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RESUMEN

OrtEGA |, GAvILAN M, AvaLa ME. 2006. Uso de la técnica molecular RAPD paraiden tificacidn
preliminar de peces amazénicos de interés pesquero comercial, Bol. invest. Inst. tecnol. pesq. Perti 7:
71-82.- Se describe el trabajo correspondiente a la extraccién de dcidos nucleicos de siete
especies de peces amazdnicos procedentes de la localidad de Pucallpa (Ucayali, Perd) y la
obtencion de sus perfiles moleculares que permitan su identificacién preliminar. Las especies
evaluadas fueron “bagre” (Pimelodus sp.), “boquichico”, (Prochilodus nigricans), “chambira”
(Hydrolycus scomberoides), “chio-chio” (Psectrogaster rutiloides), “llambina” (Polamorhing
altamazonica), “palometa” (Mylossoma duriventre) y “sardina” (Triportheus angulatus). La
caracterizacion molecular fue realizada aplicando la técnica molecular de Amplificacién
al Azar de ADN Polimérfico (RAPD) estandarizada, haciendo uso de 3 iniciadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) previamente seleccionados (OPN-01, OPQ-03 y
OPZ-14).

PALABRAS CLAVES: acidos nucleicos, bagre, boquichico, chambira, chio-chio, llambina,
palometa, sardina, ADN, RAPD, Pucallpa, Amazonia peruana.

ABSTRACT

OrTEGA |, GAVILAN M, AvaLa ME. 2006. The use of the RAPD molecular techniques to
preliminary identification amazonian fishes of commercial fishery interest. Bol, invest. Inst.
tecnol. pesq. Peri. 7: 71-82.- A study on nucleic acid extraction from seven amazonian fishes
from Pucallpa (Ucayali, Pert) and their molecular profiles that permit their preliminary
identification is described. The species evaluated were “bagre” (Pimelodus sp.), “boquichico”,
(Prochilodus nigricans), “chambira” (Hydrolycus scomberoides), “chio-chio” (Psectrogaster
rutiloides), “llambina” (Potamorhina altamazonica), “palometa” (Mylossoma duriventre) y
“sardina” (Triportheus angulatus). Molecular profiles were obtained by standardized RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) technique using 3 previously selected primers
(OPN-01, OPQ-03 y OPZ-14).

Keyworps: nucleic acids, bagre, boquichico, chambira, chio-chio, llambina, palometa,
sardina, DNA, RAPD, Pucallpa, Peruvian Amazon.

INTRODUCCION importante para el adecuado manejo y
conservacion de las principales especies
La identificacion y el conocimiento de hidrobiol6gicas (CarcacnoTTO Y

la variabilidad a nivel genético es muy ToLepo, 2000). En el Pert, la extraccién,



la preservacién y el manejo de los
principales recursos pesqueros se basan
en la informacién periédica de la tasa
de captura, periodos de veda, asi como
también en datos climaticos, entre otros.

A su vez, los estudios bioquimicos y de
composicién proximal, forman parte del
banco de informacién que permite llevar
un registro del comportamiento de dichas
especies.

Por otro lado, la creciente necesidad de
controlar la calidad de los alimentos exige,
en muchos casos, verificar la identidad
de sus componentes, para lo cual es
importante desarrollar métodos que
aseguren la autenticidad de las especies
involucradas (Bossier, 1999). En el caso
de productos pesqueros, el gran niimero
de especies utilizadas en la produccién de
alimentos, la diversidad de tecnologias
de procesamiento, presentaciones, la
introduccién de especies fordneas y el
incremento de la acuicultura, determinan
la necesidad de caracterizar las especies
pesqueras.

El uso de métodos moleculares
permite generar informacién de gran
valor cientifico aplicable a estudios de
caracterizacién molecular, conservacién
y mejoramiento genético de especies
(CarcacnoTro y ToLEDO 2000, WAsKo
et al. 2004), asi como a su identificacion
(o autenticacién) convencional mediante
el andlisis de perfiles y secuencias de
proteinas y /o dcidos nucleicos. En el caso
especifico de autenticacién se requiere el
uso de una base de datos previa de los
perfiles y secuencias, que sean a su vez,
especificas para cada género, especie,
poblacién y en algunos casos incluso para
cada individuo.

