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Glosario

Acuicultura: es el conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de crianza de
especies acuaticas vegetales y animales.

Adaptacién bioldgica: proceso fisiolégico o rasgo morfolégico o del comportamiento de
un organismo que ha evolucionado durante un periodo mediante la seleccion natural de tal
manera que incrementa sus expectativas a largo plazo para reproducirse con éxito.

ADN: Acido desoxirribonucleico responsable de contener toda la informacion genética de
un individuo o ser vivo, informacion que es Unica e irrepetible en cada ser ya que la
combinacion de elementos se construye de manera unica.

Aireacion: Mezcla mecanica de aire y agua, en general se refiere a un proceso al mismo
tiempo que provoca una reduccion en la variacion genética dentro de razas, aleatoria de
determinados alelos de una generacion a otra.

Alelo: es cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que se
diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones concretas de la
funcion de ese gen. (Producen variaciones en caracteristicas heredadas como, por ejemplo,
el color de ojos o el grupo sanguineo).! Dado que la mayoria de los mamiferos son
diploides, poseen dos juegos de cromosomas, uno de ellos procedente del padre y el otro de
la madre. Cada par de alelos se ubica en igual locus o lugar del cromosoma.

Biodiversidad o diversidad biologica: segin el Convenio Internacional sobre la
Diversidad Bioldgica, el término por el que se hace referencia a la amplia variedad de seres
vivos sobre la Tierra y los patrones naturales que la conforman, resultado de miles de
millones de afios de evolucion segun procesos naturales y también de la influencia creciente
de las actividades del ser humano. La biodiversidad comprende igualmente la variedad de
ecosistemas y las diferencias genéticas dentro de cada especie que permiten la combinacion
de mudltiples formas de vida, y cuyas mutuas interacciones con el resto del entorno
fundamentan el sustento de la vida sobre el planeta.

Blastdbmero: son un tipo de células embrionarias animales indiferenciadas resultantes de la
segmentacion del cigoto después de la fecundacion. Estas células poseen pluripotencialidad, o sea

que pueden dar origen a células de cualquier tejido excepto los que rodean al embrion.
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Blastula: Estadio temprano de un embrién que habitualmente esta formado por una esfera
hueca de células, antes de que empiece la gastrulacion.

Calidad del huevo: Potencial del huevo para producir crias (larvas) viables.
Conservacion: El manejo del uso de la biosfera para que pueda producir el mayor
Cromosoma: Es el resultado del empaquetamiento del ADN vy las proteinas previo a la de
manera aleatoria con la separacion de los cromosomas en anafase.de parametros
estadisticos estandar como cuadros y distribuciones de frecuencia, medias, varianza y
desviaciones estandar.

Deriva genética: Es un proceso natural que tiende a homogeneizar la informacion
Desequilibrio del ligamiento: a la propiedad de algunos genes de las poblaciones
Diploide: El nimero de cromosomas en la mayoria de las células, excepto en los gametos o
células germinales. En los humanos el numero diploide es 46. El término diploide describe
el numero completo de copias del genoma en una célula determinada. Di significa dos y
ploide se refiere al nUmero de copias. Asi, la inmensa mayoria de las células normales
contienen dos copias del genoma, cada una proveniente de cada progenitor y se conocen
como células diploides.

Distancia genética: El grado de afinidad entre subgrupos o poblaciones estimado mediante
diversos estadisticos.

Diversidad bioldgica: La totalidad de genes, especies y ecosistemas en una region dada,
sea esta un microhabitat o la biosfera. Se llama también biodiversidad.

Diversidad de especies: Es una funcion de la distribucion y abundancia de las especies.
Diversidad genética: Es la variacion en la composicion genética de los individuos dentro
de la especie o entre especies diferentes; es la variacion genética hereditaria dentro de las
poblaciones y entre ellas.

Domesticacion: Evolucion de las plantas o los animales, de manera natural o por seleccion
artificial, hacia las formas mas utiles para el hombre.

Eclosidn.- Proceso en el cual se rompe el corion o envoltura del huevo y emerge la larva
vitelina

Embridn: Fase inicial del desarrollo de un organismo, mientras éste se encuentra contenido
dentro de las membranas del huevo o dentro del cuerpo materno.

Endogamia: Apareamiento entre individuos de un mismo linaje.
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Enzima: Proteina que cataliza una reaccion quimica especifica

Especie: se denomina especie (del latin species) a cada uno de los grupos en que se dividen
los géneros, es decir, la limitacion de lo genérico en un &mbito morfoldgicamente concreto.
Factor de conversion alimenticia.- Se determina estableciendo la relacion entre el
alimento proporcionado y la ganancia de peso en el tiempo de suministracion del alimento.
Fenotipo: Apariencia fisica de un organismo, producto de la interaccién de su genotipo y el
ambiente en el que se encuentra.

Gastrula: Estadio temprano del desarrollo embrionario en el que los blastomeros, por
medio de movimientos morfogenéticos, forman las tres capas embrionarias (ectodermo,
mesodermo y endodermo)

Gen: La unidad fisica y funcional de la herencia, que se pasa de padres a hijos. Los genes
estdn compuestos por ADN y la mayoria de ellos contiene la informacién para elaborar una
proteina especifica.

Genética de poblaciones: El estudio cuantitativo y la medida de las poblaciones en
términos estadisticos; por ejemplo, el estudio de los fendmenos genéticos en funcion
genéticas de no segregar de forma independiente, esto es, poseen una frecuencia de
Genoma: Todo el ADN contenido en un organismo o célula, que incluye tanto los
cromosomas dentro del nicleo como el ADN en las mitocondrias.

Genotipo: La identidad genética de un individuo que no se muestra como caracteristicas
externas.

Globulo de aceite: Lisosomas modificados que adquieren forma esférica y que se forman
al fusionarse las vesiculas de vitelo, muchas especies presenta uno o mas glébulos en, o
cerca de, la masa vitelina. Sirve inicialmente como una estructura de flotacion o equilibrio
y que al consumirse es utilizado como fuente de energia.

Glucogeno: Polisacarido compuesto exclusivamente por unidades de glucosa, utilizado
para almacenar energia en las células animales.

Glucdlisis: Proceso catalizado por enzimas, mediante el cual una molécula de glucosa se
convierte anaerdbicamente en dos moléculas de acido piravico.

Gluconeogénesis: Biosintesis de un glucido a partir de precursores mas sencillos no
glucidicos tales como oxalacetato o piruvato. Ruta por la que se sintetiza glucosa a partir de

sustratos no glucidicos.
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Haploide: Una dotacion sencilla de cromosomas (la mitad de la serie completa de material
genético) presente en cada 6vulo y célula espermatica de los animales.

Heterocigoto: Que posee dos formas diferentes de un gen en particular; cada una heredada
de cada uno de los progenitores. Un individuo diploide que tiene diferentes alelos en uno o
varios loci genéticos. (Del griego: heteros, igual).

Homocigoto: Que posee dos formas idénticas de un gen especifico heredadas de cada uno
de los progenitores.

Informatividad: Para un marcador genético, la probabilidad de que un descendiente de una
pareja sea informativo, es decir, que se pueda deducir el origen parental de cada uno de los
alelos de ese locus.

Locus: El lugar del cromosoma donde esta localizado un gen especifico, es la direccion
fisica del gen. El plural es "loci".los ciclos biologicos de los organismos en cuestion.
Marcador microsatélite: Un tipo de secuencia simple de longitud polimorfica de unidades
di, tri o tetranucledtidos repetidas en t&ndem. También llamadas repeticiones cortas en
tdndem (STR por sus siglas en inglés).

Metabolismo: Suma total de los procesos quimicos catalizados por enzimas, que tienen
lugar en las células vivas.

Mutacién: Cambio en el ADN que modifica su informacion génica. Puede darse por
insercion, sustitucion o pérdida de nucledtidos. Cominmente se emplea también para
designar un cambio en el nimero o en la disposicion de los cromosomas.

Nucleotido: Monomero de acidos nucleicos, cada uno con tres partes: un azucar (ribosa o
desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada; el fosfato esta unido al azucar y al
carbono 5’ y a la base del carbono 1°.

Ontogenia: Comprende la serie de cambios morfo fisioldégicos que ocurren durante el ciclo
de vida de los animales, incluyendo a los peces.

Oreochromis: es un gran género de tilapiine ciclidos, peces endémicos de Africa. Los
miembros de este género, asi como las de los géneros Tilapia y Sarotherodon, comparten el
nombre comun " tilapia™.

Organogénesis: Fase del desarrollo embrionario donde se lleva a cabo la formacion de los

organos.
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Poblacion: Biologicamente hablando, debe llenar las siguientes caracteristicas: a) ser un
grupo de organismos de una especie, b) que puedan intercambiar genes, ) que interactien,
d) que se desarrollen bajo condiciones ambientales similares, e) que se encuentren bajo la
influencia de sus propios efectos sobre el ambiente y la de sus vecinos y f) cuya seleccion
natural esta afectada por sus atributos demograficos y por el medio fisico y biotico.
Polimorfismo: Es la variacion existente entre y dentro de los individuos de una poblacién.
Desde el punto de vista molecular, esta variacion se denomina polimorfismo y deriva de
cambios espontaneos en el ADN que van desde la substitucion, delecion o insercion de un
solo nucledtido (SNPs), hasta mutaciones que involucran mayores numeros de sitios
nucleotidicos (STRs).

Proteina: Principal constituyente macromolecular de las células. Polimero lineal de
aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos, siguiendo una secuencia
determinada

Ruta de las pentosas fosfato: Ruta metabolica estrechamente relacionada con la glucolisis
durante la cual se utiliza la glucosa para generar ribosa, que es necesaria para la biosintesis
de nucledtidos y &cidos nucléicos (Lehninger, 1995). Ruta que sirve para interconvertir
hexosas y pentosas y que es fuente de equivalentes de reduccidn y pentosas para procesos
biosintéticos satisfacer las necesidades y aspiraciones de las generaciones futuras. En estos
Sobrevivencia.- Nimero de organismos vivos después de un intervalo de tiempo, dividido
por el nimero inicial. Generalmente expresado sobre base anual o para el periodo de cria.
Sustrato: Compuesto especifico sobre el cual actia una enzima tales como dinucle6tidos,
trinucledtidos o tetranucle6tidos.

SNP:(Single Nucleotide Polymorphism, pronunciado snip) o polimorfismo de un solo
nucleotido o es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base (adenina
(A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) de una secuencia del genoma. Sin embargo,
algunos autores consideran que cambios de unos pocos nucle6tidos, como también
pequefas inserciones y deleciones (indels) pueden ser consideradas como SNP, siendo
entonces més adecaudo el término Polimorfismo de nucleétido simple.* Una de estas
variaciones debe darse al menos en un 1% de la poblacién para ser considerada como un

SNP. Si no se llega al 1% no se considera SNP y si una mutacion puntual.
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Taqg ADN polimerasa: Enzima termoestable derivada de la bacteria Thermus aquaticus
gue cataliza la sintesis de ADN.

Tilapia.- Grupo de peces de origen africano que habita mayoritariamente en regiones
tropicales del mundo. Sus extraordinarias cualidades, como crecimiento acelerado,
tolerancia a altas densidades, adaptacion al cautiverio, aceptacion a una amplia gama de
alimentos, resistencia a enfermedades, carne blanca de calidad y amplia aceptacion, han
despertado gran interés comercial en la acuicultura mundial.

Vitelo: Sustancia nutritiva del embrién al iniciarse el desarrollo, que se encuentra
acumulado en la célula sexual femenina; sus componentes principales son: proteinas,
fosfolipidos y en menor grado grasas neutras y carbohidratos (fosfoglucolipoproteina)
(Balinsky, 1983).
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ADN
°C
dNTPs
EDTA
Ee
FCA

LM
Lm
mL
mg/L
mm
Mg

pl

ng

pb
PIC

PCR

%
PH-log(Hz)
SNPs

STRs

Taq

Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico

Grados centigrados
Desoxirribonucledtidos trifisfatados
Acido Etilendiaminotetra-acético
Error Estandar

Factor de conversion Alimenticia
Gramos

Horas

Litro

Metro cubico

Longitud Mayor

Longitud Menor

Mililitro

Miligramo por litro

Microgramo

Microgramo

Microlitro

Nanogramo

Pares de bases (Nucledtidos)
Contenido de informacion Polimorfica (Polymorphic Information
Content)

Polymerase Chain Reaction
Porcentaje

Potencial de iones de hidrogeno
Polimorfismos de un solo nucleétido
Repeticiones cortas en tandem

ADN polimerasas de thermus aquaticus
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Abstract

