio e indice centromérico.

Figura 9. Estacion de Tratamiento de Iméagenes Leica.

6.5 DIAGRAMACION DEL IDEOGRAMA

Para realizar el ideograma se mide la longitud total de cada cromatida de tres cariotipos vy
se promedian para obtener la longitud total del cromosoma. De esta manera, las mediciones
obtenidas se transforman en medidas relativas (%), tomando como patrén el par
cromosomico mas grande, al cual se le asigna el valor del 100 %. Se promedian las
longitudes totales relativas (%) de cada una de las parejas de cromosomas. Finalmente se
realiza una representacion grafica de cada par cromosémico teniendo en cuenta el tamafio
promedio relativo (%), la forma (posicion del centromero) y nimero correspondiente a cada
pareja, segun posicion en el orden decreciente de tamafio.

39



6.6 DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental de esta investigacion se bas6 en un experimento de tipo
observacional, y consistio en la recoleccion de 3 machos y 3 hembras de la especie Brycon
meeki, para un total de 6 individuos. De cada pez se realiza un cultivo de rifién y se
analizan 30 metafases. El analisis estadistico se realizd6 mediante estadistica descriptiva y
comparativa mediante prueba no Paramétrica (Z; Wilcoxon), para determinar si existen
diferencias carioldgicas intersexo, comparando estadisticamente el tamafio relativo y la
posicion del centromero (indice centromérico) de las parejas homaélogas de ambos sexos.

Después de estandarizada la técnica de obtencion de cromosomas, para la identificacién del
cariotipo (numero, tipo y tamafio de cromosomas), se colectan un minimo de tres
ejemplares por sexo (6 ejemplares/especie), en los cuales se cuentan los cromosomas en al
menos 30 metafases por pez; para un total de 90 metafases por género. Como no se
observaron variaciones entre los tres ejemplares del mismo sexo, entonces, el nimero de
peces no se incrementd (6 ejemplares por sexo). Una vez determinado el ndmero
cromosomico, se identificaron tres metafases bien conformadas por cada pez, para realizar
las mediciones (longitud total y de cada brazo cromosdmico), establecer el tamafio relativo
y tipo de cromosomas, a través del sistema asistido de vision computacional para la
elaboracion de cariotipos.
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7. RESULTADOS

7.1 ESTANDARIZACION METODO DE CULTIVO DE RINON

Para la estandarizacion de la técnica se tuvieron en cuenta tiempos y concentraciones
(Anexo A) de algunos de los reactivos que son determinantes en la obtencion de
metafases. El factor mas determinante en la buena obtencion de metafases, es el tiempo
de accidn en la solucion hipotonica. Se realizaron cinco tiempos de accidn, comenzando
en 30 minutos, con espacios de tiempo de 5 minutos, hasta un méximo de 50 minutos.
Los cultivos tratados con KCI 0.45% en un tiempo menor a 40 minutos presentaron
metafases con mucho citoplasma y con cromosomas muy pequefios y juntos, en algunos
casos indistinguibles (Figura. 10a,b). Por otro lado, aquellos tratados por mas de 40
minutos, presentaron metafases con cromosomas casi degradados o con separacion de
las cromatidas hermanas (Figura. 10c,d). Caso contrario ocurrié con un tiempo de
tratamiento de 40 minutos, en donde la accion de la solucion hipoténica produjo un
efecto preciso en la buena visualizacion de las metafases, con cromosomas distinguibles
y de un tamafio aceptable. Sumado a esto, para obtener una buena expansién de la
metafase, en algunos casos se utilizo fijador en proporcion de 4:1, observandose una
mejora en comparacion con las demés metafases (Figura. 11).

Figura 10. Fotografias de Metafases en proceso de estandarizacion.
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c. Metafase tratada durante
45 min/KCl 0.45%

d. Metafase tratada durante
50 min/KCl 0.45%
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Figura 11. Fotografias de Metafases con metodologia estandarizada (KCL 0.45% /

40minutos, Colcemid 0.1%0)
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7.2 DETERMINACION DEL NUMERO CROMOSOMICO

Los datos obtenidos para la determinacion del numero cromosémico de la especie Brycon
meeki (Sabalo), estan resumidos en la tabla 3. Estos resultados se obtuvieron a partir del
analisis de 90 metafases para macho y 90 metafases para hembra (Anexo B). EI nimero
modal encontrado corresponde a metafases con 50 cromosomas (25 pares cromosomicos).
Se observaron metafases con menos cromosomas, pero con frecuencias muy bajas que no
ameritan ser tenidas en cuenta (Figura. 12).