El uso de técnicas que utilizan el dcido
desoxirribonucleico (ADN), presenta

ventajas respecto a los estudios basados
en proteinas, por tratarse de moléculas
de gran estabilidad y que ademas no
necesitan un estdndar para cada tipo
de tejido, debido a que se encuentra
presente en todas las células en un
mismo individuo. La gran mayoria de
estas técnicas tiene como fundamento la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
y son conocidas también como técnicas
de marcadores moleculares, las cuales
pueden utilizar tanto el ADN nuclear
como el mitocondrial. Un sistema muy
conocido de marcadores basado en PCR es
la técnica de amplificacién al azar de ADN
polimérfico o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) por ser simple, de
bajo costo y répida, en comparacién a
otros sistemas de marcadores. La técnica
RAPD ha sido utilizada en estudios de
caracterizacién de especies, asi como,
en estudios de variabilidad genética en
especies marinas (MARrTiNEZ ef al. 2006;
Wasko et al., 2004; LEuMANN et al. 2000;
Bossier, 1999; MaRrTinez Y PASTENE,

1999).

El presente estudio detalla la aplicacién
de la técnica RAPD en siete especies
pesqueras amazonicas: Bagre (Pimelodus
sp.) Boquichico, (Prochilodus nigricans),

Chambira  (Hydrolycus  scomberoides),
Chio-chio  (Psectrogaster ~ rutiloides),
Llambina (Potamorhina  altamazonica),

Palometa (Mylossoma duriventre) y Sardina
(Triportheus angulatus), con la finalidad
de obtener perfiles moleculares especie-
especificos que puedan ser utilizados en
procesos de identificacion.

MATERIAL Y METODOS

Obtencién y manejo del material
bioldgico

Las muestras fueron obtenidas en la

localidad de Pucallpa (Ucayali, Pert)



Tabla 1. Especies de peces amazénicos estudiados
en el presente trabajo

Nombre Comtin Nombre Cientifico Familia
Bagre Pimelodus sp. Pimelodidae
Boquichico Prochilodus migricans Curimatidae
Chambira Hydrolycus scomberoides Characidae
Chio-chio Psectrogaster rutiloides Curimatidae
Llambina Potamorhina altamazonica Curimatidae
Palometa Mylossoma duriventre Characidae
Sardina Triportheus angulatus Characidae

y transportadas inmediatamente a los
laboratorios del Instituto Tecnolégico
Pesquero del Pert, ITP, via aérea en
recipientes con hielo, para asegurar
su integridad. Se trabajé con un total
de siete especies amazénicas (Tabla 1),
realizando las pruebas en un total de 20
especimenes de cada especie. Las muestras
fueron procesadas asépticamente en el
laboratorio, tomando una muestra del
tejido muscular del dorso, en placas
petri y manteniéndolas a —20 °C hasta el
procedimiento de extraccién de los dcidos
nucleicos.

Extraccidon de acidos nucleicos

El ADN gendémico total fue extraido
aplicando una modificacién del método
fenol-cloroformo/ CTAB de Doyle y Doyle
(1987). Para el efecto, fueron colocados
0,15 g de tejido muscular en microtubos
de 1,8 mL, resuspendiendo en tampén de
lisis (EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, 1% SDS
y Tris HC1 10 mM pH 8). Se agregaron 120
uL de tiocianato de guanidina 6 M y 20 uL.
de Proteinasa K (20 mg/mL), sometiendo
a incubacién en bafio Maria a 56 °C
durante toda la noche.

Para el aislamiento de los dcidos nucleicos
los microtubos fueron centrifugados a
12000xg por 15 minutos. El sobrenadante

fue transferido a un nuevo microtubo
agregando un volumen igual de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/
v), mezclando y centrifugando a 16000xg
por 10 minutos. Estos pasos de extraccién
de dcidos nucleicos fueron repetidos por
3 veces, las 2 primeras utilizando fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1 v/
v/v) y la tltima con cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1 v/v). Estos tratamientos
sucesivos son necesarios para separar
las proteinas, polisacdridos y otros
contaminantes que podrian interferir con
el resultado final del procedimiento de
extraccion (FERREIRA y GRATTAPAGLIA,
1998).