Variation in egg and larval quality of tilapia represents an important limiting factor for
fingerling production and one of the main obstacles for its aquaculture development. The
egg, larval quality and identify and validate single nucleotide variations located in
candidate genes to growth of Nile tilapia Oreochromis niloticus from three commercial
sources (H1, H2 and H3) used in Mexico, was evaluated. Adult fish (297.03 = 36.28 g)
from each source (n = 45) were labelled, cultivated in 7.3 m® tanks at a sex ratio of 2:1
(female : male) and checked weekly. Females holding eggs or sac fry in their mouths were
transferred to the hatchery to continue their incubation. Quality criteria were expressed as
the number of egg and larvae produced, egg hatching rate, wet weight, size and
biochemical composition (protein, lipid and carbohydrate). Larvae were evaluated in its
primary nursery growth phase by means of fish weight, specific growth rate, survival and
feed conversion. Ammonia and salinity stress tests were applied to 45-days-old juveniles.
There was no variation for each egg quality parameter studied among the three tilapia
populations (P > 0.05). There was a signficant relationship (y = 0.3082x — 65.836; r = 0.80;
P < 0.05) between protein and lipid content of eggs. For juveniles, significant differences
(P < 0.05) were found for the newly-hatched larvae weight, final weight, specific growth
rate and carbohydrate content. There was a significant correlation between the carbohydrate
content in eggs and larvae survival when the ammonia stress test was applied (y = 2.8846x
+7.789; r = 0.64; P < 0.05). While in search of genetic variation of selected candidate
genes for growth could be observed two transitions were identified in the promoter region
of the growth hormone gene (GH), eight nucleotide changes were identified in introns and
promoter region of the IGF-I gene; and a transition (T/C) was identified in the Myogenin
gene (MyoG). Based on their allelic frequencies, it was possible the validation as novel
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of those variations located at O. niloticus GH and
MyoG genes.We concluded that the origin of the strains of O. niloticus brood stock
produced in Mexico, do not affect egg quality, but juvenile performance in terms of growth,
carbohydrate content and survival when exposed to the salinity stress test, which could be
considered as potential quality criterium. These new markers will allow explore its
association to growth traits in tilapia in order to determine its potential use as assisted

selection markers.
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Resumen

La variacion en el huevo y la calidad de las larvas de tilapia representa un importante factor
para la produccion de alevines y uno de los principales obstaculos para el desarrollo de la
acuicultura. La calidad del huevo y larvas fueron evaluados y correlacionados con la
variacion de genes candidatos para crecimiento en tilapia del Nilo Oreochromis niloticus,
utilizando tres stocks reproductivos de laboratorios de produccién comercial (H1, H2 y H3)
utilizados en Meéxico. Los reproductores (297.03 = 36.28 g) de cada laboratorio de
produccién (n = 45) fueron marcados (microchip), y puestos en tanques en una proporcion
de sexos de 2:1 (hembra: macho) para su reproduccion. Semanalmente se registraban las
hembras que presentaban huevos en su boca y los cuales eran extraidos para ser incubados
artificialmente. Los criterios de calidad se determind mediante la determinacion de los
siguientes parametros: nimero de huevos y larvas producidas, tasa de eclosion de los
huevos, peso hdmedo, tamafio y composicion bioquimica (proteinas, lipidos vy
carbohidratos). Las larvas se evaluaron en su fase de crecimiento, tasa de crecimiento
especifico, supervivencia y conversion alimenticia. Pruebas estrés (amonio y salinidad) se
aplicaron a los menores de 45 dias de edad. No hubo variacion de cada parametro de la
calidad del huevo estudiados entre las tres poblaciones de tilapia (P> 0.05). Para los
juveniles, las diferencias significativas (P <0.05) se observd en el peso final, tasa de
crecimiento especifico y contenido de carbohidratos. Hubo una correlacion significativa
entre el contenido de carbohidratos en el huevo y la supervivencia de larvas cuando se
aplico la prueba estrés a amonio (y = 2.8846x + 7,789; r = 0,64; p <0.05). En la busqueda
de variacion de genes candidatos para crecimiento seleccionados se pudo observar, dos
transiciones en la region promotora del gen de la hormona de crecimiento (GH), se
identificaron ocho cambios de nucleétidos en intrones y la region promotora del gen de
IGF-I; y una transicion (T/C) se identifico en el gen miogenina (MyoG). Sobre la base de
sus frecuencias alélicas, fue posible la validacion como nuevos polimorfismos de
nucleotido Unico (SNP) de esas variaciones localizadas en genes O. niloticus GH y MyoG.
Se concluye que el origen de las cepas de O. niloticus reproductores producido en México,
afectan a la calidad del juvenil en crecimiento. El contenido de carbohidratos en el huevo y
supervivencia a la prueba de estrés por salinidad, presentar una relacién con la calidad del

juvenil por lo que se recomienda ser considerado como un criterio de calidad. Las
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variaciones en genes candidatos, permite generar las bases para realizar una asociacion con
caracteristicas de crecimiento en tilapia con el fin de determinar su uso potencial como

marcadores de seleccion asistida.
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1.- Introduccion

La contribucion de la acuacultura al suministro mundial de pescado, crustaceos,
moluscos y otros animales acuaticos ha seguido aumentando, pasando de un 3.9 % de la
produccion total en peso en 1970 a un 46 % en 2013 (FAO, 2014). En el mismo periodo, el
crecimiento de la acuacultura fue mas rapido que el de la poblacién, ya que el suministro
per capita paso de 0.7 kg en 1970 a 7.8 en 2012, lo que supone un crecimiento medio anual
del 7 %. Con base en lo anterior se desprende que la acuacultura proporcioné el 47 % del
suministro mundial de pescado para alimentacion en 2013 (FAO, 2014). El cultivo de peces
dulceacuicolas representa el mayor volumen de produccion (56.6 %) comparado con los
demas grupos de especies cultivadas (FAO, 2012). Dentro de este grupo, el cultivo de
tilapia es el de mayor importancia en la acuacultura tropical, por ser una fuente importante
de proteina y generacion de divisas en los paises con economias menos aceleradas
(Fitzsimmons, 2000).

El cultivo comercial de tilapia en Latinoamérica ha crecido enormemente en los
ultimos 25 afios (FAO, 2014). Uno de los paises con potencial acuicola es México, debido a
sus condiciones y preferencias econdmicas (FAO, 2012; Castillo-Campo, 2012).
Actualmente, la tilapia se encuentra practicamente en todos los mercados, su precio en
Meéxico ha aumentado de los $3 pesos hacia el afio 1980 a valores tan altos como $70 en el
2012 (FAO, 2014). En esta dltima década, México se ha distinguido por ser uno de los
principales consumidores y productores de tilapia, generando anualmente mas de 80,000
toneladas (FAO, 2012). En el afo 2012, las importaciones de tilapia en el mercado de
Estados Unidos crecieron en un 35 %. Toda esta expansion se basé en el incremento de las
importaciones desde China (FAO, 2014).

Sinaloa cuenta con una de las industrias acuicolas mas desarrolladas de México por
sus volimenes de produccion, nimero de granjas en operacion, estudios de investigacion y
personal técnico calificado. El Estado tiene més de 28,000 ha disponibles para el

establecimiento de granjas productoras de camaron.

Actualmente se considera que la variacion en la calidad de huevo y juveniles
constituye uno de los problemas para la produccién acuicola, que generalmente se refleja en

los organismos que se determinan para el crecimiento (Bromage et al., 1991) y en algunos
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casos, representa un factor para determinar si una especie puede ser potencialmente
considerada para cultivo (Fernandez-Palacios et al., 1994). Sin embargo el
aprovisionamiento de huevos y /o larvas en cantidades suficientes y calidad aceptables
representa uno de los principales “cuellos de botella” en la produccién de organismos
acuaticos bajo condiciones controladas (Garcia-Ulloa, 2000). Existen factores que afectan
la calidad de los dvulos las cuales estan determinadas por las propiedades intrinsecas del
propio 6vulo y el entorno en el que el 6vulo es fertilizado y encubado posteriormente. La
calidad de los huevos de los peces es muy variable, algunos de los factores que afectan la
calidad de los huevos de los peces son conocidos, pero muchos (probablemente la mayoria)
son desconocidos (Broks et al., 1997). Los componentes que afecten la calidad del huevo
incluyen el estado endocrino de la hembra durante el crecimiento de los ovocitos en el
ovario, la dieta de los reproductores, el complemento de los nutrientes depositados en el
ovocito, y las condiciones fisicoquimicas del agua en la que los huevos son posteriormente
incubados. En reproductores en cautiverio, las practicas de cria de peces a los que son
sometidos son probablemente un importante factor que afecta la calidad del huevo. Los
conocimientos de las influencias genéticas sobre la calidad del huevo son muy limitados.
Sabemos que los genes de los padres influyen tanto la fecundidad y la calidad de los
huevos, pero casi nada se sabe acerca de la expresion génica y / o la traduccion del ARNm
en los ovocitos de los peces / embriones. A mediados del siglo pasado se implementaron
técnicas basadas en la fisiologia reproductiva de los animales, tales como la inseminacion
artificial (1A), trasplante de embriones (TE), entre otras, que impulsaron el mejoramiento
genético de los peces, al facilitar la diseminacion de material genético de alta calidad y
actualmente siguen siendo herramientas de rutina en el manejo reproductivo de los peces
(Van Enennaam, 2006). Recientemente, con la tecnologia del ADN recombinante y la
elucidacion de genomas completos, se han descubierto una gran cantidad de polimorfismos
génicos (Liu et al., 2009). Las variaciones de mayor importancia para el mejoramiento
genético son los ubicados en regiones asociadas a caracteristicas cuantitativas, mejor
conocidos como QTLs (loci de caracteristicas cuantitativas por sus siglas en ingles), asi
como también genes mayores 0 asociados a caracteristicas cuantitativas, llamados genes
candidatos. La identificacion de los QTLs se puede realizar con marcadores indirectos,

cuando su proximidad es tal que se coheredan con marcadores directos, que residen dentro
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del locus que constituye el QTL en cuestion. Dentro de los marcadores directos se
encuentran los polimorfismos de nucledtido simple o SNPs, que hoy en dia su
identificacion es el analisis de los genomas mas fino (Van Enennaam, 2006). Todos estos
polimorfismos pueden ejercer un cambio significativo del fenotipo en los ejemplares, de
manera que han tenido gran impacto en el mejoramiento genético asistiendo la seleccion
temprana de animales portadores de variantes favorables. A esta estrategia se le conoce
como seleccidn asistida por marcadores (MAS) (Decker & Hospital, 2004; Van Enennaam,
2006; Van Enennaam et al., 2007). Por lo tanto, el presente proyecto busca analizar nuevos
polimorfismos y su asociacion en rasgos productivos (calidad de huevo y juvenil) en

poblaciones de tilapia Oreochmis niloticus.

2.- Antecedentes
2.1.-Acuacultura en México

En México, como en muchos paises del mundo, la piscicultura se inici6 con la
explotacion de las poblaciones silvestres de peces de lagos y rios. Antes de la conquista, los
indigenas explotaron y cultivaron peces, como lo demuestran los estanques piscicolas
construidos por los Zapotecas, que causaron admiracion en tiempos de la Colonias (Rosas,
1981).

A partir de que la tilapia se introdujo a México, en el afio de 1964, su reproduccion
se extendio a la mayoria de los estados. Para el cultivo de este pez se utilizan presas, lagos,
rios, reservorios y granjas construidas especialmente para su reproduccién en altas
densidades (Rodriguez y Garcia., 2009).

Segun la intensidad del método de cultivo que se aplique la piscicultura se divide
en:

a) Extensivo: El sistema extensivo se caracteriza por aquellos que se realizan en

grandes areas de agua, por sus bajos costos operativos debido a la baja densidad
de siembra, y por ende, produciendo cosechas que oscilan entre los 500 a 5,000
kilos de tilapia por hectarea en cada ciclo de produccién. No se necesita
infraestructura para el requerimiento de agua, méas es recomendable que el nivel
no se sitle por debajo de un metro de profundidad; debe promoverse y

mantenerse la productividad primaria (natural) del estanque (agua verde) ya que
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representa la unica fuente de alimento; y debe establecerse cierta vigilancia para
evitar el robo o la depredacion (Rosas, 1981).

b) Semi intensivo: Se caracteriza por el control de algunos factores de los
ecosistemas; se fertiliza y se ofrece alimentacion complementaria; el cuerpo de
agua que se usa es creado para este fin. Se realiza principalmente en estanques,
corrales y jaulas. Se practican dos modalidades de cultivo intensivo, el cultivo
en jaulas flotantes y el “raceway” (Barreda, 1999). Este método cultivo se
caracteriza por ser altamente tecnificado; se usan alimentos peletizados,
comederos automaticos, fertilizantes inorganicos y aireadores cuando se cultivan
en grandes estanques (Rosas, 1981).

c) Intensivo: Los cultivos intensivos se realizan normalmente en instalaciones
separadas del medio natural, en tanques o piscinas aisladas con sistemas
técnicos de captacion y recirculacion de agua, con un control casi total del
medio y de los individuos. Son mucho mas caros que los procesos menos
tecnificados, pero el aumento de rendimiento o la necesidad de un mayor control

de la produccién es determinante (Rosas, 1981).

2.1.2.-Principales Estados productores

La tilapia se cultiva en 31 estados de la repdblica mexicana, siendo los mejores
sitios para su desarrollo las zonas tropicales de los estados de: Veracruz, Michoacan,
Tabasco, Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Chiapas y Guerrero.

El Litoral del Golfo y Caribe, lo integran seis entidades, de las cuales Veracruz el
principal productor, aportando el 27.4% del total; también se encuentra Tabasco ocupando
el segundo sitio, con una participacion del 12.7%. Mientras que al Litoral del Pacifico son
11 entidades las que lo conforman; entre ellas estin Michoacan con una participacion del
17.1%, Sinaloa 6.7%, Jalisco 5.1%, Chiapas 4.5%, Nayarit 3.9% y Guerrero con 2.5%. Las
entidades sin litoral son 14, teniendo estas, una baja participacion en la produccion nacional
de tilapia. En Conjunto las entidades que integran el Litoral del Golfo y Caribe aportan el

45% de la produccion de tilapia nacional, en tanto que las entidades del Litoral del Pacifico
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participan con el 44%, mientras que las entidades sin Litoral aportan solamente el 11% de
la produccion nacional ( CONAPESCA, 2004).

2.1.3.- Cultivo de tilapia

La tilapia es originaria del sur de Africa Central y a partir del afio 1939, comenzé su
distribucion en otros paises, de tal forma que, hoy en dia, se la encuentra en casi todo el
mundo. Esto es debido especialmente, a su alto valor comercial y social. La tilapia es una
especie destinada a la alimentacion familiar y de autoconsumo cuando se cultiva a baja
densidad en estanques. Su cultivo se realiza en numerosos paises de América del Norte,
Central, incluyendo al Caribe, Sudamérica, Sudeste Asiatico, norte de Australia y algunos
paises europeos. El entusiasmo inicial por su cultivo, se detuvo cerca de la década del 50 al
60 debido al problema suscitado por el exceso de poblacion resultante en estanques, al
trabajarse con individuos de ambos sexos. Estos problemas fueron en parte resueltos a
partir del afio 1960, con la obtencion de poblaciones mono sexos y el control de los
cultivos. En Meéxico, la tilapia fue introducida en el afio 1964 extendiendo su produccion en
la mayoria de los estados, incluyendo Sinaloa.
Para el cultivo de este pez se utilizan presas, lagos, rios, reservorios y granjas construidas
especialmente para su reproduccion a altas densidades. Las especies de tilapia mas
utilizadas han sido tilapia del nilo (O. niloticus con sus diversas variedades), tilapia
mozambique (O. mossambicus) y tilapia plateada (O. aureus). Cada una de estas especies
presenta caracteristicas especificas que optimizan su crecimiento en diferentes condiciones
de cultivo. Por ejemplo, O. niloticus es la especie mas usada por adaptarse facilmente al
manejo, mostrar un crecimiento mas rapido y de mayor produccion de carne, siendo
cultivada en ambientes semi tropicales y tropicales. Por otro lado, O. aureus, crece mejor a

temperaturas frias (Rodriguez & Garcia, 2009).

