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Resumen

La reserva de la Biosfera Yabotí se localiza en el centro-este de la Provincia de Misiones (Argentina) y cubre un 
amplio sector que comprende el arrojo Yabotí y sus efluentes. Astyanax es un importante eslabón en la cadena 
trófica y en el mantenimiento de las comunidades ícticas naturales. Los estudios poblacionales son datos ecológicos 
que permiten el análisis sobre el manejo sustentable del recurso y las regiones microsatélites representan 
marcadores de gran utilidad en este sentido. Sin embargo aun no existen datos genómicos de estas regiones 
en esta especie, siendo conocidos únicamente SSR para la especie emparentada Astyanax fasciatus. El objetivo 
de este trabajo fue lograr la amplificación interespecífica de regiones de microsatélites en Astyanax abramis 
utilizando cebadores diseñados para A. fasciatus. Se extrajo DNA de tejido muscular del pedúnculo caudal de 13 
individuos. Se estandarizaron las condiciones para amplificar 4 regiones microsatélites en A. abramis: Abra1, Abra2, 
Abra3 y Abra4, de los cuales 3 fueron secuenciados y registrados en Genebank. Nuestros hallazgos confirman la 
transferibilidad de los cebadores utilizados, reconociendo secuencias conservadas y permitiendo establecer las 
primeras secuencias microsatélites de la especie estudiada.
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Abstract

The Yabotí biosphere reserve is located in the center-east of Misiones (Argentina) and it covers a vast area of the 
basins of Yabotí streams, tributaries of Alto Uruguay River. Astyanax is important in the trophic level and in the 
maintenance of the natural fish communities, since it is food for the last links of the food chain. Population analysis 
are important ecological data for supporting the reasonable use of the resource. Futhermore, there are no yet 
specific data for SSR regions in Astyanax abramis, only for Astyanax fasciatus. The objective of this work was to 
cross-amplify the microsatellites regions of in Astyanax abramis with specific primers designed for A. fasciatus. 
DNA was extracted from the caudal fin peduncle from 13 specimens. The PCR conditions were standardized to 
extend 3 microsatellite regions in A. abramis: Abra1, Abra2, Abra3 y Abra4. Three of these were sequenced and 
registered in the Genebank database. Although our findings are preliminary, they confirm the transferability of the 
use of primers, identifying sequences preserved and allowing us to establish the first microsatellite sequence of 
the species under study.
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Introducción

La Reserva de la Biosfera Yabotí (RBY) se localiza en 
el centro-este de la Provincia de Misiones (Argentina) entre 
las coordenadas E 53º 40’, W 54º 18’, N 26º 37’ y S 27º 12’ 
y cubre un amplio sector de las subcuencas de los arroyos 
Yabotí, tributarios del Alto Uruguay, todavía cubierto 
de selvas en un buen estado de conservación. Entre los 
cursos fluviales de la zona se encuentran el arroyo Yabotí 
o Pepirí-Miní integrado por 2 grandes cursos paralelos que 
se unen a unos 10 km al norte de su desembocadura en el 

río Uruguay: el Yabotí-Guazú al oeste y el Yabotí Miní 
al este, poseedores de una vasta red imbrífera que actúa 
como columna vertebral de la reserva que merecidamente 
lleva este nombre (Yabotí en lengua tupí significa Tortuga). 
Hirt y col. [1] efectuaron una evaluación de la fauna íctica 
del arroyo Yabotí, siendo los resultados de este trabajo 
un aporte para el conocimiento de la biodiversidad de los 
cuerpos de agua de la RBY. Desde el punto de vista de 
la composición y diversidad, se reconocieron 40 especies 
agrupadas en 4 órdenes y 12 familias. Tanto en términos 
de diversidad taxonómica como abundancia, el orden 
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Characiformes fue el grupo más representativo, con la 
especie Astyanax abramis (mojarra) ocupando el noveno 
lugar en abundancia. La importancia en el estudio de la 
especie radica en ser un importante eslabón en la cadena 
trófica y en el mantenimiento de las comunidades ícticas 
naturales [2], siendo alimento de los últimos eslabones 
tales como el dorado (Salminus brasiliensis), la tararira 
(Hoplias malabaricus) y los surubíes (Pseudoplatystoma 
coruscans y P. fasciatum) [3].

El orden Characiformes (peces con escamas) incluye a 
la familia Characidae, donde se encuentra el género Ast-
yanax caracterizado por un cuerpo comprimido, colorido 
y más o menos largo [4]. De amplio hábito alimentario, 
pudiendo ser zooplanctívoro, insectívoro, omnívoro y de 
carácter oportunista [3, 5].