La fase superior acuosa final fue
trasvasada a un nuevo microtubo
donde se mezclé con un volumen igual
de isopropanol helado, llevandose las
muestras a =20 °C por un tiempo minimo
de 30 minutos para precipitar dcidos
nucleicos, centrifugando luego a 16000xg
por 20 minutos. El precipitado resultante
fue lavado con 70% etanol frio, secado al
ambiente, resuspendido en 50 uL de agua
libre de nucleasas (SIGMA) y almacenado
a —20 °C hasta su uso.

Cuantificacién del ADN

La calidad y concentracién de las muestras



de 4cidos nucleicos fueron determinadas
por corridas electroforéticas horizontales
engeles de 0,7% agarosaentampén TBE 1X
(Tris 90 mM, 4cido bérico 90 mM y EDTA
20 mM). Las muestras fueron mezcladas
con tampdn de carga 2X (0,03% azul de
bromofenol, 0,03% xilen cianol, 0,04%
anaranjado G, 12% sucrosa y TBE 0,1X) en
una proporcién 1:1. Los geles tefiidos con
bromuro de etidio (0,5 ug/mL) durante
30 minutos, fueron visualizados en un
transiluminador UV. La cuantificacion
fue realizada mediante comparacién
visual de las muestras con estdndares
de concentracién conocida de ADN del
bacteriéfago Lambda (Promega) de 5 y 10
ng/uL diluidos en tampdn de carga para
agarosa 10X (0,15% azul de bromofenol,
0,15% xilen cianol, 0,2% anaranjado G,
60% sucrosa y TBE 0,5X) y TE 1X.

Amplificaciéon del ADN (RAPD)

La técnica RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (WiLLiams ef al.
1990) fue modificada y estandarizada
para su utilizacién en este tipo de
muestras. Inicialmente se utilizaron 8
iniciadores: OPG-13 (5'-CTCTCCGCCA-
&); OPN-01 (5'-CTCACGTTGG-
3), OPN-15 (5-CAGCGACTGT-3),
OPQ-03 (5-GGTCACCTCA-3'), OPs-
18  (5-CTGGCGAACT-3), OPY-05
(5-GGCTGCGACA-3), OPY-06 (5-
AAGGCTCACC-3) y OPZ14 (5-
TCGGAGGTTC-3') (Operon Technologies
Inc.) en 8 especimenes de cada especie a
fin de seleccionar aquellos que permitian
obtener polimorfismo de los productos
RAPD entre las especies, siendo escogidos
de ellos OPN-01, OPQ-03 y OPZ-14.

Cada reaccion de amplificacién tuvo
lugar en un microtubo en volumen final
de 15 uL conteniendo tampén de PCR
1X (Perkin Elmer), 2,5 mM de MgCl,, 200
uM de cada ANTP, 30 ng del iniciador

seleccionado, 0,6U de polimerasa de ADN
Taq (Promega) y 22,5 ng de ADN extraido
como molde. Finalmente el microtubo fue
cubierto con aceite mineral.

Las reacciones de PCR fueron llevadas a
cabo en un termociclador Perkin Elmer
GeneAmp PCR System 2400 trabajando
con las siguientes condiciones: un ciclo
de 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 94 °C
por 1 min, 37 °C por 1 min 72 °C por 1
min y finalmente un ciclo de 72 °C por 7
minutos.

Los productos RAPD fueron separados
mediante electroforesis horizontal en geles
de 2% agarosa en tampon TBE 1X por un
tiempo aproximado de 3 horas a 100V y a
temperatura ambiente aproximada de 22
°C. Antes de ser cargados en los geles, los
productos de PCR fueron mezclados con
2 uL de tampoén de carga 2X y 0,1 ug/mL
de bromuro de etidio para permitir su
visualizacién enun transiluminador UV.El
tamaiio de los productos fue estimado por
comparacién con marcadores comerciales
(100 bp y/o 1 Kb, Promega) y su registro
fue realizado con un capturador digital de
imégenes Sistema Eagle Eye (Stratagene,
La Jolla, CA). .

Los pasos de amplificacién y visualizacion
de productos fueron repetidos dos veces a
fin de asegurar su presencia/ausencia.