En la tabla 4, se presenta la clasificacion cromosémica de la especie, encontrdndose el
mismo numero y clase de cromosomas en ambos sexos. De los 50 cromosomas de esta
especie, 24 son metacéntricos (M), 22 submetacéntricos (SM) y 4 subtelocéntricos (ST); no
se encontraron cromosomas telocéntricos (T).

Tabla 3. NUumero cromosdmico encontrado en la especie Brycon meeki.

Numero Cromosomico | Numero de Metafases

HEMBRA 48 1
49 3

50 86

Total 90

MACHO 48 0
49 2

50 88

Total 90

Tabla 4. Clasificacion Cromosémica de la especie Brycon meeki.

Tipo Numero de Cromosomas
Cromosdmico Macho Hembra
Metacentrico (M) 24 24
Submetacéntrico (SM) 22 22
Subtelocéntrico (ST) 4 4
TOTAL 50 50

Los nuameros cromosomicos por debajo del niumero modal son poco frecuentes y suelen
originarse durante el proceso de goteo; en el que por hipotonizacion, las células
experimentan turgencia y se revientan facilmente cuando caen sobre la placa, de forma que
uno o varios cromosomas, pueden perderse, originando metafases con un nudmero
cromosomico menor.
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Figura 12. Determinacion del NUmero Cromosémico

Determinacion Numero Cromosémico
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7.3 DETERMINACION DEL CARIOTIPO

El nimero cromosémico diploide observado en los ejemplares de ambos sexos de esta
especie fue igual a 50, con una férmula cariotipica compuesta casi en totalidad por
cromosomas metacéntricos y submetacéntricos, se identificaron 24M + 26SM/ST (Figura
13). En el cariotipo se observa un par de cromosomas metacéntricos (Par 1) particularmente
grandes con respecto a los demas del complemento.

En la clasificacion de los cromosomas se puede tener en cuenta el tamafio "fundamental”
(F) 6 "largos" (L), el cual depende de su longitud relativa. Los de clase F incluye
cromosomas de longitud decreciente, este tipo es el mas frecuente. Los de clase L doblan el
tamano del resto de cromosomas (clase F). De esta manera, se observa que los cromosomas
del cariotipo presenta una longitud decreciente, pero dentro de cada clasificacion (M-SM-
ST) (Figura 13), se podria decir que son de tamafio fundamental. Sin embargo, observando
el cariotipo en general, el par uno presenta una longitud doble respecto de los demas,
sugiriendo que sea de clase L (“largos”); segun Chen (1971), estos se originan mediante la
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fusion céntrica® de dos cromosomas de clase F (tamafio fundamental). En este caso, todos
los cromosomas no son de tamario fundamental.

En el ideograma (Figura. 14) de la especie Brycon meeki, se observa la representacion
grafica del cariotipo, en donde se demuestra la ubicacion del centrémero (1.C) en relacion
con el tamafio relativo (%) de cada par cromosémico; la similitud existente entre los
cromosomas denota en general un tamafio decreciente dentro de cada tipo cromosémico.
De igual forma, se observa como el tamafio relativo de los cromosomas es menor respecto
del par uno, el cual es el de mayor tamafio.

En la figura 15 se muestran los cariotipos realizados para cada uno de los sexos de la
especie Brycon meeki, demostrando una similitud en su morfologia.

Figura 13. Cariotipo de la especie Brycon meeki.

y xg WH R¥ 16 2 X8

MR A RX A XX A

SM

ﬁ“ N BRK an a8 Xx
ALY OO0 AN AR

19 2

TIARBDH

21 22 23

8 Ocurre cuando dos cromosomas de un solo brazo (telocéntrico) se fusionan (unen) para formar un
cromosoma de dos brazos (metacéntrico o submetacéntrico).
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Figura 14. Ideograma del complemento cromosémico de la especie Brycon meeki

M = Metacéntrico
SM = Submetacéntrico
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Figura 15. Cariotipos de macho y hembra realizados para la especie Brycon meeki.

