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Abstract: We evaluated RNA/DNA ratio as an index of physiological condition during larval development of a
hybrid between the fishes Colossoma macropomum (cachama) and Piaractus brachypomus (morocoto). The samples
were obtained by induced reproductive technology and the eggs were maintained in acrylic conical incubator with a
continuous waterflow. Embryonic development, from egg fertilization to cell division and hatch out, took 12 hours
20 minutes at 29.5°C, dissolved oxygen contents of 6.0 ppm and pH 7.5. Nucleic acids quantification was determined
by fluorometry with ethidium bromide and Hoechst 33258 dyes. We observed significant changes of RNA/DNA
ratios during all stages of the embryonic larval development. Therefore, RNA/DNA relation is an useful technique to
evaluate physiological condition in short period and could be utilized as nutritional condition and/or instantaneous
growth for routine check to verify the health status in early life of cultivated species.

Key words: Larval fish condition, RNA-DNA ratio, physiological index.

La cachama (Colossoma macropomum)y el
morocoto (Piaractus brachypomus) son consi-
derados como las especies de mayor potencial
en piscicultura en aguas calidas continentales
de América Latina, dada a su resistencia al
manejo y su facil adaptacion al consumo de
alimentos concentrados y alimentos naturales
en condiciones de cautiverio, a lo que se le
adiciona su rapido crecimiento, con excelentes
conversiones alimenticias y gran demanda en
el mercado (Diaz & Lopez 1993). Ademas,
otra ventaja de estas especies es la gran capa-
cidad que tienen para efectuar cruces interes-
pecificos, con lo cual se obtienen hibridos con
muy buenas caracteristicas, altos rendimientos
y buen poder de conversion.

En Venezuela, los primeros intentos de pro-
duccién de hibridos en peces de consumo dul-

ceacuicolas de aguas célidas, se realizaron en-
tre los machos de P. brachypomus con hem-
bras de C. macropomum (Kossowski et al.
1983). Los resultados han sido prometedores
donde hoy en dia es rutinaria la produccién
masiva de este hibrido en varios centros de
produccion del pais. Este hibrido en cultivo
supera en ganancia de peso 3.6 veces al peso
de sus medio hermanos de cruces uniespecifi-
cos de cachama (Gonzalez & Heredia 1989).
En las primeras etapas de vida del hibrido
cachama-morocoto y de la cachama, el desa-
rrollo esta influenciado por numerosos facto-
res, como por ejemplo, la temperatura, oxi-
geno y disponibilidad de alimento, los cuales
afectan principalmente la tasa de crecimiento,
como también la condicion fisioldgica la cual
se puede estimar a corto plazo, a través de los
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indices bioquimicos, tales como el ADN,
ARN vy la relacion ARN/ADN (Chung et al.
1993, Lemus et al. 1993, Segnini & Chung
1997, 2001, Bracho et al. 2000, Viioles et al.
2000). Esta relacion ha recibido una amplia
aplicacién en investigaciones de la biologia
del crecimiento de los organismos acuaticos y
las respuestas de éstos a cambios ambientales
externos o internos, el cual implica que el
contenido de ADN, es un factor bioldgico es-
table, indicador del niimero de células o acti-
vidad mitética, es decir, crecimiento por proli-
feracion celular, mientras que el nivel de
ARN/ADN, nos indica la actividad metabodlica
asociada a la sintesis de proteinas, donde esto
se refleja en un crecimiento por aumento de
volumen. Por otra parte, el analisis de los aci-
dos nucleicos en los tejidos de los individuos
durante todas las etapas de su desarrollo, re-
viste especial interés para obtener una mejor
compresion de la fisiologia de los organismos,
esto ha sido de gran utilidad en la evaluacion
del crecimiento de organismos acudticos en
medios naturales o artificiales, porque implica
funciones relacionadas con la formacion de
tejidos, y por ende con la condicion fisiologica
del individuo (Bulow 1987, Clemmense 1988,
Canino 1994).

