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INTRODUCCION 

Arapaima gigas es una de las más importantes especies de peces de la cuenca del Amazonas (Farias et al., 

2003), conocido como pirarucú en Brasil o Paiche en Perú y Bolivia y es uno de los peces más grandes de 

Suramérica, el cual puede crecer hasta 3m y pesar más de 200kg (Saint-Paul, 1986; Castello, 2004). 

La importancia económica de este pez es muy alta, siendo parte importante de la dieta de las comunidades 

que viven en la región Amazónica y siendo comercialmente importante desde el siglo 1XVIII siendo secado 

y salado para su venta (Hamoy et al., 2008; Hrbek et al., 2007). A pesar de una alta explotación, el Arapaima 

gigas fue abundante hasta los años 60s (Martinelli and Petrere Jr., 1999). Sin embargo, en los años 70s se 

volvió muy escaso y en los 80s se consideró extinto comercialmente en las grandes ciudades amazónicas 

(Goulding 1980). Debido a la sobrepesca, Arapaima gigas se encuentra listado en la Convención sobre el 

comercio internacional de especies amenazadas de fauna y flora silvestre (CITES) en el Apéndice II, y el 

conocimiento científico sobre sus poblaciones y su genética es muy poca (Farias et al., 2003; Hrbek et al., 

2005). 

El conocimiento de la diversidad genética tanto en poblaciones naturales como en cautiverio es una de las 

mejores formas de evaluar la viabilidad de una especie, y una manera de hacerlo es por medio de los 

marcadores microsatélites.  Estos son pequeñas repeticiones de nucleótidos en tándem (STRs) los cuales 

consisten en repeticiones de uno a seis nucleótidos con sus propias características mutacionales (Kelkar et 

al., 2010; Weber & May, 1989). Dada su alta tasa de mutación tienden a ser altamente polimórficos, por lo 
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tanto, han sido utilizados para estudios de parentesco, estructura genética, filogeografía, diversidad 

genética, entre otros (Baird et al., 2009; Caballero et al., 2012; Jones et al., 2010; Vollmer & Rosel, 2017). 

El objetivo de esta investigación era establecer las diferentes relaciones de parentesco entre individuos de 

A. gigas criados en cautiverio y a la vez proponer parejas de reproductores entre individuos genéticamente 

no relacionados para aumentar la diversidad genética de la especie y tener un buen manejo de esta con los 

organismos en cautiverio. 

METODOLOGIA 

Recolección de Muestras y Extracción de ADN 

Se utilizaron muestras de tejido de aleta 146 individuos de Pirarucú (Arapaima gigas) las cuales fueron 

recolectadas en el año 2019 por la Asociación de Acuicultores del Caquetá (ACUICA) en diferentes granjas 

de productores de pirarucú o de individuos incautados y mantenidos en sus instalaciones. Estas muestras 

fueron almacenadas en tubos con alcohol al 80% posteriormente fueron congeladas a -20°C para su envió 

al laboratorio de ecología molecular de vertebrados acuáticos (LEMVA) donde fueron procesadas. De cada 

muestra se extrajo ADN total mediante el kit Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Elección, estandarización y genotipificación del panel de Microsatélites 

Los microsatélites seleccionados fueron previamente descritos para Arapaima gigas desarrollados por 

Farias. et al. (2003).  Los locus seleccionados para utilizar en el análisis fueron aquellos que presentaran el 

mayor número de alelos y una temperatura de anillamiento similar para estandarizar de manera más fácil la 

amplificación de los microsatélites.   

Se eligieron 11 loci microsatélites los cuales fueron amplificados: Cam26, Cam20, Ctm4, Ctm3, Cam2, 

Cam18, Cam15, Cam16, Ctm5, Ctm7, Cam13 (Farias et al., 2003). Los loci fueron divididos en dos grupos 

para su amplificación por medio de PCR (Tabla 1). 
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Tabla 1. Parejas de primers utilizadas en el análisis, según las combinaciones (multiplex) en las que se utilizaron para su corrida de genotipificacion 

 