Evaluacién de productos RAPD

Los productos obtenidos, visualizados
a manera de bandas, fueron analizados
tomando en cuenta su presencia/
ausencia en las muestras. Para un
determinado perfil (conjunto o patrén
de bandas presentes en un gel) obtenido
a partir de cada combinacién iniciador-
especie, se consideraron como perfiles
de interés aquellos que presentaban el
mismo conjunto de bandas en todos los



especimenes de cada especie, lo cual
indica el monomorfismo a este nivel
(intraespecifico) y el perfil caracteristico de
esta especie. A su vez se considero que este
mismo perfil no se encuentre presente en
las otras especies analizadas, es decir, que
se presente variabilidad interespecifica.
Los iniciadores que produjeron bandas
de presencia/ausencia variable entre
especimenes de una especie (polimorfismo
intraespecifico) fueron descartados. Esta
evaluacién fue realizada tanto para la
seleccién primaria de los iniciadores en los
8 especimenes de cada especie, asf como
para la prueba final utilizando 20.

RESULTADOS

Extraccién y cuantificacion de los dcidos
nucleicos

Utilizando el método modificado de
extraccion de dcidos nucleicos, a partir
de aproximadamente 0,15 gramos de
musculo fresco de cada espécimen,
se obtuvieron entre 10 y 35 ng/uL de
ADN total, ‘de dptima calidad (sin ADN
degradado ni ARN) que fueron suficientes
para continuar con la aplicacién de la
técnica RAPD (Figura 1).
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Figura 1.- Cuantificacién de dcidos nucleicos
en gel de 0,7% agarosa con 0.5 ug/mL de
bromuro de etidio.

Por cada muestra se colocan en el gel 2 uL y el célculo de la
concentracion es realizado por comparacion visual con los
marcadores de peso. M: Marcadores de peso de 25 y 50 ng
(ADN de fago Lambda).

Perfiles moleculares RAPD

Al aplicar la técnica RAPD utilizando
los tres iniciadores seleccionados se
obtuvieron 2 tipos de resultados: i) un
producto o productos monomérficos, o
ii) un producto o productos polimérficos
entre los especimenes de la especie.
Teniendo en cuenta esto no todos los
iniciadores dieron perfiles adecuados
para cada especie.

Para el caso de “Bagre” (Pimelodus sp.),
al utilizar el iniciador OPQ-03 en los 8
individuos iniciales se obtuvo un perfil
con productos monomérficos que van
aproximadamente desde los 1100 a 900
pares de bases (bp), al hacer el tamizado
con los 20 especimenes estos productos
presentan  distribucién = polimdrfica
(Figura 2) por lo que no es adecuado para
la identificacién de esta especie.
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Figura 2.- Perfil molecular para el “Bagre”
utilizando el iniciador OPQ-03.

Se muestran 10 de los 20 especimenes evaluados para esta
especie. M: Marcador de 100 bp.

Trabajando con la especie “Boquichico”
(Prochilodus nigricans) y el iniciador OPQ-
03 sélo se obtuvo una banda con claridad
de 550 bp, de caracteristica monomérfica
entre los 8 especimenes iniciales pero
polimérfica al aumentar el nimero de la
muestraa 20 (Figura 3), porlo que tampoco



resultarfa adecuado para la identificacién
de esta especie.

Figura 3. Perfil molecular de “Boquichico” con el
iniciador OPQ-03 y la banda de 550 bp
(flecha) en 10 especimenes.

M: Marcador de 100 bp.
Se observa la banda de 550 bp {flecha) en 10 especimenes.

Enla Figura 4, se observa que utilizando el
iniciadorOPN-01 enlaespecie “Chambira”
(Hydrolycus scomberoides), se obtuvo un
perfil adecuado para la identificacion de
esta especie, los productos monomoérficos
son de aproximadamente 700, 500 y 600
bp, que son compartidos por todos los
especimenes evaluados. Al utilizar el
iniciador OPQ-03 en esta misma especie
se observa un perfil con productos de
1400, 750 y 700 bp (Figura 5). Finalmente,
en esta especie y con el iniciador OPZ-
14 se observaron productos que iban
de aproximadamente 1500 a 500 pares
de bases (Figura 6), existen productos
monombérficos de 1500, 900, 750 y 550 que
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Figura 4. Perfil molecular de Ia especie “Chambira”
con el iniciador OPN-01.

Se observan los productos de 700, 600 y 500 bp (flechas).

Se muestran 10 especimenes de los 20 evaluados.

M: Marcador de 100 bp.

VO e R TR W it e e
-y
Bl el et S

1000+

el — ——
f emsmmsmsam

Figura 5. Perfil molecular de la especie
“Chambira” con el iniciador OPQ-03.