2.2.-Datos bioldgicos basicos de tilapia
2.2.1.-Descripcién taxondmica y morfoldgica de tilapia del género Oreochromis

El género Oreochromis es de origen africano, perteneciente a la familia de los

ciclidos y esta representado por cerca de 100 especies. La mayor parte de ellas se encuentra
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en Africa y algunas en Asia Menor. Muchas de éstas han sido introducidas en otras partes
del mundo, en aguas dulces y salobres.
Descripcion taxondmica segun Berg y modificado por Trewavas (1983).

Phylum - Chordata

Subphylum - Vertebrata

Superclase - Gnathostomata

Serie - Pisces

Clase - Actinopterygii

Orden - Perciformes

Suborden - Percoide

Familia - Cichlidae

Generos - Tilapia; Oreochromis

Especies - rendalli, aureus, niloticus, mossambicus, urolepis, hornorum

A cada lado de la cabeza, la tilapia presenta un solo orificio nasal que sirve

simultaneamente como entrada y salida de la cavidad nasal. El cuerpo es generalmente
comprimido Yy discoidal, es decir, raramente alargado. La boca es frecuentemente ancha y
bordeada por los labios gruesos; las mandibulas presentan dientes conicos y, en algunas
ocasiones, incisivos. Para su locomocidn posee aletas pares e impares; las aletas pares las
constituyen las pectorales y las ventrales mientras que las impares incluyen las dorsales,
caudal y anal. La parte anterior de la aleta dorsal y anal es corta, consta de varias espinas;
sus aletas dorsales se disponen en forma de cresta. La aleta caudal es redonda y trunca
(Rodriguez y Garcia, 2009).

2.3.-Habitat

Dentro de sus areas originales de distribucidn, las tilapias han colonizado habitats
muy diversos tales como arroyos permanentes y temporales, rios anchos y profundos o con
répidos, lagos profundos y/o pantanosos, lagunas dulces, salobres o saladas, alcalinas,
estuarios y lagunas costeras e incluso habitats marinos. Son de aguas calidas y su
distribucion se limita a un minimo de temperatura (Philippart y Ruwet, 1982), ya que no
crecen por debajo de los 16 °C (Chervinski, 1982).
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Todas las tilapias tienen una tendencia hacia habitos alimenticios herbivoros, a
diferencia de otros peces que se alimentan o bien de pequefios invertebrados o son
piscivoros. Las adaptaciones estructurales de las tilapias a esta dieta son principalmente un
largo intestino muy plegado, dientes bicuspides o tricuspides sobre las mandibulas y la
presencia de dientes faringeos. Debido a la diversidad de alimentos que varian desde
vegetacion macroscopica como pastos, hojas, plantas sumergidas, etc., hasta algas
unicelulares y bacterias. Los dientes también muestran variaciones en cuanto a dureza y

movilidad. (Rodriguez y Garcia., 2009).

2.4.- Reproduccion y sexualidad

Las tilapias poseen la habilidad de madurar sexualmente a tallas pequefias, cuando
el cuerpo tiene alrededor de 8 y 10 centimetros de largo, y a temprana edad. En regiones
templadas, la época de reproduccion inicia durante los meses de primavera (Morales - Diaz,
2003).

Externamente, el macho y la hebra se diferencian en que el primero presenta dos
orificios bajo el vientre (ano y orificio urogenital), mientras que las hembra cuenta con tres
(ano, poro genital y orifico urinario). EIl ano siempre esta visible, es un agujero redondo;
por su parte, el orificio urogenital del macho es un pequefio punto, mientras que el orificio
urinario de la hembra es microscépico, apenas visible a simple vista. El poro genital se

encuentra en una hendidura perpendicular al eje del cuerpo (Rodriguez y Garcia, 2009).

2.5.-Crecimiento y desarrollo

El crecimiento de la tilapia se divide en cinco fases: huevos, alevin, cria, juvenil y
adulto. La talla y peso que se alcanza en cada estadio esta directamente relacionada con los
factores ambientales, como alimento, espacio, calidad de agua, etc. En la tabla 1 se muestra

la talla, peso y duracion de cada estadio de la tilapia (Morales - Diaz, 2003).

Tabla 1. - Caracteristicas de desarrollo y crecimiento de tilapia

Estadio Talla Peso Tiempo
Huevo 2 admm 0.01g 1-5 dias
Alevin 2.4mma 6.2 cm 4 a8g 10 dias
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Cria 6.lmmalldcm 8a30g 30 dias
Juvenil 13.7a15.9cm 60g a 1509 60 dias

Adulto >a19.9cm > a 250¢g 90 dias
2.6.-
Ventajas del cultivo de tilapia

Dentro de las especies piscicolas de mayor explotacion las tilapia son consideradas
como las mejores para la acuicultura de agua dulce por las siguientes caracteristicas (FAO,
2000):

* Son especies de aguas calidas (Philipart y Ruwet, 1982).

* Se adaptan a condiciones diversas de salinidad y de temperatura. (Chervinski,

1982).

* Presentan alta fecundidad.

* Son de rapido crecimiento.

* Presentan tolerancia a desarrollarse en condiciones de alta densidad.

» Son omnivoras (Morales-Diaz, 2003).

2.7.- Calidad de huevo

Las poblaciones de peces, tanto cultivadas como silvestres, dependen de la
produccion de huevos de calidad. La mala calidad de huevo es unos de los principales
obstaculos en la expansion de la acuicultura. Calidad de huevo en peces se puede definir
como la capacidad del évulo para ser fecundado y posteriormente, convertirse en un
embrion normal (Bonnet et al., 2007). El potencial del huevo en su calidad puede verse
afectado por diferentes factores bioldgicos que actlan en los distintos pasos del proceso
oogénico. La calidad de huevo también puede estar bajo la influencia de factores genéticos.
Existe una amplia diversidad de criterios de calidad de huevo, que son utilizados en forma
indiscriminada para las diferentes especies. Algunos de los parametros que han sido
empleado como estimadores de calidad son: el tamafio del huevo, la fertilizacion, el
contenido energético, el volumen de huevo, el contenido de vitaminas, peso seco y la
morfologia larval (De Caluwé, 1995). Los criterios morfoldgicos, como cambios en la
proporcion de huevos que flotan, el tamafio del huevo, la cantidad de reservas energéticas,

la presencia de anormalidades de los blastomeros en las primeras divisiones mitdticas, han
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sido utilizados como indicadores de la calidad del huevo (Faulk y Holt, 2008). Por ejemplo,
en Gadus morhua y Oncorhynchus mykiss existe una correlacién positiva entre el tamafio
de los huevos y el de las larvas al momento de la eclosion, favoreciendo la supervivencia al
momento de la primera alimentacion; esto debido a que larvas mas grandes tienen una
mayor resistencia a la inanicion (Kamler, 2008). En contraste, en Salvelinus fontinalis no se
encontrd una correlacion positiva entre el tamafio del huevo y la supervivencia durante el
desarrollo embrionario hasta la eclosion; sin embargo, se correlaciond positivamente con la
supervivencia larvaria durante los primeros 50 dias de alimentacion exogena (Jonsson y
Svavarsson, 2000). En Sparus aurata y Diplodus puntazzo se reportd una relacion
cuadratica entre el porcentaje de supervivencia con el didmetro maximo y minimo de la
gota de aceite (Lahnsteiner y Patarnello, 2005). Esto es debido a que existe interaccion
entre las partes hidrofobicas e hidrofilicas de los lipidos por lo que la naturaleza y calidad

de estas moléculas afectan la forma del globulo de aceite.

Los parametros morfologicos que se usan para predecir la calidad de los desoves no
explican las razones subyacentes del bajo porcentaje de eclosién. Es por esto que estos
criterios se han correlacionado con pardmetros bioquimicos (Rideout et al., 2004). La
concentracion de aminodacidos y proteinas (Ronnestad y Fyhn, 1993; Sarasquete et al.,
1993; Fyhn y Govoni, 1995; Faulk y Holt, 2008); asi como de lipidos (Ronnestad et al.,
1994 y 1998; Mazorra et al., 2003) ha sido considerada como indicadores en la calidad de
los desoves. Bulut et al., (2005) observaron en Pagellus erythrinus una correlacion positiva
entre la cantidad de lipidos y proteinas en los embriones y los porcentajes de supervivencia
larvaria. Lahnsteiner y Patarnello (2003) mencionan que los niveles de aminoacidos libres
en huevos no viables son significativamente menores que en huevos viables, lo cual afecta
su flotabilidad, asi como la sintesis de proteinas y el estado energético de los embriones.
Esto es importante, debido a que se ha reportado en especies como Scophthalmus maximus
y Microstomus kitt que el 20 y 30%, respectivamente, de los aminoacidos libres son
utilizados en la sintesis proteica y que el 80 y 70%, respectivamente, se emplean en el
metabolismo energético de los embriones y larvas vitelinas, siendo un proceso clave en la
supervivencia de los organismos (Ronnestad y Fyhn, 1993). En el caso de los lipidos, se ha

observado que los &cidos grasos polinsaturados (HUFA) de las series n-3 y n-6 son la clave
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de la supervivencia y del crecimiento de las larvas en la primera alimentacion (Ronnestad y
Fyhn, 1993).

Mediante estudios bioguimicos se ha encontrado una relacion estrecha entre la
composicion de las reservas alimenticias en los huevos y larvas vitelinas de los teleosteos y
la dieta de los reproductores (Sarasquete et al., 1993; Carnevali et al., 1998; Morehead et
al., 2001; Kamler, 2005; Faulk y Holt, 2008; Kamler, 2008; Sawanboonchun et al., 2008;
Sink y Lochmann, 2008). Racotta et al., 2003, consideran que la cuantificacion del nivel
inicial de reservas en el huevo pueden determinar en gran medida la calidad larval
posterior; es decir que consideran a la composicion quimica del huevo (proteina, lipidos,

carbohidratos) como un criterio predictivo de la progenie.
2.8.-Calidad de Juvenil
2.8.1.-Pruebas de estrés

Algunos autores han desarrollado la condicion de los juveniles y /o larvas, a
menudo referida esta como “calidad”. Dicha evaluaciones son conocidas como pruebas de
resistencia o estrés (Racotta et al., 2003). Estas son usadas como un criterio de control de
calidad en los laboratorios de produccion de juveniles y /o larvas (Alvarez et al., 2004).
Tales pruebas consisten en someter a los juveniles y/o larvas a cambios bruscos de algun
factor ambiental como salinidad, cambios en la temperatura del agua o bien a factores que
han sido propuestos como bajas concentraciones de oxigeno o exposiciones de aire (lbarra
et al., 1998), altas concentraciones de amonio (Cavalli et al., 1999; Cavalli et al., 2000),

entre otros.

Las pruebas de estrés salino consiste en someter a los juveniles a un cambio abrupto
en la concentracion de sal durante cierto periodo (Cavalli et al., 2000). La supervivencia a
la prueba de estrés de salinidad se basa principalmente en la capacidad osmoreguladora de
los organismos, y esto depende a su vez del grado de desarrollo de la postlarva, por lo que
en su forma de evaluar la condicién fisioldgica (Autin, 1995; Charmantier et al., 1998;
Racotta et al., 2004). La tilapia tolera diferentes concentraciones de salinidad (Morales -
Diaz, 2004). Por lo que, al realizar las pruebas de estrés se debe considerar su intervalo de

tolerancia.
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Por otro lado, pruebas agudas de toxicidad al amonio han sido desarrolladas para
estimar la tolerancia de organismos acuaticos. ElI amonio es el principal producto final del
metabolismo de proteinas, siendo la forma de excrecion nitrogenada y una de las sustancias
toxicas mas comunes en los sistemas de cultivo (Chen y Kou, 1999, Hernandez, 2001). El
amonio es un componente que al estar en grandes cantidades en el medio, se diluye y su
desequilibrio en las reacciones enziméticas del organismo, como es la inhibicion del
transporte del sodio. Ademas, este compuesto provoca dafios en los epitelios branquiales y
reduciendo la capacidad del organismo de captacion del oxigeno y transporte del mismo
provocando su muerte (Armstrong et al., 1978). Para la realizacion de dichas pruebas, es
necesario calcular la dosis considerada letal para un 50% de la poblacion (LCsp), esto en
un periodo de 24 h (Jayasankar y Muhu, 1983).

La calidad de los juveniles es uno de los problemas para el desarrollo de la
produccion acuicola que generalmente se ve reflejada en los organismos que se destinan
para la engorda (Bromage et al., 1991) y en algunos casos, como factor para determinar si
una especie puede ser potencialmente considerada para cultivo (Fernandez - Palacios et al.,
1994).

2.9.-Estrategias biotecnoldgicas

Una de las herramientas biotecnoldgicas que esta contribuyendo, de gran manera, en
el proceso de seleccion, mejoramiento y consolidacion de las caracteristicas genéticas de
especies de interés productivo en la genotipificacion o caracterizacion a escala molecular de
poblaciones animales. El estudio genético de poblaciones de peces y de cualquier otra
especie econdmicamente importante, toma especial relevancia por el impacto que causa a
nivel productivo. En la actualidad, la implementacion de la biotecnologia en la industria
acuicola ha permitido caracterizar la variabilidad genética presente en la secuencia de ADN
de los organismos, alcanzando una mejor comprension de la relacion genotipo-fenotipo,
generando diferencias en la seleccion de individuos como progenitores candidatos,
acortamiento del intervalo generacional y el incremento en la ganancia genética (Casas,
2002; Khatkar et al., 2004).
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El genoma de la tilapia se ha dado a conocer, algunos aspectos; un ejemplo son los
cariotipos de varias especies de tilapia los cuales son muy similares, estos consisten de 22
pares de cromosomas sin distincion sexual. De hecho solo dos pares son identificables, los
otros 20 son similares en tamafio y morfologia. A nivel molecular, el tamafio del genoma de
varias especies mide 1000 Mb, aproximadamente una tercera parte del genoma de
mamiferos y el tamafio varia entre las especies hasta en un 44% (Majumdar y McAndrew,
1986). Lee et al., (2004) realizaron el mapa genético de la tilapia O. niloticus, utilizando

marcadores de ADN.