Astyanax abramis posee cuerpo alto, cabeza pequeña y 
ojos grandes (Figura 1). Escamas más bien grandes, regu-
larmente imbricadas en el dorso y en los flancos. Mancha 
humeral alargada horizontalmente y con una estría oscura 
extendiéndose hacia arriba y adelante. Línea lateral con 
38-49 escamas. Aleta anal con 22-34 radios. Pre-maxilar 
con 4 a 5 dientes en la fila externa, maxilar sin dientes. 
Con una banda plateada bien desarrollada, una mancha 
caudal marcada, angosta sobre los radios caudales medios 
y prolongada hacia delante pero muy fina y poco visible.

Figura 1: Características morfológicas de Astyanax abramis. 

Los marcadores moleculares son herramientas de la 
biología molecular que facilitan el estudio de poblaciones, 
especialmente aquellas que muestran una gran variabilidad, 
como son las regiones microsatélites (SSR). Los micro-
satélites constituyen marcadores moleculares basados en 
la presencia de secuencias repetitivas de DNA, representan 
una proporción importante del genoma de organismos eu-
cariotas y son ampliamente usados en la caracterización de 
poblaciones por ser codominantes, multialélicos, altamente 
polimórficos y por la facilitad técnica con la que pueden 
analizarse utilizando cebadores específicos complemen-
tarios a las secuencias únicas que lo flanquean y visua-
lizándoselos mediante electroforesis en geles de agarosa 
o de poliacrilamida [6]. Existen trabajos que describen 
el uso transespecífico de marcadores microsatélites entre 
grupos taxonómicos relacionados a distintos niveles [7]. 

Esto agrega un valor potencial a las características de estos 
marcadores ya que al trabajar con microsatélites en una es-
pecie en particular, pueden ser usados en taxa relacionados. 
Algunas especies del género Astyanax han sido estudiadas 
utilizando marcadores moleculares como microsatélites y 
RAPD en otras regiones de Brasil y México. [8, 9, 10, 11]

Strecker y col. identificaron 6 microsatélites para 
Astyanax fasciatus y los utilizaron para la caracterización 
de poblaciones, demostrando que su validez como herra-
mientas moleculares para analizar la variabilidad genética 
intra e ínterpoblacional de esta especie [11]. Sin embargo, 
son escasos los estudios con especies autóctonas de la zona 
mencionada, en la región del arroyo Yabotí, existiendo 
como antecedente el trabajo de Amarilla y col., 2008, 
quienes estandarizaron técnicas de extracción de DNA 
y con una metodología similar lograron la amplificación 
cruzada de microsatélites para Astyanax saguazu [12].

Partiendo de la característica de transferibilidad de 
estos marcadores y la descripción de 6 microsatélites y sus 
correspondientes cebadores para A. fasciatus por Strecker 
y col. [11] en este trabajo se evalúa la transferibilidad de 
estos marcadores microsatélites a través del uso de los 
cebadores descriptos para A. fasciatus para el estudio de 
microsatélites de A. abramis.

Materiales Y Métodos

Área de estudio, obtención de ejemplares e identificación 

taxonómica de Astyanax abramis

Los individuos provienen de capturas realizadas 
en el arroyo Yabotí Guazú en 3 sectores: la cuenca alta 
(26° 50´11´´S, 54° 07´50,7´´W, media (27° 03´29´´S, 
53° 53´03´´W) y desembocadura (27° 08´29´´S, 53° 
55´50´´W), por el grupo que integra el proyecto “Una 
alternativa turística para la reserva Yabotí: la fauna íctica 
y su uso potencial en la pesca deportiva con devolución. 
La comunidad íctica del arroyo Yabotí”. Los ejemplares 
fueron capturados vivos con redes de pesca caladas per-
pendicularmente a la dirección de la corriente del arroyo, 
procediéndose a su eutanasia con cloroformo y posterior 
conservación en frascos con etanol 95% hasta la identi-
ficación taxonómica donde con claves, instrumentos de 
disección y ópticos [9]. Esta clasificación fue confirmada 
por investigadores del ILPLA, Instituto de Limnología 
de La Plata (Bs. As). Para los estudios moleculares se 
realizaron cortes transversales y longitudinales de tejido 
muscular de pedúnculo caudal según Strecker y col. [11].