Se observan los productos de 1400, 750 y 700 bp (flechas) que
pueden ser utilizados para la identificacién de esta especie.
M: Marcador de 100 bp.
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Figura 6. Perfil molecular de la especie
“Chambira” con el iniciador OPZ-14.

Se observan productos de 1500 a 500 bp y los que pueden
servir para la identificacion de esta especie (flechas).
M: Marcador de 100 bp.

pueden ser utilizados en la identificacién
de esta especie (flechas), aunque muchos
no se observan con la suficiente claridad.

La Figura 7 permite apreciar los resultados
de la utilizacién del iniciador OPQ-03
en la especie “Chio-chio” (Psectrogaster
rutiloides), se obtuvieron bandas con
variabilidad intraespecifica (polimérficas)
y sin variabilidad (monomérficas) entrelos
diferentes especimenes evaluados de 1200
a 400 bp, aunque existen productos que se
presentan en todos (flechas) este perfil no
es adecuado para la identificacién de esta
especie por la presencia de los productos
polimorficos.

La especie “llambina” (Potamorhina
altamazonica) fue evaluada con los 3



M §IE £i25 T35 T4 05
1500

1000 2

7 385 D0

Bon . . N e
B0 - e -

gl Ehh
::“.._ ey N el Y™™ Y

500 m——

400 — — .

w— O s - —

-

300

Figura 7.- Perfil molecular RAPD de la especie
“Chio-chio” con el iniciador OPQ-03.

El iniciador produjo bandas polimérficas y monomérficas
(flechas).

Se muestran 10 de las 20 especies evaluadas.

M: Marcador de 100 bp.

iniciadores seleccionados. Con OPN-01
produjo un perfil con bandas polimérficas
de aproximadamente 1400 a 800 bp no

adecuados para la identificacién de esta

especie (Figura 8). Con OPQ-03 se observo
un perfil con mds productos que iban de
1500 a 400 pares de bases pero al igual que
el caso anterior se observo el polimorfismo
intraespecifico (Figura 9). Con el iniciador
OPZ-14 se obtuvo un perfil simple con un
solo producto de 850 bp (flecha) también
de presencia variable entre los especimenes
analizados (Figura 10).
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Figura 8. Perfil molecular RAPDs de la especie
“Llambina” con el iniciador OPN-01.

Se pueden observar el polimorfismo intraespecifico de los
productos. M: Marcador de 100 bp.
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Figura 9. Perfil molecular RAPDs de la especie
“Llambina” con el iniciador OPQ-03.

El iniciador fue méds complejo que el anterior, pero también
produjo polimorfismo intraespecifico.
M: Marcador de 100 bp.
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Figura 10. Perfil molecular RAPDs de la especie
“Llambina” con el iniciador OPZ-14.

El iniciador permitic obtener un solo producto de 850 bp (flecha).
M: Marcador de 100 bp.

En la especie “Palometa” (Mylossoma
duriventre) se observé un perfil con
muchas bandas desde 1500 a 500 bp
con el iniciador OPQ-03 (Figura 11). Los
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Figura 11. Perfil molecular RAPDs de la especie
“Palometa” con el iniciador OPQ-03.

Las flechas indican los productos monomérficos que pueden
ser usados en la identificacion de esta especie. M: Marcador
de 100 bp.



productos de 1500, 1000, 750 y 500 bp se
presentaron en todos los especimenes
analizados (monomorficos), lo que los
hace adecuados para la identificacién de
esta especie.

Por dltimo, en la especie “Sardina”
(Triportheus angulatus) con el iniciador
OPQ-03 se observo un perfil que dio
productos con variabilidad interespecifica,
pero también se observaron productos
monomorficos presentes en todos los
especimenes evaluados (1500, 800 y 600
bp) (Figura 12).
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Figura 12.- Perfil molecular de “Sardina” con el
iniciador OPQ-03.

Generd el siguiente perfil con productos que van de 1500 a
500 pares de bases.

Las flechas sefialan los productos monomérficos que pueden
ser utilizados en la identificacién de esta espacie.

M: Marcador de 100 bp.

La Tabla 2 muestra los iniciadores
seleccionados y los productos o bandas
caracterfsticas que se consideran
especificas para cada especie y que
podrifan ser utilizados en la identificacién
de estas especies.