Los marcadores genéticos han permitido detectar algunos QTL en los cromosomas y
la identificacion de dichos marcadores, y su subsiguiente ubicacion en los mapas de
ligamiento ha permitido identificar las regiones cromosoémicas donde residen éstos. La
distancia entre el marcador y el gen o QTL que codifica una caracteristica cuantitativa es
importante para su efecto, es decir, es necesaria una distancia entre 15 a 50 centimorgan
(cM, unidad arbitraria utilizada para medir distancia entre locus en los cromosomas) para
lograr un efecto de medio a alto (Dekkers, 2004) o de 5 cM para garantizar un efecto mayor
(Huiying et al., 2001). Una vez identificado y medido el efecto de un QTL, es posible
incorporarlo a esquemas de mejoramiento genético (Casas, 2006). De esta forma, el uso de
la gendmica es util para mejorar caracteristicas productivas que se limitan por el sexo, que
tienen una baja heredabilidad (valor de la variacion fenotipica dentro de un grupo de
individuos debido a factores genéticos, en donde alta heredabilidad corresponde a un valor
de 1, baja heredabilidad de 0.2 a 0.3 y nula heredabilidad de 0), que son costosas de medir 0
que se miden hasta que el animal alcanza una talla adulta. (Broker, 1999; Meuwissen, 2003;
Casas, 2004).

2.9.1.-Seleccion por prueba de progenie

El fundamento de la prueba de progenie, es evaluar el genotipo de un reproductor
con base a rasgos cuantitativos a través del desempefio de su progenie. La prueba de
progenie consta de dos fase; evaluacion de los reproductores y uso masivo del material
genético del reproductor probado. Historicamente no se conoce cuéles son los genes que
contribuyen para que se expresen las caracteristicas de comportamiento productivo y por

ello se han utilizado registros de comportamiento fenotipico (Montaldo y Meza-Herrera,
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1998), asi como herramientas para inferir el mérito genético de los animales (diferencia
esperada en la progenie [DEP]. Estas herramientas son Utiles para el mejoramiento de
caracteristicas productivas en animales de granja, sin embargo, no se sabe cuales genes son
los que contribuyen para una DEP dada, mas ain porque las caracteristicas complejas como
peso después de la eclosidn, talla comercial, produccion de huevo, reproduccion, calidad de
filete, entre otros, estan controlados por muchos genes y también se ven afectados por el
medio ambiente (por ejemplo, condiciones de alimentacion), por lo que el estudio de la
variacion dentro de genes esta teniendo un gran impacto sobre el fenotipo de animales
acuaticos (Casas, 2006). Si se considera el aspecto genético de una caracteristica, se sabe
que los genes se heredan por una misma via: el individuo recibe dos copias, una del lado
paterno y otra del lado materno, el o los alelos que controlan la caracteristica en estas
copias pueden ser idénticos o bien diferir uno de otro, por lo que el resultado de su
expresion para un fenotipo de interés productivo puede ser positivo 0 negativo. Por otro
lado, cuando se tiene una DEP positiva para cierta caracteristica se considera correcta
porque esta basada en el pedigri (arbol genealdgico) y en el fenotipo, y su grado de
herencia es mayor que el nimero promedio de variantes genéticas de cada gen que afecta la
caracteristica en particular. El éxito de las herramientas mencionadas se basa en la creencia
de que hay un grupo de genes que contribuyen cada uno con poco efecto a tal o cual
caracteristica; tal es el caso de los caracteres complejos (como el de crecimiento) que son
producto de la expresion de varios genes ligados, cuya expresion individual disminuye
notablemente el fenotipo. A este modelo se le conoce como infinitesimal y también se basa
en la seleccién de los posibles progenitores a través de valores de crianza o cruza (Dekkers,
1999).

2.9.2.-Herramientas moleculares y la busqueda de genes candidatos

La aplicacion de las tecnologias genéticas no habia sido considerada como un
componente estandar de la produccion acuicola. Sin embargo, en la ultima década, la
aplicacion de las teorias de genética cuantitativa en la mejora de especies que se cultivan ha
ido en aumento; y ahora 10 de las 19 especies acuicolas cultivadas estan bajo algln tipo de
seleccién genética (Hershberger, 2006). Lo anterior es el resultado de un aumento en la
investigacion de las bases genéticas, enfocandose en los rasgos fenotipicos (heredabilidad y

correlaciones genéticas; Gjerde, 1986; Vandeputte et al., 2004), ademas, de una adaptacion
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exitosa de los planes de mejoramiento genético disefiado para las especies utilizadas en la
acuicultura (Dupont-Nivet et al., 2006). Este mejoramiento se realiza mediante la genética
molecular, la cual ha revolucionado una serie de tecnologias con un solo objetivo, estudiar
la composicion genética del individuo a nivel de la secuencia de acido desoxirribonucleico
(ADN) para reforzar la seleccion de crias a una edad temprana y garantizar la prediccion
fenotipica en su edad adulta. Para lograr este propdsito, es importante localizar e identificar
genes y sus polimorfismos que estén involucrados a rasgos de interés para emplearlos
posteriormente como marcadores moleculares en diferentes especies de los sistemas
productivos, estrategia conocida como GAS (Gene assisted selection; De Santi y Jerry,
2007).

El crecimiento es un rasgo productivo prioritario en muchas especies acuicolas por
lo que el uso de herramientas como el GAS en las estrategias de mejoramiento genético de
este rasgo, puede representar ventajas economicas al acortar el tiempo requerido para lograr
mejoras en la produccion.

En peces como en la mayoria de los mamiferos el crecimiento y desarrollo son
rasgos primariamente regulados por el eje somatotrofico. La identificacion de
polimorfismos genéticos en los genes que conforman este eje ha permitido la aplicacion del

GAS en diferentes especies de peces y mamiferos (De Santi y Jerry, 2007).

Los genes candidatos, son aquellos cuya funcién biologica se conoce y por lo
general estan involucrados en el desarrollo o fisiologia de alguna caracteristica. Estos genes

pueden ser estructurales, reguladores y genes que participan en vias metabdlicas.

La estrategia de genes candidatos, se basa principalmente en la identificacion y
eleccion de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), que a menudo implica la
secuenciacion del gen completo en la poblacion bajo estudio. Los SNPs, son variaciones
genéticas mas abundantes en todos los especies, en el genoma humano se ha estimado una
frecuencia de un polimorfismo por cada 1000 pb. Otro objetivo principal del uso de SNPs
en ésta estrategia, es debido a la sustitucion nucleotidica que se presenta en alguna posicion
del coddn, que puede o no modificar la secuencia aminoacidica. Los dos tipos de

sustituciones nucleotidicas puntuales son:
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e Sustituciones nucleotidicas sinénimas (sSNP) o silenciosas: Sustitucion nucleotidica

que no modifica el aminoacido.

e Sustituciones nucleotidicas no sinénimas (nsSNP) o antdnimas: Sustitucion

nucleotidica que modifica el aminoacido.

Los SNPs, localizados en exones y sobre todo snSNP han tomado gran importancia,
ya que el cambio aminoacidico en la region codificante generado por un snSNP, se ha visto
un gran impacto sobre el fenotipo (Ramensky et al., 2002). Sin embargo, algunos estudios
han reportado sustituciones nucleotidicas puntuales en las regiones no codificantes (intrén)
con asociacion significativa sobre algun rasgo de interés.

Los genes del eje somatotrofico y algunos involucrados en el desarrollo muscular,
han sido ampliamente caracterizados para la identificacion de polimorfismos genéticos que
permitan la seleccion de individuos con mayor potencial productivo en peces. En la tilapia
O.niloticus, los principales genes del eje somatotrofico han sido secuenciados sin reportar
variacion genética que permitan su evaluacion y la asociacion a rasgos productivos como el
crecimiento. Ambekar et al. (2007) sugieren que la variacion en crecimiento presenta
mayor relacion con la genética del organismo que con las condiciones de cultivo, ya que
observa que a medida que aumentd la variacion genética, el peso de la cosecha aumenta.
Blanck et al. (2009), observo una asociacion entre el polimorfismo (GH1- pstl), en el intron
1 del gen de la hormona de crecimiento con las caracteristicas corporales de diferentes
variedades de la tilapia del Nilo (Chitralada y GIFT), ya que el polimorfismo descrito para
el intrén 1 del gen GHL1 de tilapia del Nilo tuvo una correlacion significativa con la longitud
total, altura y ancho del cuerpo, asi como, una asociacion con un mejor rendimiento
mediante la regulacion del gen de la GH (GH1-Pstl). Gross et al. (1996), Almuly et al.
(2000), y Yue y Orban (2001), han encontrado que la mayoria de las variacién genética del
gen GH se presenta en los intrones y puede ser por insercion o delecion, repeticiones y
SNPs. Streelman y Kocher (2002) asociaron la longitud de un microsatélite localizado en
el promotor del gen prolactina con el crecimiento y niveles de expresion de este gen a
diferentes condiciones de salinidad en cruzas de las especies de tilapia O. mossambicus
(adaptada a salinidad) con O. niloticus (adaptada a agua dulce). La asociacion entre peso y

polimorfismos en las regiones codificantes y no codificantes del gen de la GH también ha
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sido descrita en otras especies de peces como Paralichthys olivaceus (Kang et al., 2002),

Salmo salar (Gross y Nilsson, 1999) y Salvelinus alpinus (Tao y Boulding, 2003).

2.9.3.- Genes seleccionados para la busqueda de nuevos polimorfismos SNPs
2.9.3.1.- GH (Hormona de crecimiento)

La hormona de crecimiento (GH, por sus siglas en inglés) es un polipéptido que
juega un papel, fundamental en la estimulacion del crecimiento en vertebrados incluyendo
los teleosteos. En general sus secuencias de aminoacidos esta conservada en distintos
niveles filogenéticos Watahiki, et al., 1989, esto también se manifiesta a nivel de su
actividad bioldgica; por ejemplo, se ha demostrado que la Hormona de crecimiento de
humanos es activa en ratas (Forsyth y Wallis, 2002). La principal funciéon de la GH en
vertebrados es regular el crecimiento somatico a través de la hipertrofia y (0) la hiperplasia
celular. En los teledsteos desempefia, ademas, otras muchas funciones, como la
osmorregulacion (Bolton et al., 1987; Mancera y McCormick, 1998), el control de la
esmoltificacion (Bjornsson et al., 2000) y la sintesis de proteinas anticongelantes (ldler et
al., 1989).

En los telosteros esta hormona ademas de esta involucrada en el crecimiento, esta
asociada a la osmorregulacion de electrélitos, y muchas otras funciones metabdlicas.
Debido a los estudios de clonacion y caracterizacion del gen que la codifica, en peces de
interés comercial (Almuy et al., 2000), como: carpa comun (Cyprinus carpio) (Chiou et al.,
1990), carpa hervivora (Hi et al., 1991), bagre de canal (Tang et al., 1993), dorada (Almuy
et al., 2000), salmén del Atlantico (Johansen et al., 1989), salmon rey (Du et al., 1993),
hirame (Tanaka et al., 1995). Ademés de estos estudios de clonacion y caracterizacion,
existen otros enfocados a determinar el grado de polimorfismos en cada region de este gen.
En tilapia O. niloticus el gen de la hormona de crecimiento esta conformado por 2361pb
aproximadamente y conformado por 6 Exones y 5 intrones. En general se ha encontrado
que muchas de ellas son polimérficas en diversas especies de vertebrados, incluyendo los
telosteros. Unas de las regiones es el intrdn |, el cual que ha demostrado ser polimorfico en
especies como tilapia mossambica, tilapia nilotica (Yue y Orban, 2002). Para el intron 11 se
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han detectados polimorfismos en peces como las carpas (Mo, 2004), y en roedores
(Kunieda et al., 1989). Para el intron 11l se han observado polimorfismos en especies como
ovejas (Dybus, 2002), bovinos (Agrrey et al., 1994) y perca gigante (Yowe y Epping,
1996). El intron 4 se ha mostrado ser polimorfico en ovejas (Sorensen et al., 2002) y aves
de corral (Nie et al., 2002) y ovejas (Sorensen et al., 2002; Gupta et al., 2007).