Extracción de DNA

Se realizó a partir de tejido muscular de pedúnculo cau-
dal del ejemplar a través de cortes transversales y longitu-
dinales [11, 13]. Para la extracción y purificación se utilizó 
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el protocolo desarrollado por el Dr. Alejandro D’Anatro 
(comunicación personal) para Plagioscion ternetzi (corvi-
na), modificación del método Salting Out de Miller y col. 
[14]. Veinte mg de tejido fueron digeridos a 55ºC durante 
toda la noche con buffer de lisis (50 mM de Tris HCl, 50 
mM de NaCl, 50 mM EDTA ph 8) conteniendo 1% de 
dodecilsulfato de sodio (SDS) y 10 µl de proteinasa K 1 
mg/ml. Posteriormente el DNA fue purificado con NaCl 
5 M y precipitado con isoporpanol en proporción 1:1. El 
DNA fue lavado con etanol 70%, disuelto en agua libre 
de DNasas y RNasas y conservado a -20ºC hasta su utili-
zación. La concentración y pureza del DNA se cuantificó 
por espectrofotometría. La concentración de DNA de cada 
aislamiento se calculó a través de la absorbancia a 260 
nm. (A260) mediante la relación: [AcNu]= 50 ng/µl x D x 
A260, donde D representa el factor de dilución y 50 ng/µl 
es la concentración de DNA de doble cadena. El índice de 
pureza se calculó a través de la relación A260/A280 [15]. 
La integridad del DNA se verificó en geles de agarosa al 
1%. El DNA obtenido se diluyó para obtener una concen-
tración de trabajo de aproximadamente 10 ng/µl.

Amplificación por PCR

Para estandarizar las condiciones de PCR para A. 
abramis se procedió a realizar un panel de reacciones, 
iniciándose las mismas por las condiciones descriptas 
previamente por Strecker y col. [11] para A. fasciatus 
utilizando los pares de cebadores descriptos para Ast1, 
Ast2, Ast4 y Ast10 (Tabla1). 

Tabla 1: Características de los cebadores utilizados.

Nombre Secuencia de cebadores

Ast4
F: 5’-TCG TTA TGA AGA GGC TCA AA 

R: 5’-GCA CCT CGG GGA GAC

Ast1
F: 5’-CCC AGA AGC CTC ATC GAT AAC A
 R: 5’-ATC GGA CAA GCA GAG TGC ATT A

Ast10
F: 5’-GAG GGT CTG ATG TAC TGA GA

R: 5’-CGA ACC CGA GAA ACT G

Ast2
F: 5’-ACA GAA ACA CGT TGA TGT ATG GC 
R: 5’-CAA ACT GAC TGA CTG AGT GAG C

La PCR se desarrolló sobre 100 ng de DNA en un 
volumen final de 12,5 μl de Buffer de Taq Polimerasa 
(Fermentas ®) conteniendo 0,3 U de Taq polimerasa, 2 
mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs y 0,5 pmol de cada 
cebador. Las condiciones de ciclado utilizadas por este 
grupo fueron: desnaturalización previa a 95°C por 1 min, 
seguidos de 40 ciclos de desnaturalización a 95ºC por 15 
s, hibridación a temperatura locus específico por 30 s y 
extensión a 72 ºC por 30 s. Los cebadores Ast1, Ast2, Ast4 
y Ast10 hibridan en esta especie a 55 °C, 50°C, 55 °C y 
50ºC respectivamente. Las reacciones fueron realizadas en 
un termociclador Life Cycler (Labnet). Los productos de 
la amplificación fueron separados mediante electroforesis 
en geles de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio 
(10mg/ml, Promega) y corridas a 100V por 30 minutos 

con buffer TBE. Posteriormente, fueron visualizados en un 
transiluminador de luz UV (MUV21-312-220) y fotografia-
dos con cámara digital ACER (CS-5531). Como marcador 
de tamaño molecular fue utilizado el 100 pb Ladder de 
Promega.

Secuenciación de las regiones de microsatélites 

amplificadas

La finalidad de la secuenciación fue la confirmación 
de la identidad de las regiones encontradas y el inicio 
de la caracterización genómica de la misma. Para ello se 
seleccionaron individuos homocigotos para cada uno de 
los loci, los amplicones se purificaron y enviaron a se-
cuenciar. Los resultados de la secuenciación se analizaron 
con el programa Chromas Lite, el BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) y el Find Tandem Repeats (http://
www.biophp.org/minitools/microsatellite_repeats_finder) 
disponibles on line, y una vez confirmadas fueron regis-
tradas en GenBank.