DISCUSION

Como se menciond, al aplicar la técnica
RAPDconlostresiniciadoresseleccionados
para las especies amazénicas evaluadas,
se obtuvieron dos tipos de productos:
monomérficos y polimérficos, entre los
especimenes de cada especie.

De las siete especies evaluadas,
s6lo  “chambira” mostré productos
monomorficos con los tres iniciadores
seleccionados, tres especies (“chio-chio”,
“palometa” y “sardina”) con un sélo
iniciador (OPQ-03) y las tres restantes
(“bagre”, “boquichico” y “llambina”)
productos polimorficos y monomdrficos
con los otros iniciadores. Este detalle,
ademds de la presencia de pocos ©
muchos productos de amplificacién, estd
directamente relacionado con la secuencia
del iniciador y el genoma de la especie
analizada, dentro del cual se encuentra la
secuencia complementaria del iniciador.

Tabla 2.- Iniciadores y productos RAPD especificos
para cada especie amazonica

Especie Iniciador Productos (pb)
OPN-01 700, 600, 500
“Chambira” (Hydrolycus scomberoides) OPQ-03 1400, 750, 700
OPZ-14 1500, 900, 750, 550
“Chio-chio” (Psectragaster rutiloides) OPQ-03 1000/ 620
“Palometa” (Mylossoma duriventre) OPQ-03 1500, 1000, 750, 500
“Sardina” (Triportheus angulatus) OPQ-03 1500, 800 600




Resultaimportanteresaltar queeliniciador
RAPD OPQ-03 permitié obtener mejores
resultados en la mayoria de especies
analizadas, tal comolo demuestralaFigura
13. En ésta se comparan los diferentes
productos obtenidos y se observa,
ademds, el polimorfismo interespecifico
(diferencia entre los patrones obtenidos
para cada especie) que resulta de la
aplicacién de este iniciador en las distintas
especies. La presencia de mayor cantidad
de productos con el iniciador OPQ-03,
indica que su secuencia complementaria
se encontrarfa ampliamente distribuida
en el genoma de las especies analizadas.
Este resultado sugiere el uso de un tdnico
iniciador para la identificacién de varias
especies a la vez, lo cual resulta ventajoso
en términos econdémicos y practicos. Es
necesario precisar que al aplicar la técnica
RAPD los distintos productos obtenidos
de un tamarfio similar no necesariamente
corresponden a la misma secuencia sobre
todo si se trata de distintas especies y seria
necesario secuenciar los productos de
mayor importancia para darle mas validez
en su utilizacion en la identificacion de
especies.

Otro aspecto a tomar en cuenta es que
generalmente RAPD amplifica muchas
secuencias del ADN blanco de la muestra,
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Figura 13. Productos especificos obtenidos con el
iniciador OPQ-03

Las flechas sefialan los productos especificos seleccionados
para cada especie (chambira 1400/750/700 bp, chio-chio
1000/620 bp, palometa 1500,/1000/750/500 bp y sardina
1500,/800/600 bp).

Se pueden observar productos adicionales que resultaron
polimérficos entre los especimenes de cada especie.

lo que deriva en patrones complejos
de amplificacién, es decir, muchas
bandas. En este trabajo, la mayoria de
patrones resultaron siimples, es decir,
con pocas bandas y de un gran tamaiio,
entre 1500 y 500 pares de bases. Esto se
explica inicialmente por la temperatura
de alineamiento utilizada para realizar
la amplificacién (37 °C) que es mas
alta que la utilizada en otros trabajos
(35 °C) (MARTINEZ et al. 2006; MARTINEZ
Y DANIELSDOTTIR, 2000; MARTINEZ Y
PASTENE, 1999; MARTINEZ Y YMAN, 1998).
Otro factor importante es que los tejidos
estuvieron suficientemente frescos y el
ADN no se degradd, lo cual origina en
algunos casos que se obtengan productos
de menor tamafio.