2.9.3.2.- IGF- I (Factor de crecimiento de la insulina tipo 1)

Los peces son los vertebrados méas longevos, se desarrollaron sobre hace 500
millones de afios. Son pocas las secuencias de IGF-I que se han obtenido de los peces
0seos, principalmente de la pequefia familia de los salmdénidos, es decir, Oncorhynchus
kisutch, Oncorhynchus mykiss, y O. tshawytschwa. La Tilapia pertenece al orden de
Perciformes, que es la mas diversificada de todas las érdenes de peces 6seos, asi como el
mayor orden de los vertebrados. Debido a que la tilapia es un incubador bucal, y por lo
tanto todo el desarrollo etapas se pueden obtener facilmente, que representa una excelente
animal experimental para los estudios sobre la regulacion durante primeros afios de vida.
Por otro lado, el crecimiento muscular en peces difieren de los mamiferos en que en estos
ultimos el crecimiento del musculo es continuo a traves del ciclo de vida, notablemente por
hipertrofia de células musculares (LaTonya et al., 2009). Se han identificado factores que
influencian la activacion y proliferacion de células miogéneticas en vertebrados superiores.
Estos factores incluyen el factor tipo insulina I y Il (IGF-1 e IGF-II) polipétidos conocidos
por promover la proliferacion y diferenciacion de células en vertebrados (LaTonya et al.,
2009). El sistema de IGF (IGF-I, IGF-Il y IGF-R) en conjunto con GH y su receptor son
potentes reguladores positivos de crecimiento muscular (De-Santi y Jerry 2007), la
expresion de estos factores se han asociado a diferentes caracteristicas productivas en
distintas especies de peces, el Factor Insulinico tipo I (IGF-I), no solo se ha asociado con el
crecimiento, sino también con el metabolismo (Thomson et al., 2004), el desarrollo (Greene
y Chen, 1999), reproduccion (Tao y Boulding, 2003) y la osmorregulacion en agua de mar
(McCormick, 2000) en peces. ElI gen IGF-1 ha sido ampliamente investigado como gen
candidato para la mejora del crecimiento. IGF-1 es un potente mitégeno factor que induce el
crecimiento y la diferenciacién que es expresa también en sitios extra hepaticos, sin

embargo, son pocos los estudios donde se han reportado polimorfismos y su asociacion en
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el efecto de crecimiento en peces. Tao y Boulding (2003) han investigado polimorfismos en
IGF-1 y efectos de crecimiento en peces, especialmente con Artico charr, donde no
pudieron encontrar asociaciones significativas entre los polimorfismos SNPn en la region

promotora de IGF-1 y tasa de crecimiento.
2.9.3.3.-Miogenina (MyoG)

Los miembros de la familia MyoG, son factores de transcripcion con una estructura
hélice-vuelta-hélice, han sido estudiados con detalle en el mdsculo esquelético de
vertebrados superiores (Weintraub et al., 1991). Nombrados en su conjunto como MRFs,
incluyen los genes de MyoD y miogenina, asi como los genes myf-5 y MRF4 (o myf-6).
Los MRFs forman heterodimeros con los productos de la proteina E y se unen a las
secuencias de ADN -CANNTG- presentes en las regiones reguladoras de muchos genes
especificos del musculo (Olson, 1992). En los mamiferos, la expresion forzada de cada uno
de los MRFs es capaz de transformar células no musculares en mioblastos (Weintraub,
1993), mostrando los estudios en ratones knock-out que estos factores de transcripcion
tienen funciones distintas pero que, en cualquier caso, se solapan (Rudnicki et al., 1992;
Smith et al., 1994). Varios miembros de la familia MEF2 y MyoD han sido identificados en
el pez cebra (Watabe, 2001). En trucha, se han clonado y secuenciado varios MRFs
(Rescan., 2001), y dos genes de MyoD, al igual que en dorada (Tan y Du, 2002). Los
ADNCc de MyoD y MEF2 tambiéen se han clonado y secuenciado en carpas (Kobiyama et
al., 1998), por lo que se menciona que los mecanismos de formacion y regulacion del
masculo esquelético se han conservado notablemente a lo largo de la evolucion de los
vertebrados. Ademas, en estas especies, las fibras musculares rapidas cambian las
isoformas de la cadena pesada de la miosina con la temperatura (Guo et al., 1994; Watabe
et al., 1995; Imai et al., 1997; Hirayama y Watabe, 1997), por lo que varios autores han
sugerido que los MRFs participan en el reclutamiento de las fibras musculares en respuesta
al incremento de la temperatura y del crecimiento. MyoG como Ulloa et al. (2013),
evaluaron la respuesta de crecimiento y la expresion de crecimiento muscular relacionados
con genes candidatos de pez cebra adultos (Danio rerio), donde se evaluaron los efectos de
una dieta basada solo en la proteina de harina de pescado y una dieta basada en la proteina

plantas (PP) buscando la respuesta de crecimiento en una poblacion de 24 familias de pez
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cebra adultos (D. rerio), evaluando también la expresion de genes relacionados con el
crecimiento en el masculo donde se buscaba el efecto de la Dieta (PP) en la expresion
génica, evaluando los genes relacionados con el crecimiento IGF1, IGF2, mTOR, Pldla ,
MRF4 Myod, Myogenina y Myostatina, pudiendo observar que la expresion génica en los
machos con los genes estudiados (Myogenin , MRF4 y Igf2) mostraron cambios atribuibles
a la dieta basada en la proteina de plantas mientras que las hembras, el efecto de la dieta de
proteinas de plantas no modularon la expresion en los ocho genes estudiados, también
pudieron observar el efecto de la variacion entre los familiares en la expresion génica de las
24 familias. Pudiendo demostrar que la dieta PP y la variacion de la familia tienen efectos

sobre la expresion génica en muasculo de pescado.

3.- Objetivo general

Anadlisis de polimorfismos en genes candidatos y su asociacion con la calidad de huevo y
juveniles en poblaciones de tilapia (O. niloticus).

3.1.- Objetivos especificos

1) Evaluar las diferencias productivas (calidad de huevo y crecimiento de juveniles)
que presentan las diferentes lineas de tilapia (O. niloticus) y establecer grupos de

reproductores.

2) Establecer un panel de marcadores asociados a calidad de huevo y crecimiento de

juveniles en la poblacion de reproductores seleccionados.

4.- Hipotesis

Familias de tilapia de la especie O. niloticus evaluadas mostraran diferencias en calidad de
huevo y juveniles, la cual se asocia a marcadores moleculares en genes candidatos para esas

caracteristicas.
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5.- Materiales y Métodos
5.1.- Evaluacion de la progenie de tres poblaciones de O. niloticus
5.1.2.-Calidad de huevo

La calidad de huevo ha sido evaluado en 3 poblaciones de la especie O. niloticus
procedentes de Centro Acuicola de Jala, Colima (H1), de la empresa privada Grupo
Acuicola Mediterraneo SC de RL (H2), ubicada en Guadalajara, Jalisco y de la empresa
costarricense distribuidora de Alevines de tilapia TIL-GEN L.A. S.A. (H3). Se tomaron 10
hembras (H) de cada familia de 54+ 323 gr. Y fueron marcadas con un microchip (Avid
México CA de CV) y fueron colocadas en estanques (capacidad 7.3m® y 3m de diametro).
Cinco machos (M) Y fueron marcadas con un microchip (Avid México CA de CV) fueron
colocados bajo las mismas condiciones que las hembras para su aclimatacion por siete dias.
A fin de propiciar la copula, se colocaron machos azarosamente en los estanques donde se

encontraron las hembras en una relacion de 10H:5M.

Cada semana se registraran el numero de hembras gravidas en cada estanque. Las
hembras se les evaluaron peso promedio y fueron recolectados 20 huevos de la boca de las

hembras y se registraran los siguientes pardmetros:

e Los huevos fueron recolectados de la boca de las hembras, y colocados en un
recipiente de vidrio y fueron medidos en un microscopio estereoscopico ocular

con objetivo 1X y obtener su Longitud mayor y menor

e Volumen (mm® Se estimé por medio de la férmula para el volumen de una

elipse:
V=% m (R1*R2*R3)
e Area (mm®) Se estimé por medio de la férmula para el Area de una elipse:
A= 1 (R1*R2)

e Peso htimedo: Se elimind el exceso de agua y se pesé en una balanza analitica.
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Peso Seco: La humedad de las muestras se determin6 por desecacion en un

hornoa 105 °C hasta obtener un peso constante.

Peso muestra seca

% Materia seca =

Peso inicial muestra
Numero de huevos: Se contd la masa total de huevos de manera manual.

El porcentaje de eclosidon: se calcularon de acuerdo a la férmula:
E = [L/ (L+H)] *100,

Donde: E = porcentaje de eclosion, L = nimero de larvas, y H = nimero de
huevos.
Contenido quimico de los huevos (proteina, carbohidratos, lipidos totales),

mediante la siguiente metodologia:

o0 Proteina: fue evaluada a partir del homogeneizado con solucion salina al
1.2 %, se realizd la digestion de proteinas con Na OH 0.5N. Se
cuantifico las proteinas por el método de Bradford /1976), usando

albimina como estandar, y posteriormente la lectura se realiz6 a 595 nm.

o Carbohidratos: Fueron evaluados a partir del mismo homogeneizador se
precipitaron las proteinas con acido tricloacetico al 20 % y se
centrifugarén en frio a 2608g por 10 min. A 4°C. Del sobrenadante
resultante se realizd la cuantificacion de carbohidratos totales por el
método de antrona (Van Handel, 1967). Se utilizé glucosa como estandar

y se realiz0 la lectura a 620nm.

o0 Lipidos: se utiliz6 una adaptacion del metodo de Barnes y Blastock
(1973), en el que una alicota de homogenizado se mezcl6 con H, SO4 'y
se encubd a 80 °C durante 10 min. La solucién acida obtenida se mezcld

con el reactivo de fosfovalina 'y la absorbancia fue medida con un lector
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de microplacas (Biorad) a 560nm. Como estandar se utilizd una mezcla

de triglicéridos (12mg/mL) y colesterol (8 mg/mL).

5.2. Calidad de Juvenil
5.2.1- Bioensayo de crecimiento

5.2.1.1.- Sistema de cultivo

Para los ensayos de crecimiento se emple6 un sistema de cultivo, los alevines de
0.01 g =+ 1.0 g. Posteriormente, se sembraron 50 organismos por tina en un sistema de 12
tanques cuadrados de plastico 270 litros donde se colocé la progenie de cada una de las
hembras de manera separada teniendo la progenie de 6 hembras por cada poblacion para su
evaluacion de crecimiento. La alimentacion de los organismos fue basada en pellet
comercial con un contenido proteico de 45% durante. El alimento fue suministrado en tres
raciones por dia a las 9, 14 y 17 horas. Cada unidad estaba equipada con suministro
independiente de agua, la aireacién fue proporcionada por un sistema de sopladores de 2
hp, a través de una red de pvc y piedras difusoras en el fondo de cada tina. Se realizaron
recambios de agua cada semana del 30% del volumen de la tina. El bioensayo tuvo una

duracién de 45 dias.

5.2.1.2 - Evaluacién de bioensayos de crecimiento de juveniles de tres poblaciones

Se realizaron biometrias de organismos al inicio y final del bioensayo. Se registro el
peso de los organismos, mediante una balanza electronica de precision (250 + 0.1 g).

Posteriormente a los datos tomados se determinaba los siguientes valores:
a) Peso después de la eclosion
b) Peso total ganado (peso promedio) = Peso total final — peso total inicial.

c) Tasa de Crecimiento (g-t™') = (Peso promedio final — peso promedio inicial) X

t.

d) Factor de conversion alimenticia (FCA), FCA = Alimento suministrado (g) X
peso ganado.
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e) Sobrevivencia (%) = (numero final de organismos x 100) X niimero sembrado™.

5.2.1.3.-Monitoreo de los parametros fisicoquimicos

La temperatura y oxigeno disuelto (OD) del agua fueron monitoreados cada tercer
dia a las 8:00 y 16:00 horas. La concentracion de oxigeno disuelto y temperatura se registro

con un multianalizador marca YSI 150.
5.2.1.4.- Composicion bioquimica de Juvenil

Se determind la composicién bioguimica (proteina, carbohidratos y lipidos totales)
de los juveniles completos, mediante la metodologia descrita anteriormente para la calidad

del huevo.
5.3.- Prueba de estrés.

5.3.1. Determinacion de LTsy y LCsy para amonio total, salinidad e hipoxia en

juveniles de tilapia O. niloticus

Para la determinacion de LTsy y LCso de amonio total y salinidad se extrajeron seis
hembras (323.9+ 66.2) del stock de reproduccion. Posterior a la eclosion de los organismos
se seleccionaron 100 juveniles al azar de cada hembra. Los juveniles utilizados se registro
un peso de 0.05 £0.01g. Para la evaluaciones los organismos se colocaron en recipientes de
1000 Ml por triplicado y un grupo control. En cada recipiente se colocaron 10 juveniles y
se mantuvo una temperatura de 25 + 1 °C. A partir de los datos registrados de mortalidad
en las pruebas de estrés, se calculd la LCsy para las diferentes concentraciones, con un
intervalo de confianza del 95%, mediante un analisis de Probit (Hernandez, 2001).

5.3.2. Amonio total

Se sometieron 10 alevines por triplicado juveniles a seis concentraciones de amonio total
20.52, 30.78, 25.65, 35.91, 51.6 y 102.6 mg/L por un periodo de 24 hrs para registrar el
numero de organismos vivos y muertos, Las diferentes concentraciones fueron preparadas a
partir de una solucion base (1000mg/L) y se diluyé con agua destilada y se ajusto a PH 8.2

con hidroxido de sodio. La solucién base fue preparada con cloruro de amonio (Sigma
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Aldrich®). Para corroborar la concentracion de amonio total en el agua se tomo una

muestra.
Para la preparacion de las diferentes concentraciones se utiliz6 la siguiente ecuacion:
CiV1=CV,

Donde C;- concentracion inicial, V1= volumen inicial; C, = concentracion final y

V= volumen final
Salinidad

Se sometieron a los juveniles de tilapia a cinco diferentes salinidades (15, 17, 18, 19
y 20 UPS), por un periodo de 24 hrs. Las diferentes concentraciones fueron preparadas con
agua de mar filtrada y diluciones con agua destilada. La salinidad fue medida con la ayuda
de un refractometro (Lenox®, Massachussets EUA). Se realizaron muestreos cada hora

para registrar el nUmero de organismos vivos y muertos.

5.4. Busqueda de nuevos polimorfismos de tres genes candidatos en reproductores de

tres poblaciones de tilapia O. niloticus.
5.4.1. Seleccién de la muestra

Se seleccionaron 5 hembras de cada poblacion, para la bisqueda de nuevos los
polimorfismos, a las hembras seleccionadas y se les tomo muestra de sangre de la aleta
caudal a esta seleccion de hembras se les denomino como poblacion de descubrimiento

para la busqueda de nuevos polimorfismos
5.4.2. Extraccion de ADN
5.4.2.1. Aislamiento de ADN

El aislamiento de ADN se realiz6 con el kit comercial de la compafiia Sigma —
Aldrich (Genelute Mammalian Genomic Cat.GIN350). Se tomaron 200ul de sangre con
EDTA como anticoagulante a un tubo de 1.5 ml y se adicionaron 20l de proteinasa K, y se
mezclé al vortex (Mini Vortex vwrsszs) por 15 segundos, y posteriormente se adicionaron

20ul de RNasa, se mezclo e encubd por 2 minutos a temperatura ambiente, un vez pasado
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el tiempo se adiciond 200ul de solucion de lisis C (B8803); y se mezcld al vortex por 15
segundos y se encubd a 55°C por 10 minutos y se adicionaron 200ul de etanol al lisado y se
llevd al vortex por 20 segundos. De manera separada se realizd la preparacion de la
columna, adicionando 500ul de solucion de preparacion de columna a la misma y se
centrifugo a 12,000 rpm por 1 minuto, y se descarto la solucion. Se transfirio el lisado mas
el etanol a la columna antes preparada y se centrifugd a 16,000 rpm (micro centrifuga
HERMLE 7160m). Por 30 minutos se transfirid la columna a un tubo nuevo y se adiciond
500ul de solucidn de lavado y centrifugo a 6500rpm por 1 minuto, nuevamente se transfirio
la columna a un tubo nuevo y se adiciond nuevamente 500ul de solucién de lavado y se
centrifug6 a 12,000 rpm por 3 minutos para secar la columna. Por ultimo se transfirié la
columna a un tubo nuevo y adicioné 80ul de solucién de elusion (10mMTris- HCL, 0.5Mm
EDTA, PH 9.0) y centrifug6 a 6500 rpm por 3 minutos.