Resultados y discusión

Identificación taxonómica de Astyanax abramis

De los 13 ejemplares de A. abramis identificados, 2 
integran la colección íctica del Proyecto de Investigación 
citado y los 11 ejemplares restantes fueron utilizados para 
este trabajo. Astyanax es uno de los géneros más comunes 
en Sudamérica con un número incierto de especies [16]. 
Garutti y Britski [17] consideraron la existencia de 100 
especies nominales, mientras que lo estimado por Bertaco 
y Malabarba [18] es de 74 especies y subespecies. Desde 
el punto de vista taxonómico es un taxón complejo ya que 
presenta características muy similares entre sus especies 
lo que dificulta su identificación. Se lo define tradicio-
nalmente sobre caracteres morfológicos, como patrón de 
coloración, número de radios en aletas y especialmente el 
patrón de dentición [16, 17].

Amplificación de regiones microsatélites

Los microsatélites presentan varias ventajas como he-
rramienta, pero admiten una característica como valor agre-
gado, la posibilidad de utilizar los cebadores desarrollados 
para una especie en otras emparentadas, esto disminuye el 
esfuerzo temporal y económico que involucra la construc-
ción de cebadores específicos mediante la elaboración de 
librerías genéticas [11, 19, 20, 21]. Se lograron productos 
de amplificación utilizando 4 pares de cebadores de los 6 
descriptas previamente para A. fasciatus: Ast1, Ast2, Ast4 y 
Ast10 [11], aunque fue necesario reajustar las temperaturas 
de hibridación por tratarse de una especie diferente (Ast1, 
Ast2, Ast4 y Ast10 hibridaron en esta especie a 55 °C, 50 
°C, 55 °C y 50 ºC respectivamente). Luego de los ensayos 
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de prueba se definieron las condiciones de ciclado. Como 
los cebadores corresponden a otra especie del mismo 
género se ensayaron temperaturas de hibridación de locus 
específico distintas a las descriptas anteriormente, aunque 
el número de ciclos fue el mismo. (Tabla 2)

Tabla 2: Comparación de las condiciones de amplificación para los 
cebadores analizados entre las especies A. fasciatus y A. abramis.

Variable de 
comparación

A. fasciatus A. abramis

Ast1 Ast2 Ast4 Ast10 Ast1 Ast2 Ast4 Ast10

T de 
hibridación 

(ºC)
55 52 55 50 55 50 55 50

Tamaño 
amplicón (pb)

130-174 161-209 169-243 222-256 50-150 100-300 150-250 250

Nº de ciclos 40 40 40 40 40 40 40 40

Las condiciones de PCR para A. abramis difieren de 
las establecidas para A. fasciatus [11] dado que se necesitó 
incrementar los tiempos de desnaturalización y adicionar 
un ciclo de extensión final, coincidiendo con las caracte-
rísticas de ciclado descriptas por Ivanova y col. [19] al 
trabajar con numerosas taxa de peces. Al comparar las 
temperaturas de hibridación vemos que los cebadores Ast1 
hibridan a menor temperatura que en A. fasciatus. Cuando 
se utilizaron los cebadores Ast2 y Ast4 fue necesario un 
aumento de la temperatura de hibridación debido a los 
productos inespecíficos obtenidos a temperaturas menores; 
sin embargo, Ast10 amplifica en ambas especies a la misma 
temperatura. Los mejores resultados se obtuvieron con una 
disminución en el número de ciclos.

Por otro lado, para los cebadores Ast1, Ast2, Ast4 y 
Ast10 Strecker y col. [11] describe amplicones en los 
siguientes tamaños en pares de bases: 130-174; 161-209; 
169-243 y 222-256 respectivamente; mientras que en los 
individuos analizados en este trabajo encontramos ampli-
cones en los siguientes tamaños en pares de bases: 50-

150; 100-300; 150-250 y 250 para los mismos cebadores 
(Figura 2). Estos rangos no son exactamente coincidentes 
y esta diferencia se explica al considerar que se trata de 
secuencias heterólogas, descriptas para otra especie.

Secuenciación y análisis de las regiones de microsatélites 

amplificadas 

Los amplicones obtenidos para los pares de cebadores 
Ast1, Ast4 y Ast10 fueron secuenciados para corroborar 
la presencia de regiones microsatélites, para ello se selec-
cionaron individuos homocigotos. Estas secuencias fueron 
registradas en la base de datos GenBank del NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information) y analizadas 
con la herramienta bioinformática BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) disponible on line en el NCBI. 
[20, 21].