Multiplex 1 

Locus Secuencia Primer Fluoromarcador Anillamiento Tamaño (bp) Referencia 

CAm26F TGTAAAACGACGGCCAGTACAGGGACCAGTAAGTGGCC 
VIC 58°C 213 - 217 

Farias., et al 
2003 

CAm26R TGCCATAAGCACCGGGTAGG 

CAm20F TGTAAAACGACGGCCAGTGGAATGAGCAGGTTTCCCAG 
NED 58°C 263 - 288 

CAm20R CTCCCTCTTCTGACATGACG 

CTm4F TGTAAAACGACGGCCAGTTTTCCCGGACGAGAGAACTG 
FAM 58°C 275 - 318 

CTm4R TGTACCAAAGTGATGGAGAG 

CTm3F TGTAAAACGACGGCCAGTATCTGTTTGTGGGTCTCGAC 
VIC 55°C 293 - 320 

CTm3R TGTGAGGACAAGCTCCAGAG 

CAm2F TGTAAAACGACGGCCAGTAGCTCTCAGTACTGATGCTG 
NED 58°C 295 - 340 

CAm2R CCGATCATCTGTTTGCTCTG 

CAm18F TGTAAAACGACGGCCAGTTTACTGAGGGCAATGACACG 
FAM 58°C 357 - 375 

CAm18R TGATTACTCAGCAGGTCCTG 
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Multiplex 2 

Locus Secuencia Primer Fluoromarcador T° Anillamiento Tamaño (bp) Referencia 

CAm15F TGTAAAACGACGGCCAGTGGCCTACATCAAGCACTTAA 
FAM 58°C 226 - 244 

Farias., et al 
2003 

CAm15R TTACTGGGTTGAGTTTTGAC 

CAm16F TGTAAAACGACGGCCAGTCTCCTGGGCATCATGGGTAG 
VIC 58°C 247 - 280 

CAm16R TCTGTGTCTCCAGGCAACAG 

CTm5F TGTAAAACGACGGCCAGTGCAGCCCCAGTCTTGGAAGG 
NED 58°C 258 - 310 

CTm5R AGCACGGTGAATATCTGTGC 

CTm7F TGTAAAACGACGGCCAGTCCTCTACTTCCTCAACCAGC 
FAM 58°C 277 - 321 

CTm7R CAGCACGGTGAATATCTGTG 

CAm13F TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAAATCCTGTGGGACCTG 
VIC 58°C 300 -334 

CAm13R CCTAAAAACACATCACACTG 
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Cada reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizó en un volumen de 13 µl: 7 µl de agua ultrapura, 

1 µl de Buffer, 0.5 µl de Cloruro de magnesio, 0.04 µl del Primer Forward, 0.4 µl del primer Reverse, 0.4 µl 

del fluoromarcador (FAM, NED, VIC), 0.1 µl de dNTPs, 0.05 µl de Taq Polimerasa y 3.5 µl de ADN. Las 

condiciones de PCR fueron las siguientes: Activación inicial a 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 

denaturación a 94°C por 10 seg, anillamiento específico para los primers por 10 seg, extensión a 72°C por 

30 seg, y una extensión final a 72°C por 60 min. Los productos fueron genotipificados en un analizador 

genético analizador genético ABI 3500 (Life technologies ®) con el Genescan 500 LIZ tamaño estándar, en 

el Laboratorio de Secuenciación de la Universidad de los Andes, Bogotá, Colombia. 

Para cada locus, los alelos fueron asignados usando el software Geneious (Versión 2020.2.4) (Kearse et al., 

2012). A su vez, para cada locus se revisó la presencia de alelos nulos usando el software Micro-Checker 

(Versión 2.2.3) (Van Oosterhout et al., 2004). Con respecto a los análisis de paternidad, estimativos de 

diversidad genética (heterocigocidad observada/esperada) y equilibrio de Hardy-Weinberg se usó el 

software Cervus (Versión 3.0.7) (Kalinowski et al., 2007).  Este programa se basa en una aproximación de 

máxima verosimilitud, primero realizando una simulación de la posibilidad de que un individuo sea el parental 

de otro usando un grupo de loci, esto determina unos índices de probabilidad para que al momento de correr 

los análisis con los datos reales se pueda dar un valor de probabilidad de identidad a la hora de realizar las 

asignaciones de parentesco.  Entre más bajo es este valor indica que existe una menor probabilidad de 

identidad de que este individuo y otro sean considerados el mismo y en el caso del parentesco, quiere decir 

que existe una mínima posibilidad de que otro individuo sea el parental de una muestra en particular. El 

programa requiere la información de la proporción de parentales muestreados y la cantidad de loci 

evaluados, el programa otorga este valor. También se tomó otro enfoque usando el programa ML-RELATE 

(Kalinowski et al., 2006) el cual permite separar los individuos en cuatro unidades genealógicas: 1) Individuos 

que no están biológicamente relacionados (U). 2) Medio Hermanos (HF). 3) Hermanos (FS). 4) Relación 

Parental/Cría (POP), el cual calcula un estimador de relación con máxima verosimilitud (r) ya que este 

método tiende a ser el estimador más preciso (Milligan, 2003): Adicionalmente, una vez conocidas las 

relaciones de parentesco, se elifieron aquellos individuos machos y hembras no emparentados y por medio 
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del programa R (Rstudio Team., 2020) se generó un código que generaba un valor aleatorio para generar la 

pareja de reproductores entre estos. 