5.4.2.2 Cuantificacion y Verificacion de la calidad del ADN

El ADN fue cuantificado y con el fin de verificar su calidad, las muestras fueron
corridas en un gel de agarosa al 1.5ml, a 100 Volts durante 30 min. Usando un marcados de
peso molecular LAMBDA DNA (GibcoBBL® Cat N° 25250-10) a una concentracion de
50 ng/1pl, esto con el fin de saber si las muestras contienen ADN. EI ADN obtenido fue
cuantificado en un Nanodrop 2000 Spectrophotometer Termo Scientific. Y se hicieron
diluciones a una concentracion de 10 ng /ul de cada una de las muestras de ADN

seleccionadas.

5.4.3.- Seleccion de los oligonucleotidos para la busqueda de nuevos polimorfismos de

reproductores de tres poblaciones de tilapia O. niloticus.
5.4.3.1-Gen Hormona de crecimiento (GH)

El gen de la hormona de crecimiento de tilapia O. niloticus, posee 2341pb y su
secuencia se encuentra disponible en la base de datos del Centro Nacional de Informacién
en Biotecnologia de Estados Unidos (National Center of Biothecnology Information,
NCBI), bajo el cddigo LOC100534452 en su ultima version para los cuales, se disefiaron
los oligos especificos en regiones flanqueantes con el programa Primer Select VV7.0.0 de la
Suite Lasergene, DNASTAR.
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Tabla 2.- Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del gen GH

Nombre del Secuencia Tamafo del producto de
Primer PCR en pb
(5’-3")

1 GH1 A:atgttggatgtcagagcacttt 545pb
B: tgaaaa agaccaaatg ttacc

2 GH2 Acttctgtatgcacctgtgtatt 510pb
B:agtcaggtggttagtcgcattggt

3 GH3 A acacaggaca gaagagcgca 552pb
tactgaagacta
B: ctgctggttgagggaggac

4 GHp 466pb

A gtcgacctttatttcaga

B:gctcagagtttttgctttta

5.4.3.2.- IGF1 (Factor de crecimiento insulinico tipo 1)

El Gen de IGFI en tilapia O. mossambicus el exén | posee 2001 pb, mientras que

el exdn 2 posee 223pbh, el exdn 38pb y el exdn 4 posee 221 pb estas secuencias  se

encuentran disponible en la base de datos del Centro Nacional de Informacion en

Biotecnologia de Estados Unidos (National Center of Biothecnology Information, NCBI),

bajo el cddigo AF033797 en su ultima version, para los cuales, se disefiaron los oligos

especificos en regiones flanqueantes con el programa Primer Select V7.0.0 de la Suite

Lasergene, DNASTAR.

Tabla 3.- Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del gen IGF-I

Nombre del Primer

Secuencia

Tamario del producto de

PCR en pb
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(5’-3’)

1 IGF1 A:cttaggacgagtaggaggcaaatg 447pb

B:gaaatacaagcaagcgataagaa

2 IGF2 A actctttttccgatgatgctgtga
223 pb
B: gaaataaaagcctcgctctccac
3 IGF3 A aataaaccaacaggctatggc
B: tcgcctgctttgaaactcttatg 568pb
4 IGF4 A: aaatgtgttttattttgtttgc 221pb
B: ttgttttacagtgaaccattc
5 IGF-Ipl A:atgatgatcgcttttgace 789pb
B:ggcaccgtgtatctgacca
6 IGF-1p2 A:gccaaattacgcacaacag 696pb

B:aatacaagcaagcgataagaat

5.4.3.3. MyoG (Miogenina)

El Gen MyoG en tilapia O. niloticus posee 1892 pb, y estad conformado por tres exones y
cuatro intrones estas secuencias se encuentran disponible en la base de datos del Centro
Nacional de Informacion en Biotecnologia de Estados Unidos (National Center of
Biothecnology Information, NCBI), bajo el cédigo GU246717.1 en su ultima versién, para
los cuales, se disefiaron los oligos especificos en regiones codificantes y no codificantes del
gen de interés con el programa Primer Select VV7.0.0 de la Suite Lasergene, DNASTAR.

Tabla 4.- Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del gen MyoG

Nombre del Secuencia Tamafio del producto
Primer de PCR en pb
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(5’-3’)

1 Myol A:
acacaggacagaagagcgcatactgaagacta 556

B: ctgctggttgagggaggac

2 Myo2 A:tgtgcatctccatggcaacaggtg 431
B:aataatttaatcagcagaagc
3 Myo3 A aataaaccaa caggctatggc 590

B: tcgcctgctttgaaactcttatgy

5.5.- Optimizacion de las reacciones de PCR

Las amplificaciones de los fragmentos de cada gen requirieron variaciones en las
concentraciones de ADN molde, magnesio, temperatura y programas de PCR empleados,
mientras que no variaron las concentraciones de dNTPs (0.4 mM), primers (0.5 uM) y

GoTaq DNA Polimerasa (2.5 U); las condiciones 6ptimas para GH, IGF-1 y MyoG se
resumen en las tablas 5,6 y 7 respectivamente.

Tabla 5.- Programas empleados para las amplificaciones del gen GH

Fragmento Programa de ADN MgClI
PCR

1 Touchdown 60 50ng 1.5mM

3 Touchdown 60 50ng 1.5mM

4 Touchdown 55 50ng 1.5mM

Tabla 6.- Programas empleados para las amplificaciones del gen IGF-I

Fragmento Programa de ADN MgClI
PCR

1 Touchdown 65 50ng 1.5mM

2 Touchdown 65 50ng 1.5mM
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3 Touchdown 65 50ng 1.5mM
4 Touchdown 55 50ng 1.5mM
5 Touchdown55 50ng 1.5mM
6 Touchdown55 50ng 1.5mM

Tabla 7.- Programas empleados para las amplificaciones del gen MyoG

Fragmento Programa de ADN MgClI
PCR
1 Touchdown 55 50ng 1.5mM
3 Touchdown 60 50ng 3mM

5.5.1.- Busqueda de Polimorfismos

5.5.1.1.- Secuenciacién de los fragmentos de PCR de los genes GH, IGF-1 y MyoG

Todos los fragmentos de PCR obtenidos de la amplificacion de los genes GH, IGF-1' y MyoG
en los individuos de la poblacion uno fueron purificados utilizando el protocolo de Exo-SAP-it,

el cual, brevemente se describe en el tabla 8.

Tabla 8.- Protocolo para la purificacion de productos de PCR

Reactivos de secuenciacion

Producto de PCR 2.0 uL
Ex0oSAP 1.0 uL
Total 3uL

Los tubos fueron colocados en el programa EXO2 (37 °C por 15 min y 80 °C por 30 min)
del termociclador MJ Research. Al finalizar guardar las reacciones a -20 °C.

Posteriormente, los productos purificados fueron secuenciados bidireccionalmente
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utilizando los mismos iniciadores de amplificacion y utilizando el protocolo del estuche
comercial BigDye® Terminador, el cual se describe a continuacion:

Una vez purificada la muestra se procedio a preparar la reaccion de secuenciacion la
consistio en colocar 1.0 ul de ADN templado de la purificacion, 0.5 de primer, 2.0ul de la
reaccion Ready Reaction Premix 2X, 2.0ul Big Dye Seq. Buffer y 4.5 de agua destilada
para cada muestra a secuenciar, se colocaron los tubos en programa SEC3130 del
termociclador MJ Research. Por Gltimo se realizo la purificacion de Xterminador donde se
colocaron 22.5 ul de buffer SAM y 5 ul de Xterminador y se incubo con agitacion el
termomixer durante exactamente 30 min a 25°C de 1050 a 1200 rpm. Centrifugar las
reacciones a 10.000 rpm durante 10 minutos. Se tomd 21 L del sobrenadante (sin tomar de
la resina), se coloc6 en un nuevo tubo de PCR y se envi6 al secuenciador automatico por
capilaridad ABI PRISM 3100.

5.5.3.2.- Analisis de las secuencias y deteccion de los SNPs

Al obtener las secuencias nucleotidicas se procedié a elaborar los contigs
respectivos empleando el programa Cap3 Win V6.0.6000 (Huang & Madan, 1999), luego
se procedio a realizar el alineamiento empleando el programa Mega5.10 (Tamura et al.,
2011)

5.6.- Validacion de polimorfismos GHpAl G/A, GHpBl1 T/C y MyoG C/T de
poblacién de descubrimiento en genes observados en genes candidatos para
crecimiento en poblaciones de tilapia O. niloticus.

Para la validacién de las variaciones génicas observadas en los genes GH
(Hormona de crecimiento) y MyoG (Miogenina), se utilizaron un total de 86 crias de los
reproductores previamente seleccionados como poblacion de descubrimiento. La progenie
(31 crias de los reproductores de H1, 27 de H2 y 28 de H3) tenia un peso promedio de
0.99g + 0.007g y fueron liofilizados (Freezone plus 2.5L de LABCONCO). A partir de una
muestra liofilizada se aisl6 ADN siguiendo el método CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) (Doyle & Doyle 1987).

Las variaciones génicas fueron analizadas utilizando ensayos de discriminacion

alélica disefiados y sintetizados en la compafiia Applied Biosystems tomando como base las
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secuencias en la poblacion de descubrimiento anteriormente descrita (Tabla 2, 3 y 4). Todas
las muestras fueron tipificadas utilizando 0.25ul de ADN (25 ng), 6.25ul de Tagman PCR
Master mix (Applied Biosystems) y 0.3125ul de la mezcla de las sondas. Cada ensayo se
realizd de forma individual en placas Opticas de 96 pozos en el equipo ABI Prism® 7000
(Sequence Detection System), bajo las siguientes condiciones; un ciclo a 50°C/2 min y
95°C/10 min, 40 ciclos de dos pasos 92°C/15 s y 60°C/1 min. Para el analisis de cada
genotipo se utiliz6 el programa ABI Prism 7000 (Real-Time Sequence Detection Software).
Los resultados fueron analizados con el programa ABI Prism® 7000 (Real-Time Sequence
Detection Software). Por inspeccion visual se confirmaron los genotipos de cada muestra.
Se generaron las frecuencias alélicas y genotipicas, de los 2 marcadores (GHpAl G/A,
GHpBL1 T/C) de acuerdo a (Falconer & Mackay, 2001).

Tabla 9. Descripcion de secuencias de iniciadores y sondas para validacion de marcadores
de tipo SNPs GHpAl G/A, GHpBl1 T/C y MyoG C/T en poblaciones de tilapia O.

niloticus.

Marcador Primer Forward Primer Reverse Sonda
GHp A1 GGAGTTTTTGAAAACTT CACACCGCTGGTGACTAAAGT VIC-
TACATTAGATCTCCTTT TCTGACATCCAGCATGTT

FAM-
CTGACATCCAACATGTT

GHpB 1 GGAGTTTTTGAAAACTTT ACATTAACACCTCAATCATCATATTGATGCT VIC-

ACATTAGATCTCCTTT CTGGTGACTAAAGTTTCTGAC

FAM-

MyoG TGGTGACTAAAGTCTCTGAC
VIC-
FAM-

5.7.- Andlisis estadistico
Para determinar si los datos productivos obtenidos eran significativamente

diferentes, se usoé el software computacional STATISTICA 7, los datos fueron sometidos a
un andlisis de varianza de una via (ANOVA, p<0.05) y las diferencias entre medias
(Prueba de ducan), para definir qué tratamiento o tratamientos fueron estadisticamente
diferentes se compararon por la con un intervalo de confianza del 95% (Sokal y Rohlf,
1981). Para sobrevivencia primero se transformaron los datos In(x). En las variables de

calidad de huevo y juvenil, se realizd un analisis de correlacion con una P< 0.05 para
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determinar la repuesta al peso inicial en juveniles a variaciones en los niveles de proteina,

lipidos y carbohidratos. Se uso el software computacional STATISTICA 7.

6.- Resultados

6.1.- Variables de calidad de huevo evaluadas en poblaciones de tilapia O. niloticus.

6.1.1.- Variables relacionadas con el desempefio reproductivo de poblaciones de O.

niloticus.

En la tabla 10 muestra una serie de variables relacionadas con el desempefio reproductivo

de poblaciones de O. niloticus después de 7 dias de aclimatacién. No se presentaron

diferencias significativas (P< 0.05) para ninguna de las variables mencionadas. Sin

embargo las hembras de la poblacion H2 registraron el nimero de desoves mas alto,

mientras que las hembras de la poblacion H1 presentaron el mayor peso humedo de huevos

con 0.38 £ 0.1 g con respecto a las otras dos poblaciones.

Tabla 10.- NUmero de desoves e infértiles, peso himedo y seco,

porcentaje de eclosion de hembras de tres poblaciones de tilapia O. niloticus

namero de huevos y

Poblacion Peso Desoves Peso hiumedo No. de Eclosion% No. de
huevos desoves
Hembras (20 huevos) infértiles
(9) (9) (%)
H1 136.0a339.9 8 0.38 +0.1° 859.75+66.2% 48.55+1.23% 20
H2 176.0a417.5 12 0.34 +0.1° 991.25+66.2% 47.65+1.17% 41
H3 232.1 2 596.6 11 0.35+ 0. 052 762.75+66.2% 48.25+1.0° 18

Letras iguales no hay diferencias significativas (a), Letras diferentes si presentan

diferencias significativas entre las variables evaluadas.
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6.2.-Tamafio y composicion bioquimica de huevos de hembras de tres poblaciones de

tilapia O. niloticus.