El objetivo de este trabajo es evaluar la con-
dicion fisioldgica del hibrido de cachama, C.
macropomum y de morocoto P. brachypomus,
en sus primeras fases de vida usando la rela-
cion ARN/ADN como indice de condicion
fisiologica.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una reproduccion inducida a una
pareja de reproductores de cachama Colossoma
macropomum y se utilizéo un macho de moro-
coto, Piaractus brachypomus, para la obten-
cion de hibridos en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas, Tucupita, Estado
Delta Amacuro. En el periodo de incubacion
se tomaron las muestras para la cuantificacién
de los acidos nucleicos durante todo el desa-
rrollo embrionario hasta que las larvas reab-
sorbieran el saco vitelino, preservandolos con
nitrégeno liquido en viales de polipropileno de
1.5 ml para su posterior analisis en el laborato-

rio. Asi mismo, se registraron parametros fi-
sico-quimicos de temperatura, pH y oxigeno
disuelto durante todo el proceso de incuba-
cién. Para la determinacion de los 4cidos nu-
cleicos se uso la técnica fluorométrica descrita
por Canino & Calderone (1995).

Tanto para el hibrido como la cachama, los
datos fueron agrupados de acuerdo a las si-
guientes tres fases: A = desde la segmentacion
hasta la gastrulacion, B = organogénesis y C =
larvas (a partir de la eclosion de los huevos
hasta la reabsorcion del saco vitelino por parte
de las larvas). Por la naturaleza de los datos el
ADN fue transformado (1/concentracion de
ADN) para realizar un andlisis de varianza de
dos vias con repeticion segun Sokal & Rohlf
(1997), para establecer las posibles diferencias
de las concentraciones promedios de los aci-
dos nucleicos y del indice ARN/ADN entre las
fases y las especies estudiadas.

RESULTADOS

El proceso del desarrollo embrionario del
hibrido cachama - morocoto se realizé en 12
horas y 20 minutos a partir de la fertilizacion,
entre 28 y 30°C. El oxigeno disuelto se regis-
tr6 permanentemente manteniéndose a una
concentracion entre 6.0 y 6.5 ppm y el pH
permanecié constante con un valor de 7.5
(Cuadro 1).

CUADRO 1

Los valores de la temperatura, oxigeno y pH en el
proceso de incubacion de los huevos en el desarrollo
embrionario del hibrido, cachama (Colossoma
macropomum) — morocoto (Piaractus brachypomus)

Tiempo  Temperatura Oxigeno PH
(br) O (ppm)
1 28 6.0 7.5
2 30 6.0 7.5
5 30 6.5 7.5
8 29 6.5 7.5
10 30 6.5 7.5
12 29 6.5 7.5
Rango 28-30 6.0-6.5 7.5
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CUADRO 2

Valores promedios (*g estadio embrionario™ +SD) del contenido de los dcidos nucleicos
v la relacion ARN/ADN de las diferentes fases del desarrollo embrionario del hibrido,
cachama (Colossoma macropomum) — morocoto (Piaractus brachypomus)

Etapas N ARN
A 62 4971 +£0.131
B 23 5.606 +0.216
C 31 5478 +0.186
Promedio 5.352+0.103

ADN ARN/ADN
1.559 £ 0.059 3.534+0.125
1.380 +0.098 4.309 £0.205
1.434 +0.084 3.890+£0.176
1.464 £ 0.097 3.911£0.099

N = Numero de andlisis; A = Segmentacion y Gastrulacion; B = Organogénesis; C = Larvas.

CUADRO 3

Valores promedios (*g estadio embrionario” +SD) del contenido de los dcidos nucleicos
y la relacion ARN/ADN de las diferentes fases del desarrollo embrionario
de la cachama (Colossoma macropomum)

Etapas N ARN
A 55 3.002 £0.139
B 50 5.032+0.146
C 23 4.591 £0.207
Promedio 4.208 £0.097

ADN ARN/ADN
1.737 £ 0.063 1.864 £0.132
2.056 £0.066 2.473+£0.139
0.996 + 0.094 4.473£0.196
1.596 £ 0.047 3.004 +£0.091

N = Numero de andlisis; A = Segmentacion y Gastrulacion; B = Organogénesis; C = Larvas.

Las concentraciones promedios de ARN,
ADN vy la relacion ARN/ADN de las primeras
etapas de vida del hibrido se representan en el
Cuadro 2. Se observo que los valores de ARN
obtenidos para el hibrido en las fases estudia-
das son superiores en relacién con los obteni-
dos para el ADN, lo cual confirma que existe
una mayor sintesis de proteinas.

En lo que respecta a la relacion ARN/ADN,
los valores obtenidos demuestran que existe una
buena condicion fisiologica para el hibrido en
las distintas fases del desarrollo embrionario.