A. Macho
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B. Hembra

METACENTRICOS

x KB XX XM XX XM KN XA XX KA =x an

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
SUBMETACENTRICOS
Nn AR KK A8 KK BA MR AR AR MR NN
13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23
SUBTELOCENTRICOS
A A
24 25
METACENTRICOS
i
‘1 BRIl XX XK AX HX RX Ax EX #¥H i< ma
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SUBMETACENTRICOS
55 AR K8 BA KA AN AR AR AA B AR
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

SUBTELOCENTRICOS

&A AN

24 25

Comparando la estructura cariotipica (morfologia de los cromosomas) y ndmero
cromosomico de la especie Brycon meeki, con otros miembros de la familia y del mismo
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género se encuentran grandes similitudes. En la Figura 16 se muestran los cariotipos para
dos especies del género Brycon y una para el género Salminus.

Figura 16. Cariotipo con bandeo C de Brycon microlepis (A), Brycon lundii (B) y
Salminus hilarii (C)
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Fuente: Heterochromatin patterns and karyotype relationships within and between the
genera Brycon and Salminus (Pisces, Characidae). (Margarido, V et al 1999).
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7.3.1 COMPARACION CARIOLOGICA INTERSEXO

En la Tabla. 5 se muestran los datos de indice centromérico y Tamafio relativo para cada
uno de los pares cromosdémicos de ambos sexos. Los datos son obtenidos a partir de las
medidas tomadas de tres cariotipos de cada sexo, obteniendo un dato estandar tanto para el
indice centromérico como para tamario relativo. Se observa que la variabilidad (desviacion
estandar) entre los datos de indice centromeérico no es significativa; es decir, que cada par
cromosomico de los tres cariotipos del mismo género no presenta diferencias significativas.

Tabla 5. Datos de indice centromérico y tamafio relativo de cada par cromosémico
para ambos sexos de la especie Brycon meeki.

Par INDICE CENTROMERICO (1.C) TAMARNO RELATIVO (%)
Cromosomico Macho Hembra
X o X o Macho Hembra
1 0,47 +0,0115 0,46 +0,0173 100 100
2 0,45 +0,0089 0,45 +0,0206 29,16 26,1
3 0,38 10,0167 0,36 10,0414 | 27,08 26,1
4 0,38 +0,0119 0,37 10,028 25,41 26,1
5 0,42 10,01 0,41 10,0349 | 25,41 26,1
6 0,38 10,027 0,39 10,0195 25 26,1
7 0,41 +0,0046 0,40 +0,01 25 26,1
8 0,44 +0,0075 0,44 +0,0324 25 22
9 0,43 +0,0095 0,42 +0,0215 25 22
10 0,42 +0,0216 0,42 +0,0198 23,3 22
11 0,43 10,0243 0,43 10,0265 21 22
12 0,41 +0,017 0,41 10,0205 19 21,3
13 0,34 +0,0308 0,32 10,0078 54,2 56,5
14 0,35 +0,0115 0,36 10,0223 33,3 39,1
15 0,29 +0,0026 0,28 +0,004 33,3 39,1
16 0,27 +0,006 0,26 +0,02 33,3 34,8
17 0,31 +0,0231 0,29 +0,0075 33 34,8
18 0,31 +0,0141 0,30 +0,008 27,1 30,4
19 0,35 10,0166 0,36 10,0065 25 30,4
20 0,33 +0,015 0,32 10,0043 25 28,3
21 0,33 +0,0186 0,33 10,006 25 27
22 0,31 10,0096 0,31 10,0028 21,2 26
23 0,34 10,0181 0,34 10,0092 19 24
24 0,25 +0,0255 0,25 +0,0185 41,7 43,5
25 0,24 +0,005 0,24 +0,0236 29,2 32,6

o = Desviacion Estandar
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En la Tabla 6 se observan las medias promedio obtenidas para indice centromérico y
tamano relativo; en donde el 1.C para machos y hembras es de 0.36. En cuanto al tamafio
relativo se observa que tanto para machos como para hembras el tamafio promedio de la
mayoria de los cromosomas es de aproximadamente un 30%, en relacion al 100% (Par 1).