En la figura 1 se presentan las correlaciones entre las variables en el contenido

guimico de huevo y su tamafio, observando correlaciones positivas en las variable de area

del huevo y el contenido de lipidos en huevo (R?= 0.2445 y una ecuacién de Y=2.903x +

90.8), y a su vez la variable anterior se observd una correlacion lineal con el contenido de

proteina en el huevo mostrando una ecuacién (y= 0.3082x — 65.836, R2= 0.6524). Asi como

también una correlacion entre las variables de contenido de lipidos en el huevo y el
contenido de lipidos en el juvenil (y= 1.1799x- 16.942.R2=0.02279). Mientras para los

carbohidratos en el juvenil es una correlacion potencial negativa (P<0.01) con respecto al

contenido de lipidos en el huevo.
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Figura 1. Correlaciones entre las variables de contenido quimico y talla de huevos de

hembras de tilapia O. niloticus

En la tabla 11 Se evaluaron los parametros de Longitud mayor y menor de la
superficie de los huevos de las poblacién 3 en estudio. Teniendo como resultados que la
poblacion H3 presentd una longitud mayor (2.81+0.5mm) y una Longitud menor
(2.36+0.4mm) superior a la poblaciones H1 y H2, asi como también un volumen mayor
(77.88+ 10.28) y un area mayor (21.39+ 1.34) con respecto a la poblaciones H1 y H2. No
se presentaron diferencias significativas (P <0.05) en los parametros evaluados en las tres

poblaciones de tilapia Oreochromis niloticus.

Tabla 11.- Promedio mas desviacién estandar de Longitud mayor, menor, volumen y area
de huevos de hembras de 3 poblaciones de tilapia O. niloticus

Poblacion LM (mm) Lm(mm) Volumen(mmg) Area

H1 2.72 +0.082 2.19+0.09? 67.77+ 11.66% 19.37+ 1.65%
H2 2.73+£0.052 2.21+0.09? 68.56+ 7.782 19.52+1.03?
H3 2.81+0.52 2.36+0.42 77.88+ 10.282 21.39+ 1.342

LM (Longitud Mayor) Lm (Longitud menor), mm (Milimetros) mm *(Milimetros ctbicos) Letras iguales no
hay diferencias significativas (a), Letras diferentes si presentan diferencias significativas entre las variables

evaluadas (a).

6.3.- Analisis de contenido quimico (proteina, lipidos y carbohidratos) en el huevos de

tres poblaciones de hembras de tilapia O. niloticus.

Los contenidos de proteina, lipidos y carbohidratos en los huevos no se presentaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05; tabla 12). La poblacion H1
obtuvieron valores promedios mas altos de concentracion de proteina (739.64mg/g;
P<0.05) y Carbohidratos (10.50mg/g; P<0.05) en los huevos de hembras evaluadas,
mientras que la concentracion de lipidos fue mayor en la poblacién H3 (157. 52 mg/g;
P<0.05).

Tabla 12.- Contenido bioguimico (proteina, lipidos y carbohidratos) de huevos de hembras
de tilapia O. niloticus.
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Poblaciones Proteina totales Lipidos totales  Carbohidratos totales

] ] (mgg™)
(mg g™) (mg g™)
H1 721.48+ 20.4° 1653+ 7.7° 7.9+ 10.50a
H2 640.18 +61.6° 129.2+ 15.4° 9.6+1.742
H3 739.94+22 18 156.1+ 30.8° 8.3+ 0.80%

Valores con la misma letra no presentan diferencias estadisticas.

6.4.- Evaluacion de calidad de juvenil.
6.4.1.- Bioensayo de crecimiento

Al finalizar el periodo de engorda (45 dias) el peso promedio inicial la poblacién H1
presento valores promedio (0.0098 + 0.005), mientras que la poblacion H2 y H3 tuvieron
pesos muy similares de 0.0157g y 0.015g siendo estadisticamente diferentes a la poblacion
H1 (Tabla 11; P > 0.05) con un mayor peso inicial. En el peso final la poblacion H1 tuvo un
peso de 0.9934g, mientras que la poblacion H2 presenté un peso final de 1.203g, y por
ultimo la poblacion H3 present6 un peso final de 0.7877g de acuerdo al modelo estadistico
aplicado se encontraron diferencias estadisticas entre las tres poblaciones (p< 0.05). Entre
las poblaciones tilapia en relacion a su sobrevivencia, no se presentaron diferencias
significativas (p > 0.5), registrando para la poblacion H1 de 62 % + 26 %, mientras que
para la poblacién H2 presentd una sobrevivencia del 64 % + 9.66 % aparentemente y la
poblacion H3 fue la especie que presentd una menor supervivencia (82.67% = 10.47%)

aungue no fue estadisticamente diferente (Tabla 13).

Tabla 13.- Media mas desviacion estandar de bioensayo de crecimiento, peso inicial, final

longitud y supervivencia sobrevivencia de tres poblaciones de tilapia O. niloticus.

Poblacién Peso Inicial ~ Peso Final  SGR Supervivencia FCR
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(9) (9) (% BW d?) (%)

H1 0.01+0.002° 0.81+0.34° 10.03 £ 0.14° 62.00 + 26.00a 1.57 £0.5%
H2 0.01+ 0.004*  1.20+0.06" 9.40 +0.18™ 64.00 +£9.66a 1.59 + 0.6
H3 0.01+0.002*°  0.89+0.40° 9.36+0.2° 82.67 £10.47a 1.49 +0.1°

Gramos (g). Centimetros, Porciento (%). Probabilidad de una ANOVA de una via entre tratamientos. Valores
con la misma letra no presentan diferencias estadisticas. Letras diferentes representan diferencias

significativas (P > 0.05).

6.4.2. Contenido bioquimico en el juvenil despues de 45 dias de cultivo de poblaciones

de tilapia O. niloticus

En el contenido bioquimico de juvenil después de 45 dias de cultivo en la figura 1
se observa el contenido de lipidos en el juvenil se correlacionan con el contenido de

proteina en el juvenil presentandose una correlacion potencialmente positiva.
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Figura 2. Correlacion negativa entre las variables de contenido de lipidos en el juvenil y
el contenido de carbohidratos en juveniles de poblaciones O. niloticus después de 45 dias

de cultivo.
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Los contenidos de proteina, en los juveniles no presentaron diferencias estadisticas
entre las poblaciones (p< 0.05; tabla 14) siendo la poblacion de H1 obtuvieron valores
promedios mas altos de concentracion de proteina (304.67mg/g; P< 0.05). Mientras que en
el contenido de lipidos (93.4+ 30.4 mg/g P< 0.05) no se observaron diferencias estadisticas

entre las poblaciones y en el contenido de carbohidratos.

Tabla 14.- Contenido bioquimico (proteina, lipidos y carbohidratos) de juveniles de tilapia
O. niloticus.

Poblaciones Proteina totales Lipidos totales  Carbohidratos totales
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
H1 417.5+22.7° 240.1 + 10.6° 22.1+3.37°
H2 341.1+ 61.4° 221.3+17.0°% 54.1 + 9.65°
H3 297.9 +30.3° 235.8 + 14.6° 25.0 +8.62°

Valores con la misma letra no presentan diferencias estadisticas, valores con letras distintas presentan
diferencias significativas.

4.3.- Determinacion de LTs, para amonio total, salinidad e hipoxia en juveniles de
tilapia O niloticus.

La tabla 15 y 16 muestra los valores de La pruebas realizada para obtener el tiempo y
concentracion letal del 50% (LTso) de amonio y salinidad para juveniles de tilapia O.

niloticus.

En amonio las concentraciones de 30.78 a 51.6mg/L registraron una mortalidad del 50 %
en menos de 4 h. Con relacion a las pruebas de capacidad de respuesta a variaciones de
salinidad, EIl LTsg a concentraciones de 15, 17, 18, 19 y 20 UPS, fue observado después de

24h. Concentraciones de 19 UPS de salinidad registraron un LTz a las 8 h.
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Tabla 15.- Toxicidad de diferentes concentraciones de amonio y salinidad para juveniles de
tilapia O. niloticus.

Amonio total Salinidad

(mg/L) LT s0 (UPS) LTso
20.52 > 24h 15 >24h
25.65 12h

30.78 4h 17 10h
35.91 2.5h 18 15h

51.6 2h 19 12h
102.6 30min 20 8h

6.4.4.- Datos obtenido de mortalidad obtenida de LCs, calculada en las tres
poblaciones de tilapia O. niloticus.

Los valores calculados de LCsq para 2, 4, 6 12 y 24 h para pruebas de amonio total, la LCsg
fue de 35.91 respectivamente. Para las pruebas a diferentes concentraciones de salinidad el
valor LCsy en tiempo de 24 h, es de 19.32 UPS. En las pruebas de estrés, El analisis de una
via revelé que existen diferencias estadisticas en la mortalidad (Salinidad) (tabla 14)
teniendo que la poblacion H3 que presentd una mortalidad en la pruebas de salinidad mayor
del 57.77%, mientras que la poblacion H1 fue la que presenté una mortalidad menor con el
24%, los cuales no fueron estadisticamente diferentes (P> 0.05). Mientras que en las
pruebas de amonio realizadas no se presentaron diferencias significativas entre las
poblaciones, pero si  correlacion positiva entre la mortalidad y el contenido de

carbohidratos en el huevo (figura 7).

Tabla 16.- Mortalidades obtenidas de pruebas de estrés (amonio y salinidad) en juveniles
de tilapia O. niloticus

Poblaciones Amonio Salinidad

(%) (%)
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H1 17.6 + 4.3 24.2 + 12.5°
H2 22.8 +8.75° 40.6 £7.7%°

H3 12.6 + 1.58 57.7 +12.5°

Probabilidad de una ANOVA de una via entre tratamientos. Valores con la misma letra no presentan
diferencias estadisticas.
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Figura 3. Correlacion positiva entre las variables de estrés (Amonio) y el contenido de
carbohidratos en el huevo.

6.5.- Busqueda de variacion genética de genes candidatos para crecimiento en
poblaciones de tilapia O. niloticus.

Para el gen GH, se secuenciaron 1,097 pb en un promedio de 15 individuos de las
tres poblaciones, es decir, se secuenciaron 16,455 pb. Mientras que para el gen de IGF-1 se
secuenciaron 1459 pb, en 15 individuos dando como resultado 21,885 pb analizadas,
mientras que para el gen MyoG se secuenciaron 1,146pb en seis individuos teniendo un
total 6,876 pb. El gen IGF-I fue el gen mas variable entre los individuos con respecto a la
secuencia de referencia, mientras que MyoG fue el menos variable entre los individuos con

respecto a la secuencia de referencia.
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6.5.1.- Identificacion de los polimorfismos
6.5.1.2.- Polimorfismos en el gen GH

En el gen GH se observaron variaciones de tipo SNPs dos transiciones en la region
promotora una (A/G) localizada en la posicién 284 la cual fue polimorfica en la poblacién
re-secuenciada y otra (G/T) localizada en la posicion 271 del gen observada en solo un
individuo, también se observd una ausencia de un tetra nucleotido en el microsatélite el
cual se encuentra en la posicion 336 de la region no codificante del fragmento, este evento
se pudo observar en 14 individuos de 15 (Tabla 17) analizados.

Tabla 17.- Polimorfismos observados en los genes GH en la poblacién de descubrimiento

seleccionada.

GEN Polimorfismo Localizacion Region
GH AlIG 271 Promotor
GH CIT 284 Promotor

6.5.1.3.- Polimorfismos SNP’s en el gen IGF -1
Para el gen IGF- | se observaron en total 8 cambios nucleotidicos ubicados en los intrones

y region promotora (Tabla 18).

Tabla 18.- Polimorfismos observados en el gen IGF-1 en la poblacién de descubrimiento.

GEN Polimorfismo Localizacion Region
Transversion T/A 1,251 Intréon
Transicion G/A 1,373 Intréon
IGF-I
Transversion C/G 1,431 Intrén
Transversion T/G 1,428 Intréon
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Transversion G/C 308 Promotor

Transversion T/A 348 Promotor
IGF-1p;

Transversion C/G 363 Promotor

Transicion C/T 319 Promotor

6.5.1.4.- Polimorfismos SNP’s en el gen MyoG

Para el gen MyoG se observé 1 cambio nucleotidico (T/ C) en 4 individuos ubicado en la

region del intron en la posicion 1,262 del gen (Tabla 19)

Tabla 19.- Polimorfismos observados en el gen IGF-1 en la poblacion de descubrimiento

GEN Polimorfismo Localizacion Region
MyoG CIT Transicién 1,262  Intron

6.6.- Validacion de polimorfismos GHpAl G/A, GHpBl1 T/C y MyoG C/T de
poblacién de descubrimiento en genes observados en genes candidatos para

crecimiento en poblaciones de tilapia O. niloticus

6.6.1.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores (GHpAl G/A y GHpB1
T/Cy MyoG C/T

Los anélisis de discriminacion alélica fueron realizados en la totalidad de las
muestras. El genotipo GHpALAA se encontr6 en una frecuencia 1.58%, siendo el genotipo
heterocigoto (GHpA1AG) el que presentd la frecuencia més baja (0.49%) a diferencia del
98.42 % de individuos homocigotos encontrados para genotipo GHpA1GG. Un punto
importante a resaltar es que el genotipo GHpB1CC no fue encontrado en las muestras
analizadas, unicamente se presentd el genotipo GHpB1TT en el 2.03 % de la poblacion de
los individuos estudiados por lo que el 97.97 % de los genotipos fueron heterocigotos

(Tabla 20). En la tabla 21 y 22 se muestran los resultados de las frecuencias alélicas para
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cada marcador. El GHpA1G presentd una mayor frecuencia en las tres poblaciones, con

respecto al alelo GHpA1A. Mientras que el alelo GHpB1T presenté una frecuencia mayor

en la poblacién de H1, siendo H2 y H3 las que presentaron una frecuencia mayor del alelo

GHpB:1C entre los individuos tipificados.

Tabla 20 .- Frecuencias genotipicas de los marcadores GHpAl G/A 'y GHp B1 T/C respecto

a las tres poblaciones de tilapia O. niloticus.

Poblacion GHpA1A/G

GHpB1T/C

AA GA GG
H1(n=31) 007 0.2 0.8

H2 (n=27) 0.1 0.2 0.7

H3(n=28)  0.03 0.17 0.8

TT TC CcC

0.1 0.9 --
0.03 0.97 --
0.1 0.9 --

Tabla 21.- Frecuencias alelicas de los marcadores GHpAl1 G/A y GHp B1 T/C respecto a

las tres poblaciones de tilapia O.niloticus.