Por otra parte, las concentraciones prome-
dios de ARN, ADN vy la relacion ARN/ADN
de los primeros estadios de vida de la cachama
(C. macropomum) estan representadas en el
Cuadro 3. Las concentraciones promedios de
ARN obtenidas también son superiores en re-
lacion con las concentraciones obtenidas para

el ADN en esta especie, confirmandose la
sintesis de proteinas.

En la cachama, C. macropomum, la relacion
ARN/ADN, presentd un incremento continuo
de dicho indice a medida que transcurre el ci-
clo de vida de esta especie, determinandose un
valor promedio total del indice ARN/ADN de
3.004 £ 0.091, lo que indica que esta especie pre-
senta también una buena condicion fisiologica.
Al comparar los resultados obtenidos de ARN,
ADN vy el indice ARN/ADN, tanto para el hi-
brido como para la cachama, en las fases de
vida y entre ellos, se observd que existieron
diferencias altamente significativas para las
fases estudiadas y entre las especies, tanto para
el ARN y la relacion ARN/ADN, mientras que
no se observo diferencias significativas en las
especies para el ADN. Ademas, se observa
que en los hibridos el ARN y la relacion
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ARN/ADN es mayor que en la cachama y res-
pecto al ADN es similar tanto para el hibrido
como la cachama (Cuadro 4).

DISCUSION

Las variaciones de la temperatura, pH y
oxigeno disuelto registradas durante todo el
desarrollo embrionario, estuvieron dentro de
los limites tolerables, indicados para el cultivo
de estas especies en aguas calidas (Gonzalez &
Heredia 1989). Hay que sefialar que los facto-
res ambientales actiian sobre el desarrollo em-
brionario, al respecto Blaxter (1969) afirma que
el tiempo de incubacion estd determinado prin-
cipalmente por la temperatura y el oxigeno. El
oxigeno insuficiente retarda el desarrollo de
los huevos y si es escaso, estos mueren.

Al comparar los resultados obtenidos de
ARN, ADN vy el indice ARN/ADN, tanto para
el hibrido como para la cachama, en las dife-
rentes fases de vida y entre ellos, se observo
que en las primeras etapas de vida se encontrd
que el contenido de ARN fue superior para el
hibrido que en la cachama. Esta variacion del
ARN pudiese estar reflejada a la actividad
metabdlica asociada con la sintesis proteica,
desde la primera divisiéon celular, que co-
mienza a transformarse el huevo, hasta la eclo-
sion de las larvas. Ademas, cuando las larvas
estan reabsorbiendo el saco vitelino, se ob-

CUADRO 4
Valores de Fisher obtenidos del andlisis de varianza

doble para las concentraciones promedios de ARN, ADN
y la relacion ARN/ADN para cada uno de los factores

. Valor
Variables Factor de F Grupos
ARN Fases  40.491%* A<B=C
Especie  64.467** Cachama < Hibrido
ok =
ADN Fases  26.898 A =B<C

Especie  0.119Ns  Cachama = Hibrido

Fases  49.732%*
ARN/ADN Especie 45.268**

A<B<C
Cachama < Hibrido

Ns = No significativo. ** = Significancia al nivel de 1%. N = Nu-
mero de andlisis; A = Segmentacion y Gastrulacion; B = Organo-
génesis; C = Larvas.

servo una pequeiia disminucion de la concen-
tracion de ARN (Fase C), posiblemente, esto
se deba al agotamiento progresivo del alimen-
to endogeno proporcionado por el saco vite-
lino. Al parecer, las larvas pasan de un estado
de alimentacién enddgena hacia un alimento
exogeno a partir de las 72 horas después de la
eclosion (Contreras & Contreras 1993), es qui-
zas, por esto, que el contenido de ARN dismi-
nuyd para esta fase. Por otra parte, las larvas
estan aptas para procurarse su alimento por si
misma (microplancton) y en este periodo,
también ocurren muertes por inanicion, debido
a que las larvas son poco eficientes para con-
seguir el alimento, ocurriendo asi altas morta-
lidades. Esto ha sido comprobado por Buckley
(1984) con varias especies de larvas de peces
(Paralichthys  dentatus, Pseudopleuronectes
americanus, Gadus morhua, Morone saxatilis,
Melanogrammus aeglefinus, Seromber
scrombrus) y por Robinson & Ware (1988)
con la sardina (Clupea herengus pallasi).

En relacion con el ADN, al no conseguirse
diferencias significativas en cuanto al hibrido
y la cachama, se evidencia asi que el contenido
de ADN es un factor bioldgico estable indicador
del ntimero de células o actividad mitdtica.