Tabla. 6 Media estandar para indice centromérico y tamafo relativo de cada género.

Desviacion Error tipico

Género Media tipica de la media

indice Centromérico | Machos 0,3616 0,06440 0,01288
Hembras 0,3568 0,06530 0,01306

Tamarfo Relativo Machos 30,8264 16,23766 3,24753
Hembras 32,4960 16,24599 3,24920

Al comparar estadisticamente el tamafio relativo y la posicion del centromero (indice
centromérico), de las parejas homdlogas de ambos sexos, no se encontré diferencia
significativa ( p = 0,293 y p = 0.793 respectivamente) (Tabla 7). Permitiendo concluir que
tanto la hembra como el macho de la especie Brycon meeki, muestran uniformidad en el
namero, tamario relativo y tipo de cromosomas (Figura. 17)

Tabla 7. Comparacion estadistica del indice centromérico y tamafio relativo con
respecto al género.

Estadisticos de contraste (a)

indice Tamafio

Estadisticos Centromérico | Relativo
U de Mann-Whitney 299,000 258,500
W de Wilcoxon 624,000 583,500
z -0,262 -1,051
Sig. asint6t. (bilateral) 0,793 0,293

a Variable de agrupacién: Genero

o1



Figura 17. Comparacion de cada par cromosémico del cariotipo de macho y hembra.
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8. DISCUSION

El presente trabajo pretende ser la primera aproximacion cariotipica para la especie de
Brycon meeki, con el objeto de ampliar los conocimientos en el marco de los aspectos
citogenéticos. Teniendo en cuenta que se esta describiendo morfoldgicamente el cariotipo
para esta especie y no se ha abordado técnicas mas refinadas de tincién, como los bandeos.

En varias investigaciones se han reportado la obtencion de cariotipos de peces a partir del
cultivo de diversos tejidos frescos, como Denton (1969), Kligerman y Bloom (1977) los
cuales estandarizaron técnicas citogenéticas a partir de epitelio de agallas, obteniendo
buenos resultados. Por otro lado, el cultivo in vitro de linfocitos, ha demostrado ser un
método que constituye una alternativa més eficiente para la obtencién de cariotipos en
peces. Sin embargo, en los Ultimos afos se ha ido perfeccionando estos métodos,
obteniéndose mejores resultados, a partir del cultivo de células de rifidn; el cual es utilizado
en este estudio. Algunos autores (Alzate et al 1991; Bolafios et al 1994; Feldberg, E et al
1999) inyectan in vivo levadura y colchicina, con el fin de aumentar el indice de células
mitoticas; sin embargo en este estudio se demostré que no es necesaria la adicién de
levadura, puesto que sin ella también se obtiene un gran nimero de metafases por
individuo. A pesar de que no existe una metodologia estandarizada para todas las especies
icticas, puesto que ésta resulta en la publicacion de un gran nimero de variantes de la
técnica debido a la especie en particular, los resultados obtenidos para cualquiera de ellas es
efectivo y similar. Por lo anterior, es primordial destacar que la metodologia aplicada en
este estudio, la cual es similar a la realizada por Alzate et al (1991) y Bolafios et al (1994);
es valida y reproducible en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca, de tal forma que siga contribuyendo a la ampliacion del
conocimiento cientifico en el area de la citogenética de peces.

Durante las ultimas tres décadas, estudios citogenéticos en peces Neotropicales han
contribuido a su taxonomia. Esto es un punto a favor de los andlisis cariotipicos, puesto que
proporcionan informacion que permite estudiar especies de identificacion taxondmica
controversial. Asi mismo, muchos autores reconocen la importancia de conocer el nimero
cromosomico de una especie, ya que permite establecer la individualidad especifica, y
permite tanto relacionarlas, como diferenciarlas en un grupo taxonémico. Por otra parte, el
numero de cromosomas dentro de un grupo de especies cercanas, tiene un gran significado
evolutivo, ya que la mayoria de especies emparentadas, principalmente en la jerarquia de
género, son en muchos casos, producto de rearreglos cromosomicos estructurales como
delecciones, duplicaciones, inversiones y translocaciones; que modifican la estructura y/o la
cantidad de material genético (Parada, S et al. 2003). De esta manera, estudios
citogenéticos de especies del género Brycon, estan de acuerdo con su clasificacion
taxondmica (Margarido y Galetti, 1996) ya que presentan semejanzas entre sus cariotipos,
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permitiendo ubicarlas dentro del mismo género; caso contrario ha ocurrido con especies
como Astyanax scabripinnis, Hoplias malabaricus, Eigenmannia virescens, Yy
Hoplerythrinus unitaeniatus (Bellafronte, E et al 2005) las cuales difieren de las
clasificaciones taxondmicas, sugiriendo que estos grupos deberian ser revisados
nuevamente.