Los resultados bioinformáticos indican que el amplicón 
obtenido con los cebadores Ast4 muestra una secuencia 
microsatélite rica en regiones (CA)n mostrando más de 
un 90% de identidad con otras regiones microsatélites 
pertenecientes a especies de peces (Cyprinus carpio, 
Glyptosternon maculatum, Astatotilapia burtoni) y a 
especies no emparentadas como el molusco Oncomelania 
hupensis, el crustáceo Penaeus monodon, el cérvido Cer-
vus nippon, la especie vegetal Arenaria grandiflora y el 
hongo Phytophthora cinnamomi. Esto indica que se trata 
de un microsatélites nuevo para la especie en estudio por 
lo que se lo registró con el nombre de Abra1 bajo el código 
GeneBank GU942469.3.

Para el caso del amplicón obtenido con los cebadores 
Ast10 la alineación la secuencia correspondiente de A. fas-
ciatus (AY178852.1) y el resultado bioinformático indica 
una concordancia con el patrón de secuencia microsaté-
lite propuesto por Strecker y col [11], (GT)2GC(GT)14. 
Además, mostró identidad con regiones microsatélites 

Figura 2: Amplificación de microsatélites obtenidos para A. abramis. Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en agarosa 
al 2% teñida con bromuro de etidio. Los carriles muestran la amplificación para los 11 individuos analizados. Las flechas indican los productos 
de amplificación que fueron tomados como específicos. Carril 1: Control negativo. Carril 2 al 12: individuos 1 al 11. Carril 13: marcador de peso 
molecular.
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pertenecientes a trucha común (Salmo trutta) y al árbol 
Cercis canadensis, mostrando cierta similitud con algunos 
genes mitocondriales pertenecientes al citocromo b. Esta 
secuencia fue registrada con el nombre de Abra3 bajo el 
código GeneBank JF714418.1.

Por otro lado, la secuencia Abra2, registrada con el 
código de acceso GeneBank JF312216.1 y que fuera obte-
nida con el uso de los cebadores Ast1 no muestra identidad 
con ninguna secuencia microsatélite conocida, aunque el 
análisis bioinformático indica que podría tratarse de una 
secuencia microsatélite, por lo que deberá profundizarse 
en su estudio, ya que el resultado de la secuenciación 
fue sumamente corto, siendo en este caso conveniente la 
clonación del fragmento.

Nuestros hallazgos confirman la transferibilidad de los 
cebadores Ast1, Ast4 y Ast10 utilizados en este trabajo, 
reconociendo secuencias conservadas y permitiendo esta-
blecer las primeras secuencias microsatélites de la especie 
A. abramis.

Si bien es necesario aumentar el número de muestras 
para alcanzar resultados válidos desde el punto de vista 
poblacional, en este describen nuevos marcadores Abra1, 
Abra2 y Abra3 que pueden ser utilizados con este fin sobre 
A. abramis. Igualmente, es destacable que con un bajo 
número de muestras tanto Abra1 como Abra2 mostraron 
un interesante número de individuos heterocigotos. Los 
estudios de variabilidad genética en el género Astyanax 
del arroyo Yabotí representan un dato importante para 
determinar el manejo del recurso pesquero en esta cuenca. 
A. abramis se encuentra dentro de especies consideradas 
vulnerables por Gómez y col, [22], por ser una especie 
ornamental, objeto de comercialización sin claras regula-
ciones ni controles adecuados. Estas especies son también 
utilizadas como carnada de especies de gran porte como el 
dorado (Salminus brasiliensis), la tararira (Hoplias mala-
baricus) y los surubíes (Pseudoplatystoma coruscans y P. 
fasciatum), tanto en la pesca deportiva como comercial, al 
constituir el alimento principal de estas especies carnívoras. 
Este es un trabajo original, de importancia regional, donde 
se identificaron por primera vez marcadores moleculares de 
A. abramis que pueden ser usados en estudios futuros sobre 
el cauce del arroyo Yabotí. Diversos estudios demuestran 
que este tipo de marcador es ideal para el estudio de la 
diversidad genética en organismos acuáticos por su alto 
nivel de variabilidad alelica y de esta manera servir como 
un soporte molecular para el desarrollo de la acuicultura 
[22, 23], para el análisis poblacional y para la conservación 
de la biodiversidad [24, 25]. 
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