En cuanto a la relacion ARN/ADN el hibri-
do presentd mejor condicion fisiolégica; qui-
zas esto se deba a que éstos son mas eficientes
para canalizar y utilizar mejor la energia su-
ministrada por el vitelo. Estas diferencias pue-
den ser el resultado de la condicion conocida
como vigor hibrido o heterosis, debido a que,
en los hibridos a menudo es mayor que el de
los padres. Se piensa que la ventaja de los he-
terocigotos, provienen de alelos recesivos no
expresados y de la habilidad de producir pro-
genie de constitucion genética variada, esta
superioridad puede expresarse en algunos ca-
racteres cuantitativos, tales como crecimiento,
fertilidad y supervivencia (Pérez 1996); pre-
sentandose que el crecimiento fue mas rapido
que el de la cachama y por lo tanto la actividad
metabdlica debe ser mayor. Por consiguiente,
debido a que las necesidades fisiologicas in-
volucradas en el crecimiento durante los pri-
meros estadios de desarrollo requieren de una
mayor velocidad de biosintesis de ARN, se
explicarian los mayores niveles obtenidos en
este organismo.
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Bulow (1987) propuso que la relacion
ARN/ADN para una especie de peces, por
ejemplo, en Notemigonus crysoleucas, un va-
lor promedio menor o cercano de 2.0 indica
que estos peces no presentan una buena condi-
cién nutricional, presentando asi una perdida
de peso, pero con un valor promedio mayores
o cercano a 4.0 puede indicar un rapido creci-
miento. Por otra parte, Richard et al. (1991)
encontrd una relacion ARN/ADN baja alrede-
dor de 2 durante el desarrollo ontogenético en
las larvas cultivadas de Solea solea. Clemmesen
(1987) consiguié una relacion baja de ARN
/ADN alrededor de 2.4 en las larvas de Clupea
harengus 'y Scophthalmus maximus, pero en
otros trabajos esta relacion ha sido reportada
con valores mas altos entre 3 y 4 (Buckley
1984, Buckley et al. 1984, Wright & Martin
1985). La relacion ARN/ADN en larvas culti-
vadas es generalmente mas baja que en las lar-
vas capturadas en los medios naturales con
valores que oscilan entre 6 a 8, razon por la
cual, esta relacion ha sido ampliamente usada
por muchos autores como un indice nutricional
(Buckley 1984, Robinson y Ware 1988). Raae
et al. (1988) obtuvo valores promedios para la
relacion ARN/ADN de 4.5 en larvas de Gadus
morhua alimentadas en tanques y valores entre
6 a 13 en larvas alimentadas con plancton na-
tural en lagunas de tierra. De acuerdo al pro-
medio obtenido (3.911+0.09) en la relacién
ARN/ADN en las primeras fases de vida del
hibrido cachama—morocoto indica que el hibri-
do presentdé una buena condicion fisiologica,
confirmando lo dicho por varios autores que
esta relacion puede ser usada como un indice
para chequeos rutinarios en acuicultura.

RESUMEN

Se evalu6 la relacion ARN/ADN como in-
dice de condicion fisiologica durante el desa-
rrollo embrionario del hibrido proveniente del
cruce de los peces cachama (Colossoma
macropomum) y morocoto (Piaractus brachy-
pomus). Las muestras fueron obtenidas me-
diante la técnica de reproduccion inducida y
los huevos fueron mantenidos en incubadoras
conicas de acrilico con flujo de agua continuo.
Todo el proceso de desarrollo embrionario,

desde la fertilizacion hasta la eclosion, se rea-
liz6 en 12 horas y 20 minutos a 29.5°C, con
una concentracion minima de oxigeno de 6.0
ppm y un pH de 7.5 que permanecié constante
durante todo el proceso. La cuantificacion de
los acidos nucleicos se realizé por el método
fluorométrico con bromuro de etidio y bisben-
zimidazol (Hoechst 33258). Se evidenciaron
cambios significativos en la relacion ARN/ ADN
durante las etapas de desarrollo evaluadas en
el presente trabajo. Por consiguiente, la relacion
ARN/ADN es una técnica util para evaluar la
condicion fisioldgica a corto plazo y puede ser
utilizada como condicién nutricional y/o creci-
miento instantaneo para chequeos rutinarios
para verificar el estado de salud en los prime-
ros estadios de vida de especies cultivadas.
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