Estudios cromosomicos en varias especies del género Brycon de diferentes regiones
hidrograficas, han revelado una estabilidad en el cariotipo, comparable con Brycon meeki,
caracterizado por el mismo nimero diploide (2n=50) y una gran similitud en la estructura
de los cromosomas, tal es el caso de las especies: Brycon siebenthalae (Parada, S. et al
2003), B. microlepis, B. lundii, B. cf. reinhardti, B. brevicauda, B.insignis, B. orbignyanus
y B. cephalus (Margarido, V et al 1999) (Figura. 16). Por otra parte, a pesar de la similitud
en el nimero cromosémico 2n=50 encontrado en este estudio y hallado por De Almeida-
Toledo et al. (1996) para Brycon cf. reinhardti y B. insignis, la férmula (24 m, 26 sm/st) de
B. meeki es diferente de B. cf. reinhardti (22m, 28 sm/st) y B. insignis (26 m, 24 sm/st),
pero similar a la de B. siebenthalae (24m+26sm/st). Las comparaciones permiten observar
que las diferencias en los cariotipos estan dadas por la posicion del centromero y
consecuentemente en la morfologia de los cromosomas comprometidos. Estas diferencias
suelen ser atribuidas a cambios causados por rearreglos o condensacion diferencial de los
brazos. Ademas, la presencia de un par cromosémico metacéntrico (Par I) de gran tamario,
particularmente grande con relacion a los demas del complemento, hace pensar que ésta es
una caracteristica de marca del género (Parada, S et al. 2003), tomando en cuenta que todos
los estudios cariologicos realizados a los representantes del género Brycon revelan ésta
caracteristica.

Es muy probable que la especie Brycon meeki presente un 2n=50 para diferentes
poblaciones, puesto que segun Oliveira et al (1988), las variaciones en la macroestructura
del cariotipo entre diferentes poblaciones, puede ser debida a su desplazamiento y tamarfio
de poblacion, mientras que grupos de peces que tiene poblaciones grandes tienden a
conservar la macroestructura de su cariotipo, tal es el caso de las subfamilias Bryconinae,
Salmininae, entre otras; ademas, este grupo de peces son migratorios, de forma que permite
que las poblaciones evolucionen conjuntamente, caso contrario ocurre con peces no
migratorios como Hoplia, Astyanax scabripinnis y Corydoras, los cuales por ser aislados,
induce a que cada poblacion evolucione independientemente, proporcionando distintos
cariotipos (Rubert, M et al 2007).