RESULTADOS: 

 De los 146 individuos muestreados 54.4% (78) son machos y 46.6% son hembras (68).  

 De los 11 loci microsatélites usados en el presente estudio, 8 de estos amplificaron y fueron 

utilizados en análisis posteriores (Tabla 6). Los otros 3 marcadores no amplificaron para ningún 

individuo (Cam18, Cam15, Ctm7).  

 Se intentó realizar modificaciones al protocolo de PCR (Temperatura de anillamiento, medida del 

buffer/MgCl2) pero no se logró su amplificación de ninguna manera, lo cual podría indicar mutaciones 

en el sitio de anillamiento del primer. 

 De los 8 marcadores analizados, cuatro de ellos presentaban alelos nulos, pero no se observó otra 

desviación sistemática (perdida de alelos o stutter) y estos fueron incluidos en los análisis 

posteriores (Tabla 6). 

 En las pruebas de asignación de paternidad con Cervus, se realizaron tres diferentes análisis que 

nos permite el programa (Maternidad, paternidad y par de parentales).  

 Para la asignación de madres el programa nos otorgo 17 posibles relaciones cría-madre de acuerdo 

con los datos genéticos, adicional a ello solo se seleccionaron las relaciones en las cuales había 

100% de correspondencia en los 8 Loci analizados (Tabla 2). 
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Tabla 2. Parejas madre-cría establecidas por el programa Cervus 

 

Cria ID Madre Candidata ID 
Loci 

Marcados 
Par Loci 

Comparados 

Errores 
(diferencias 

entre) Par de 
Loci 

5 38 8 8 0 

7 16 8 8 0 

13 57 8 8 0 

19 24 8 8 0 

22 24 8 8 0 

23 24 8 8 0 

24 37 8 8 0 

26 154 8 8 0 

30 37 8 8 0 

35 37 8 8 0 

38 5 8 8 0 

40 97 8 8 0 

52 154 8 8 0 

96 106 8 8 0 

140 139 7 7 0 

151 160 8 8 0 

160 151 8 8 0 
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 Con respecto al análisis de parentesco observamos 12 posibles relaciones cría-padre de acuerdo 

con los datos genéticos, y al igual que en el anterior análisis solo si había 100% de correspondencia 

en los loci eran seleccionados (Tabla 3). 

Tabla 3. Parejas padre cría establecidas por el programa Cervus 

 

Cria 
ID Padre Candidato ID 

Loci 
Marcados 

Par Loci 
Comparados 

Errores 
(diferencias 

entre) Par de 
Loci 

13 7 8 8 0 

16 7 8 8 0 

19 23 8 8 0 

23 19 8 8 0 

37 35 8 8 0 

57 13 8 8 0 

60 92 8 8 0 

62 92 8 8 0 

96 4 8 8 0 

97 40 8 8 0 

106 96 8 8 0 

143 134 8 8 0 

 

 Por último, en el análisis del par de parentales completo (Madre-Padre) se generaron 5 posibles 

relaciones cría – parental completo, y en este caso había que tener 100% de correspondencia en el 

trio de loci para generar la posible relación (Tabla 4). 

 

 

 



CONVENIO N° 208 – 2019 CELEBRADO ENTRE AUNAP Y ACUICA  

OBJETIVO GENERAL: Establecer mediante el sexaje y la selección con criterios genéticos poblacionales un 

stock de reproductores de pirarucú (Arapaima gigas) en el Departamento de Caquetá 

 
 

 

Tabla 4. Parejas de padre- madre- cría establecidos utilizando el programa Cervus 

Cria 
ID 

Loci 
Marcados Madre Candidata ID Padre Candidato ID 

Trio loci comparado 
Errores Trio 
(diferencias) 

Loci 

4 8 65 96 8 0 

7 8 16 13 8 0 

21 8 38 22 8 0 

51 8 160 73 8 0 

140 7 139 116 7 0 

 

 Al conocer cuáles eran las posibles relaciones entre los individuos estos fueron descartados para 

generar los posibles cruces ya que el interés primordial es generar parejas de reproductores entre 

individuos genéticamente no relacionados, con el fin de mantener la diversidad genética estable y 

una población reproductora estable en el mediano plazo. Por esta razón, quedamos con 50 hembras 

y 61 machos para generar los respectivos cruces.  