Los resultados mencionados anterior-
mente demuestran la validez ‘de la
aplicacion de la técnica RAPD en especies
amazoénicas para su identificacion y
monitoreo, si bien es cierto este es un
trabajo preliminar donde sélo se han
evaluado un pequefo grupo de especies
correspondientes a diferentes géneros,
tendrian que realizarse mas trabajos para
determinar si la técnica podria distinguir
entre especies muy relacionadas dentro
del mismo genero. La validez de la
aplicacién de esta técnica ha sido sugerido
también por los estudios de Wasko et al.
(2004) quien la aplica en la diferenciacién
de poblaciones silvestres y cautivas de
especies amazdnicas. Asimismo, se
ha utilizado con éxito en estudios de
diversidad y filogenética en diferentes
especies amazonicas y otras relacionadas
(OL1vera et al. 2002, CALLEJAS y OCHANDO
2002, Barpakci et al. 1994). Por otro lado,
Partis y ROBERTS (2002) investigaron
la utilizacién potencial de RAPD para
la identificacién de especies marinas
de importancia comercial. MARTINEZ Y
DANIELSDOTTIR (2000) utilizaron esta
técnica para la identificacién de especies



de mamiferos marinos en productos
alimenticios. En estos trabajos RAPD ha
demostrado ser titil para obtener patrones
especie-especificos para la caracterizacién
e identificacién de especies sobre todo en
tejidos frescos o que no han sido sometidos
a mucha degradacion.

No existen muchos trabajos publicados
sobre la identificacién molecular de
especies pesqueras peruanas, y a nivel
mundial la mayorfa de trabajos sobre el
temasebasanenotrastécnicasmoleculares.
Asi, por ejemplo, la técnica PCR-RFLP
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa -
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos
de Restriccién) ha sido utilizada para
realizarlaidentificacién anivel de especies
y subespecies de merluza (QuINTEIRO
et al. 2001), identificacién de salmén
(Horp et al. 2001) y Pleuronectiformes
(SotELo et al. 2001), diferenciacién de 5
especies de Mugilidos (Papasotiropoulos
et al. 2002). Otros trabajos se refieren a la
identificacién de especies de atin (WEDER
et al. 2001) utilizando SSCP (Polimorfismo
en la Conformacién de una Sola Hebra de
ADN) v a la identificacién de pez globo
(CHENG et al., 2001), y pez espada (HsiEn
el al. 2004) por secuenciamiento.

Como se sabe, la técnica RAPD presenta
varias ventajas: 1) se puede generar un
gran nimero de productos utilizando un
solo iniciador sin un conocimiento previo
del ADN de las especies bajo estudio; 2)
es una técnica simple y rdpida, cualidades
que sustentan su aplicacion en diferentes
campos como estudios de diversidad
genética, caracterizacion de germoplasma,
estructura de poblaciones, mapeo de
genomas y otros; sin embargo, también
presenta desventajas principalmente en
la reproducibilidad y el polimorfismo.
La reproducibilidad resulta en cambios
en los fragmentos producidos, causada
por variaciones en calidad de ADN, en

los componentes y/o condiciones de
PCR. El polimorfismo, que constituirfa
una ventaja, puede transformarse en
desventaja si es muy elevado, sobre todo
si se manifiesta a través de polimorfismo
intraespecifico, que puede invalidar los
resultados para estudios de identificacién
de especies pero que si la hacen vilida
para otro tipo de estudios en genética de
poblaciones.

Sibien en la actualidad se tiende a utilizar
otras técnicas, RAPD aun es muy usado
por las ventajas que ya se han mencionado
y ademds porque en un solo paso se
puede determinar rdpidamente si una
determinada muestra corresponde a un
grupo de especies o incluso determinar
que especie es. Esta técnica utilizada
en conjunto con otras técnicas como
RFLP, SSCP u otras podrian optimizar
los trabajos de identificacion de especies
pesqueras.

CONCLUSIONES

La utilizacién de la técnica RAPD para
la caracterizacién molecular de peces
amazobnicos permiti6 obtener perfiles
moleculares especificos para cuatro de
las especies estudiadas. Se utilizaron 3
iniciadores RAPD: OPN-01, OPQ-03 y
OPZ-14.

Utilizando los tres iniciadores se
obtuvieron perfiles satisfactorios
(productos monomdrficos) en la especie
“chambira”, y en las especies “chio-
chio”, “palometa” y “sardina” sélo con el
iniciador OPQ-03. Se puede concluir que
el iniciador OPQ-03 permitié obtener los
mejores resultados en todas las especies
evaluadas.

Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que el uso de la técnica
RAPD para la identificacién de especies



amazOnicas peruanas, puede ser ftil y
aplicable en estudios de diferenciacién
interespecifica. A su vez, los perfiles
moleculares podrian servir de patrones
de identificacién (autenticacién) o con
propdsitos bésicos de caracterizacion
molecular de estas especies.
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