La informacion acerca del analisis cariotipico en la familia Characidae es escasa. Asi, de las
aproximadamente 1.400spp en total que componen la familia, solo se han reportado
estudios cromosomicos en una decena de ellas. Los géneros mayormente estudiados son
Salminus, Astyanax, Triportheus, Bryconamericus, Oligosarcus y Brycon, de los cuales se
conocen numero y férmula cromosdmica, patrones de bandas C y NORs, encontrandose
una similitud en la macroestructura del cariotipo entre y dentro de los géneros; en donde la
especie Brycon meeki, demuestra ésta similitud.
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Los géneros de esta familia presentan una distribucion estable en el cariotipo, caracterizado
por un complemento cromosdmico muy semejante que varia entre 2n=50 y 2n=54, ademas
comparten similitud en la morfologia de los cromosomas: metacéntricos, submetacéntricos,
subtelocéntricos y en algunos casos telocéntricos o acrocéntricos. De esta manera, la
macroestructura cariotipica (nimero y clasificacion cromosémica) de Brycon meeki
(24+26sm/st) y en general de otras especies del género, es muy similar al complemento
cromosomico de especies del género Salminus como por ejemplo con la especie Salminus
hilarii (12m+38sm/st) (Figura 16) (Margarido, V et al 1999), presentando un numero
diploide 2n=50 y misma clasificacion cromosdémica (M-SM-ST), pero con algunas
diferencias en la formula cromosdmica. Algunos géneros presentan un 2n=50, pero
muestran pares cromosomicos acrocéntricos (a) a diferencia del género Brycon. Asi, por
ejemplo, especies del género Oligosarcus (Rubert y Margarido. 2007) constan de un
cariotipo dado por 2n=50, pero con una férmula cromosémica de 4m + 10sm + 16st + 20a;
0 especies como Astyanax scabripinnis (Dos Santos y Morelli 2006) que presentan 2n=50
con una férmula cromosémica 8m + 22sm + 12st + 8a. EI género Bryconamericus presenta
diferencias tanto en nimero (2n=52) como en tipo cromosémico (M-SM-ST-A) (Marques,
T 2003; De Brito, A. et al 2007). Todas estas comparaciones podrian sugerir que éstos
(Salminus, Astyanax,Oligosarcus, Bryconamercus) cariotipos son ancestrales para el género
Bycon, si se tiene en cuenta que los cariotipos pueden sufrir transformaciones estructurales
(evolucion cromosémica), las cuales podrian causar la transformacion de un cromosoma
resultando en cambios en su longitud, o incluso en un aumento o disminucién del nimero
cromosémico.

Puesto que el complemento cromosomico de la especie Brycon meeki esta dado por un
2n=50, esta especie seria considerada como mas evolucionada en relacion con otros
characidos; ya que no posee cromosomas telocéntricos y presenta un mayor numero de
cromosomas metacéntricos (24m) en relacion con los demas, sugiriendo casi un 50% de
cromosomas metaceéntricos sobre el total de cromosomas. Esto, segun lo dicho por Ohno en
1976, el cual asegura que: “mientras menor sea el nimero 2n que incluya al mayor niumero
de metacéntricos, la especie ictica serd mas evolucionada que otra que posea un 2n mayor y
que incluya mds acrocéntricos”. De esta manera se podria decir que la especie Brycon
meeki presenta un cariotipo evolucionado en relacion a la especie Potamorhina
squamotalevis (familia Curimatidae) por presentar un 2n=102 (Brassesco, M.S. et al 2004),
de los cuales 44 pares cromosoémicos son acrocéntricos y solo 7 son metacéntricos; por otro
lado, miembros del género Leporinus pertenecientes a la familia Anostomidae tiene un
2n=54 (Venere, P et al 2004) y a pesar de poseer un nimero cromosdmico mas grande que
Brycon, solo presentan cromosomas metacéntricos y submetacéntricos, dandoles un estado
evolutivo mayor. Partiendo de la hipétesis de Ohno (1976), Brycon meeki seria mas
evolucionado cromosdmicamente que Potamorhina squamotalevis por tener un ndmero
cromosomico menor que incluye un mayor nimero de cromosomas metacéntricos. Pero con
Leporinus, aunque se asemejan en el nimero cromosémico, sus tipos de cromosomas
difieren, teniendo Leporinus solo cromosomas metacentricos y submetacéntricos, y Brycon
meeki cromosomas metacéntricos, submetacéntricos y subtelocéntricos; es decir, Leporinus
tiene un cariotipo mas simétrico con respecto al de Brycon meeki; por lo tanto Brycon
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meeki seria menos evolucionado cromosdémicamente que Leporinus desde el punto de vista
del tipo de cromosomas. La diferencia antes anotada, en el proceso de evolucion
cromosomica se logra mediante cambios como fusiones céntricas entre cromosomas no
homologos acrocéntricos o telocéntricos, que reducen el nimero cromosémico. También se
pueden deber a translocaciones pericéntricas que producen cromosomas de mayor simetria
(metacéntricos, submetacéntricos) a partir de cromosomas menos simétricos como los
telocéntricos y acrocéntricos. Comparando con especies de la familia Characidae
propiamente, se encuentra que Oligosarcus paranensis, O. pintoi y O. longisrostris exhiben
un 2n=50 (Rubert, M et al 2007); sin embargo, tienen solo 2 pares cromosémicos
metaceéntricos y 10 pares acrocéntricos. Otras especies de la familia Characidae que
también exhiben diferencias en la macroestructura del cariotipo son Serrapinnus notomelas
y Serrapinus sp, con 2n=52 y en su mayoria cromosomas acrocentricos (Santi-Rampazzo
A.P. et al 2007), otro género que identifica cromosomas acrocentricos es Bryconamericus
aff. iheringii con un 2n=52 (De Brito, A. et al 2007). De esta manera es posible concluir
que el género Brycon muestra un cariotipo evolucionado en contraste con algunas especies
de otras familias; y en relacion con su propia familia (Characidae), pues aunque exhiben un
ndmero cromosémico muy similar, presentan algunas diferencias en la clasificacion
cromosémica.