 Se usó ML-RELATE y el código generado en R en donde tomábamos una hembra y 

seleccionábamos aleatoriamente uno de los 61 machos disponibles y revisábamos cual era la 

relación entre estos dos individuos, si la relación era U (Individuos que no están biológicamente 

relacionados) se generaba una pareja de reproductores. Si la relación era HF, FS, PO (Medio 

hermanos, hermanos, relación Parental/Cría) se seleccionaba aleatoriamente otro macho hasta que 

los individuos no tuvieran ningún tipo de relación entre ellos (Tabla 5). 
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Tabla 5. Individuos establecidos como no emparentados, con los cuales se sugiere hacer los cruces. 

 

Individuo Sexo Individuo Sexo Individuo Sexo Individuo Sexo 

1 F 135 M 93 F 81 M 

3 F 45 M 98 F 113 M 

6 F 9 M 104 F 29 M 

12 F 127 M 109 F 2 M 

18 F 153 M 110 F 107 M 

20 F 114 M 117 F 42 M 

27 F 122 M 124 F 95 M 

32 F 54 M 128 F 11 M 

36 F 78 M 129 F 87 M 

39 F 155 M 131 F 77 M 

41 F 123 M 133 F 8 M 

44 F 15 M 136 F 63 M 

46 F 14 M 138 F 66 M 

47 F 25 M 145 F 72 M 

48 F 169 M 147 F 130 M 

56 F 58 M 149 F 126 M 

59 F 33 M 150 F 71 M 

69 F 17 M 156 F 31 M 

70 F 28 M 159 F 49 M 

79 F 83 M 161 F 111 M 

82 F 115 M 162 F 141 M 

84 F 53 M 165 F 108 M 

85 F 80 M 166 F 157 M 

86 F 34 M 167 F 144 M 

88 F 142 M 168 F 10 M 

 

 Con respecto a la diversidad genética (Tabla 6) esta es baja con respecto a la encontrada en otros 

estudios (Farias et al., 2003; Hamoy et al., 2008), siendo en promedio para todos los loci de 0.43 en 

nuestro panel de 8 microsatélites y de 0,62 y 069 en promedio para estos estudios que utilizan 

microsatélites para medir la diversidad genética a partir de muestras provenientes de individuos 
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silvestres. La diversidad genética en este caso se mide en una escala de 0 – 1, por lo tanto, podemos 

observar como la diversidad genética en las muestras analizadas está por debajo de los otros 

estudios en casi dos décimas, lo cual en términos prácticos es una señal de perdida de diversidad 

por mal manejo de los cruces en el pasado.  

Tabla 6. k = numero de alelos por loci. N = número de individuos analizados. HObs = Heterocigocidad 

observada. HExp = Heterocigocidad esperada. HW = Hardy Weinberg (ND = No determinado. *** = en 

equilibrio de HW). 

 

Locus k N HObs HExp HW F(Null) 

CTm4 2 146 0.041 0.079 ND 0.285 

CAm26 4 145 0.283 0.264 ND -0.04 

CTm3 4 146 0.473 0.549 *** 0.113 

CAm20 2 146 0.185 0.18 ND -0.02 

CAm2 8 146 0.774 0.794 *** 0.001 

CTm7 6 143 0.622 0.722 *** 0.072 

Cam16 5 146 0.562 0.528 *** -0.03 

Ctm5 6 146 0.63 0.723 *** 0.066 

Heterocigocidad promedio. 0.4343 

 

 Por esta razón, es de extrema importancia que para darle un buen manejo a la producción de 

pirarucú para su comercialización, realizar cruces entre los individuos que se encuentren no 

emparentados y realizar seguimiento a lo largo de las diferentes cohortes de peces de la diversidad 

genética para que esta no disminuya drásticamente y no sea necesaria la captura de individuos del 

medio natural. 

 Otra recomendación es tomar pocos individuos del medio natural y con estos iniciar un nuevo plan 

de entrecruzamientos conociendo siempre el pedigree de los individuos, para realizar cruces entre 

individuos que no se encuentren emparentados entre sí, o si es viable el movimiento de 

reproductores con otros productores de pirarucú en otras regiones o países (Brasil, Perú, Bolivia) 

en donde se haga un análisis de su diversidad genética y se pueda ampliar el pool genético de estos 

organismos en las diferentes granjas de acuicultura. 
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