Bertollo et al (1986) identifica dos corrientes para peces neotropicales: la primera, son
grupos carioldégicamente homogéneos (nimeros cromosémicos similares) y la segunda, son
grupos con una alta variabilidad citogenética (nimeros cromosomicos muy distantes)
(citado por: Brassesco, M et al 2004); en el orden Characiformes estas dos tendencias de
evolucion cromosomica han sido encontradas, aunque se demuestra la tendencia a una
estabilidad cariotipica en la familia Characidae. De esta manera la familia Characidae se
ubicaria dentro de la primera corriente, es decir, un grupo cariologicamente homogéneo;
tomando en cuenta los estudios cariologicos reportados hasta el momento.

La falta de diferenciacion morfoldgica entre los cromosomas de los dos sexos de la especie
Brycon meeki, es tipico de peces de agua dulce; prueba de ello es que solo han sido
descritas unas 50 especies que presentan cromosomas sexuales morfologicamente
diferenciados, esto representa tan solo el 4% de todos los peces analizados cariotipicamente
(Nircho, M et al 2005). Sin embargo, este porcentaje constituye una subestimacion, ya que
recientemente se ha demostrado que especies con cromosomas sexuales indistinguibles
morfologicamente, presentan bloques de heterocromatina constitutiva limitada a un solo
sexo cuando se analizan por la técnica de bandeo C. Asi, en la familia Characidae, se ha
identificado el sistema de determinacion sexual ZZ/ZW principalmente en especies del
género Triportheus, ademas de las especies Cheirodon notomelas, Cheirodon sp vy
Odontostilbe cf. Microcephala (Nircho, M et al 2005). Los patrones de heterocromatina son
una importante fuente para determinar tanto, la diferenciacion sexual, como la
diversificacion dentro y entre grupos de peces. Esta ha sido descrita principalmente en las
regiones centroméricas y teloméricas de los cromosomas (Margarido y Galetti, 2000).
Algunas especies como Brycon microlepis y Brycon lundii que han sido estudias mediante
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bandeo C, no han evidenciado la presencia de cromosomas sexuales; en este caso, la
determinacion sexual puede estar determinada por cromosomas autosémicos; es decir, el
sexo es controlado segun Tave, D (1989), por uno o mas genes presentes en los
cromosomas autosomicos. De esta manera, existe un sistema cromosomico de
determinacidon sexual, que no involucra cromosomas sexuales.

De 44 especies de anastomidos estudiadas, solo 7 tienen en su cariotipo los cromosomas
sexuales diferenciados (Molina, W et al 1998), lo que demuestra en cierta forma que la
diferenciacion morfoldgica de los cromosomas sexuales es poco comun entre los peces
dulceacuicolas neotropicales, sin olvidar que la genética de peces es un campo aun muy
poco estudiado teniendo en cuenta la amplia distribucién de especies en los diferentes
sistemas hidricos del mundo.

Finalmente, la diversidad de mecanismos que aparecen en los peces, incluso dentro de
algunas especies, asi como también la ausencia de estos; todo esto segin Venere, C (2004),
puede indicar que esta clase de animales mantienen una fuente rica en material de estudio
para determinar el origen evolutivo en el proceso de determinacion del sexo en los
vertebrados.
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9. CONCLUSIONES

Le técnica de cultivo de rifion, es un método facil, rapido y eficaz para la obtencién de
extendidos mitoticos en especies icticas, sin embargo es importante tener en cuenta que es
necesario realizar ciertas modificaciones, que estandaricen las técnica de acuerdo a la
especie estudiada en particular. De esta manera, la técnica de cultivo de rifion estandarizada
en este estudio, es reproducible en las instalaciones del Laboratorio de Toxicologia
Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca; asi mismo, sirve de guia para otros
estudios que incluyan otras especies.

La especie Brycon meeki presenta un cariotipo con un nimero diploide 2n=50 cromosomas,
el cual esta determinado por una formula cromosémica de 24m + 26sm/st.

Para ambos sexos de la especie Brycon meeki, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a nimero y clasificacién cromosomica; asi mismo
no se detectd la existencia de heteromorfismos cromosomicos relacionados con el sexo; sin
embargo, no es posible descartar la existencia de estos, puesto que posiblemente se
presenten diferencias a nivel genético y/o en el contenido de heterocromatina.

Los resultados obtenidos en este estudio para numero y tipo de cromosomas de la especie
Brycon meeki, soporta los realizados por diferentes autores, para especies de este género
como: Brycon siebenthelae, Brycon microlepis, Brycon lundii, B. brevicauda, B.insignis,
B. orbignyanus y B. cephalus. Encontrandose la mayor similitud en el cariotipo con Brycon
siebenthelae.

La especie Brycon meeki, por tener una reduccion en el tamafo del genoma y presentar en
su mayoria cromosomas metacéntricos, se puede considerar como una especie
evolucionada.

El género Brycon muestra un cariotipo evolucionado en contraste con algunas especies de
otras familias; y en relacion con su propia familia, pues a pesar de exhibir un namero
cromosomico muy similar, presentan ciertas diferencias a nivel del tipo de cromosomas.

Este tipo de investigacion permite encaminar el campo de la piscicultura hacia mejoras en
cuanto al manejo adecuado y obtencién de especies mejoradas de mayor aceptabilidad,
puesto que proporciona mejores conocimientos en el area de la citogenetica.
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10. IMPACTO

10.1 IMPACTO CIENTIFICO

En este estudio se ha generado informacién novedosa, dicho conocimiento tiene impacto no
solo a nivel regional, por ser uno de los pocos estudios en su tipo realizado en el Cauca;
sino también a nivel nacional, ya que este tipo de estudios no se habia realizado en esta
especie en particular. En adicion, los resultados obtenidos, permiten ampliar aun mas la
literatura cientifica que existe acerca de los estudios citogenéticos en peces y sobre todo de
la especie Brycon meeki. Por otro lado, estimula a personas interesadas en el acampo de la
citogenética de peces, y a instituciones relacionadas con el campo de la piscicultura,
mediante programas que estén encaminados a la produccion y manejo de especies
altamente comerciales y de gran valor nutricional, que son dificiles de reproducir en
cautiverio.

59



11. RECOMENDACIONES

Para otros estudios seria interesante incluir procedimientos especializados, tales como el
Bandeo Cromosdmico, ya sea mediante marcaje del ADN con analogos de bases (Brdu) o
mediante el tratamiento de las metafases antes de la tincion con enzimas proteoliticas como
la Tripsina (Bandas G) o con Hidroxido de Bario (Bandas C), el cual permitiria determinar
los patrones de distribucion de las regiones de heterocromatina constitutiva
pericentromérica y asi poder determinar mas efectivamente la distribucién del cariotipo y la
presencia de heterocromosomas.

En estudios posteriores seria interesante analizar citogenéticamente a la especie Brycon
meeki de diferentes regiones hidrogeogréaficas; asi como con otras especies emparentadas,
incrementando el nimero de ejemplares analizados de ambas especies a efectos de realizar
un muestreo mas representativo de la poblacion.
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ANEXO A

REGISTRO DE DATOS PARA ESTANDAF}IZACION METODO DE CULTIVO DE
RINON

Fecha:

Cédigo Individuo | Tiempo KCI 0.45% Colcemid OBSERVACIONES
0.05% | 0.1% | Tiempo
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ANEXO B
REGISTRO DE NUMERO CROMOSOMICO

Proyecto: Fecha Registro:

Registrador: Cadigo Placa:
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