Poblacion GHpAL1A/G GHpB1C/T
A G C T
H1 (n=31) 0.1 0.9 0.4 0.6
H2 (n=27) 0.2 0.8 0.6 0.4
H3 (n=28) 0.2 0.8 0.6 0.4
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Tabla 22.- Frecuencias alelicas y genotifpicas de los marcador MyoG C/T respecto a las

tres poblaciones de tilapia O.niloticus.

Poblacion  MyoG CcC CT TT C T
CIT
H1 - 0.2 0.8 0.1 0.9
H2 - - - - 1
H3 - 0.4 0.6 0.2 0.8

7.- Discusiones
7.1.- Calidad de huevo

Las comparaciones entre las diferentes poblaciones de la tilapia O. niloticus pueden
ser dificil de explicar, ya que podria verse afectada por diferentes variables como: el
namero de juveniles, agotamiento reproductivo, seleccién asociados a la domesticacion,
entre otros (Osure y Phelps, 2006). En consecuencia, la calidad del huevo y larvas depende
de la fuente de reproductores. Duponchelle y Legendre (2001) estudiaron el tamafio de los
huevos de O. niloticus de nueve lagos africanos durante dos afios, obteniendo que el tamario
es similar para todas las poblaciones. Asimismo, Gunasekera et al. (1996) no observaron
diferencias en el tamafio del huevo, cuando se alimento a los reproductores de O. niloticus
con tres niveles distintos de proteina. En este estudio no se observé evidencia de que la
variacion en la poblacién de reproductores presentara una influencia en los parametros
reproductivos de las hembras (porcentaje de incubacion y numero de huevos por desove) y
la calidad del huevo (peso, tamafio y contenido bioguimico). Es conocido que la
composicion bioquimica de los huevos depende de varios factores como la dieta, la edad de
los reproductores, las diferencias genéticas intraespecificas y la temporada de desove
(Faulk y Holt 2008). La mayoria de los estudios se centran en el efecto de la dieta sobre el
contenido del huevo. Por ejemplo, Gunasekera et al. (1996) Observaron una correlacion

directa entre el nivel de proteina en la dieta de reproductores de O. niloticus, y el contenido
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de proteinas en el huevo, con valores de 57.7 a 60.3% de proteina, valores similares fueron
reportados (62.59%) por El-Sayed y Kawanna (2008), los cuales coinciden con los valores
obtenidos en el presente trabajo (63%) para la misma especie. Valbuena-Villarreal et al.
(2013) mencionan que las dietas comerciales para reproductores contienen una
composicion adecuada para mantener la calidad de los huevos. Lupatsch et al. (2010),
observo que las hembras de tilapia presentan la capacidad para obtener nutrientes de
diferentes fuentes de alimentos que garanticen la calidad del huevo. En el presente trabajo,
los reproductores de tilapia fueron alimentados con una dieta comercial adecuadamente
formulada para una reproduccion Optima. La composicion bioguimica de huevos se ve
afectada principalmente por accion de la dieta, esto explicaria la similitud general entre las
tres poblaciones, a pesar del origen. La relacion directa entre el contenido de proteinas y
lipidos en los huevos observados en el presente estudio sugiere que la acumulacion de los
nutrientes en los huevos se correlaciona a la formacion de la vitelogenina, una molécula
glicolipoproteina necesario para la produccion de reservas de huevo y nutrientes para el
desarrollo del embridn (Sarasquete et al., 1993; Brooks et al., 1997).

7.2.- Calidad de juvenil de juveniles de tilapia O. niloticus

Actualmente la produccion de juveniles en cantidades suficientes y calidad
aceptable representa uno de los principales “Cuellos de botella” en la produccién de
organismos acudticos bajo condiciones controladas (Garcia- Ulloa, 2000). De ahi surge la
necesidad de identificar los juveniles de buena condicion fisiologica, que se considera
presentan mejor supervivencia en condiciones sub Optimas, asegurando el éxito de la
progenie durante su fase de engorda (Racotta et al., 2003). Se define como calidad del
juvenil dependiendo de la respuesta de los organismos a diferentes criterios como:
composicion bioquimica, supervivencia, talla y pruebas de estrés, entre otros muchos
criterios, los cuales pueden ser muy subjetivos. Bray - Lawrences (1991), evaluan la calidad
de los juveniles por medio de su desempeiio en la engorda, tomando en cuenta
supervivencia y tamafo final. En el presente trabajo se determind la calidad del juvenil
mediante los criterios comunmente usados (talla, composicién quimica, y respuesta a
pruebas de estrés). Para camarones, Bray y Lawrence (1992) recomienda el uso de

postlarvas de peso como un parametro fiable para evaluar la calidad, debido a las
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diferencias fisiologicas entre las poblaciones se pueden distinguir incluso para primeras
etapas de vida. Nuestros resultados confirman esto, teniendo en cuenta que el peso y la
SGR de la tilapia varian significativamente dependiendo de la fuente de reproductores,
justo después de la eclosion, asi como al final del experimento. Se sabe que la composicién
bioquimica de los juveniles puede estar influenciado por factores tales como la edad, el
sexo, el medio ambiente y la periodo reproductivo (Penney et al., 2006). En este estudio, se
encontraron diferencias en el contenido de carbohidratos en los juveniles de tilapia de las
tres poblaciones estudiadas. Menores contenido bioguimico se ha utilizado como criterio de
calidad para cobia, Rachycentron canadum (Faulk y Holt, 2008), Gadus morhua L. y
(Lanes et al., 2012). En el presente trabajo, un mejor rendimiento del crecimiento se obtuvo
con los juveniles que contenian el mayor contenido de carbohidratos (grupo H2). Las
diferencias en el metabolismo de los carbohidratos en los huevos obtenidos a partir de
diferentes poblaciones se observaron en el besugo (Sparus aurata), que fue a las vias
metabolicas de carbohidratos (Lahnsteiner y Patarnello 2004). Coincidiendo con
Hargreaves (1998) y en base a los valores de LCsy obtenidos en el presente trabajo (35.9
mg L-1), los resultados de las pruebas de amonio obtenidos en el presente trabajo sugieren
que O. niloticus es un pez tolerante en comparacion con otras especies mas sensibles tales
como, Catla catla con una LCsy de 45 mg L™ (Tilak et al., 2002), y C. mrigala H. con 26.4
mg L™ (Das et al., 2004) para el mismo periodo de exposicién (24h). La prueba de estrés
de amonio fue previamente utilizado para evaluar la calidad de las larvas o juveniles de
Cyprinus carpio (Israeli-Weinstein y Kimmel 1998) y Oncorhynchus mykiss juvenil
(Mechas y Randall, 2002). Sin embargo, en el presente estudio no se encontraron
diferencias en la prueba de estrés de amonio entre los tres grupos, a pesar de las diferencias
en el crecimiento, lo que posiblemente indica que tal criterio de calidad no es adecuada
para los peces como la tilapia o no es lo suficientemente sensible. Se detecto una relacion
directa entre el contenido de carbohidratos en el huevo y la mortalidad de juvenil para la
prueba de amonio. Las relaciones complejas entre el metabolismo de los carbohidratos
durante el desarrollo embrionario y los procesos de glucdlisis, gluconeogénesis, la via
pentosa-fosfato y viabilidad de los huevos, se han establecido (Lahnsteiner y Patarnello,
2004; Lahnsteiner, 2005). Estos resultados indicaron la importancia de la sintesis de

oligosacaridos, polisacaridos y glicoproteinas como componentes esenciales de células de
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embrion en desarrollo, aunque en varios casos la relacion era cuadratica, la cual indica que
a partir de cierto nivel de carbohidratos se presenta un efecto en la viabilidad del huevo,
debido a un desequilibrio en el desarrollo metabdlico. Del mismo modo, se observéd que un
alto contenido total de carbohidratos en los huevos se correlacioné con una mayor
mortalidad a prueba de estrés de amonio en juvenil, posiblemente porque las larvas nacidas
de un grupo huevos con un contenido de carbohidratos anormalmente altos presentan un
cambio utilizaciéon de nutrientes adecuados para el desarrollo, 0 a su vez puede existir un
vinculo entre el metabolismo de los carbohidratos y la capacidad fisioldgica para hacer
frente a la alta concentracion de amonio. Debido a los resultados actuales donde sélo se
midié la concentracidn total de carbohidratos, no es posible proporcionar una explicacion, y
los estudios especificos relacionados con los mecanismos del metabolismo y la
desintoxicacion de amonio / trastornos metabolicos carbohidratos causadas por el amonio
son necesarios para encontrar una mejor respuesta. Por otra parte, el grupo que presento
(H1) rendimiento el més alto en términos de crecimiento y la supervivencia al estrés de
salinidad, present6 el contenido de carbohidratos mas baja en juveniles, insinuando que un
contenido excesivo de carbohidratos, podria estar asociada con la baja calidad. La
exposicion a baja salinidad se utiliza comunmente como una prueba de esfuerzo en los
camarones peneidos, lo que resulta en un indice sensible de la calidad de las larvas o
postlarvas (Palacios y Racotta, 2007). La tolerancia a una prueba de esfuerzo alta salinidad
también se aplica para los peces marinos en estadios larvales tempranos y se correlaciona
con anterior calidad de los huevos, asi como a un mayor desarrollo (Kjarsvik et al., 2003).
En el caso de O. niloticus, se supone que la salinidad es a menudo correlacionada
negativamente con la capacidad de crecimiento (Lemarié et al., 2004), sin embargo, no
existen estudios, donde se mencione, su utilidad como criterio de calidad de las larvas. Por
otro lado, la tolerancia a la salinidad se ha analizado ampliamente para O. mossambicus y
otros hibridos de tilapia durante el cultivo (Suresh y Lin, 1992: Garcia-Ulloa et al., 2001).
Los valores de LCsq obtenidos para la prueba de la salinidad son dificilmente comparables
con los reportados por otros autores, sobre todo porque la mayoria de los estudios
evaluaron el efecto a largo plazo de la alta salinidad utilizando protocolos de aclimatacion
gradual (Suresh y Lin, 1992 Lemarié et al., 2004). LCs, obtenidas en 24 hrs en el presente
trabajo (19.5 ppt) es similar a la tolerancia de 18 ppt observada para la misma especie que
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se presenten directamente a diferentes salinidades (Suresh y Lin, 1992). En nuestro estudio,
la tilapia del grupo H3 mostro la mayor tasa de mortalidad para la prueba de la salinidad.
Este grupo son reproductores manipulados genéticamente produciendo 98-100% varones
descendencia resultante de "supermachos™ cruce YY XX con hembras normales (Mair et
al., 1997), y por lo tanto, la capacidad osmoregulatoria podria ser alterado, ya sea por las
hormonas ligadas al sexo o por otras caracteristicas vinculadas a la manipulacion genética
implicada en la obtencion de "supermachos” YY modificados. Alguna evidencia existe de
que las hormonas esteroides disminuyen la capacidad hiposmorreguladora de trucha de mar
(Salmo trutta; Madsen y Korsgan, 1991), a pesar de una evidencia méas directa de una
posible capacidad omoregulatoria menor de los machos en comparacién con las hembras
debe ser establecido. Otra posibilidad debe estar relacionada con una caracteristica ligada
al sexo como el crecimiento, porque la tolerancia a la salinidad es a menudo una
correlacion negativa con la capacidad de crecimiento, aunque esto no fue el caso en el
presente trabajo, ya que el grupo H3 presenté la menor tasa de crecimiento. EI mayor
crecimiento correspondié a la H2 grupo que también present6 la mayor tolerancia a
salinidad.

7.3.- Busqueda de variacion genética de genes candidatos para crecimiento en
poblaciones de tilapia Oreochromis niloticus.

En el presente trabajo se utilizo la estrategia de genes candidatos para encontrar y validar
variacion genética que se asocie a rasgos de crecimiento en la tilapia. Algunos estudios han
indicado que este enfoque dirigido es una herramienta eficaz para el descubrimiento de
SNPs en genes que regulan rasgos especificos (Primmer et al., 2002; De-Santis y Jerry,
2007; Hemmer-Hansen et al., 2011). Se re-secuenciaron 1,563 pb del gen GH (30 % regién
promotora, 40 % fueron exones y 30 % de intrones) de las tres poblaciones de tilapia
seleccionadas, identificando dos transiciones en la region promotora una localizada en la
posicion -284 (A/G), la cual fue polimérfica en la poblacion re-secuenciada y otra
localizada en la posicion -271 (G/T), observado en un individuo. Para IGF-I se re-
secuenciaron 2944 pb (10% region promotora, 45% exones y 45% intrones). En la
poblacion de descubrimiento estudiada se identificaron un total 8 cambios nucleotidicos (6
transversiones y 2 transiciones), 4 ubicados en los intrones (T/A, G/A, C/IGy T/G)y 4 en la
region promotora (G/C, T/A, C/G y C/T). El nimero medio de polimorfismos en regiones
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intronicas fue mayor en comparacion con las region de los exones y promotoras similar a lo
reportado por Diopere et al., (2013). Para el gen Miogenina (MyoG), se re-secuenciaron
1,146 pb, 66% de la region codificante del gen en seis individuos donde se identificd una
transicion en la region no codificante (C/T), en 4 de 6 individuos re- secuenciados. En total
se identificaron 11 variaciones nucleotidicas en la poblacion de descubrimiento, el gen
IGF-1 fue el que presentd mayor variabilidad genética, seguido por el gen GH y MyoG.
Dentro de los genes existen variaciones funcionales que pueden producir alguna deficiencia
en el crecimiento debido a que existe una fuerte evidencia de que la presencia de SNPs en
regiones promotoras influyendo en la actividad transcripcional del gen (modulando la union
de factores de transcripcion) (Zou y Liu, 2015), lo cual coincide con los resultados
observados en este estudio, ya que se identificaron dos variaciones de tipo SNPs en la
region promotora del GH. Aungue en los individuos estudiados no se logré observar algun
patrén de asociacion de los cambios observados con el origen o productividad, en otras
especies este tipo de variaciones como el descrito por Li et al., (2012) identificaron
polimorfismos en el promotor del gen miostatina (MSTN) en lenguado manchado
(Verasper variegatus) los cuales fueron asociados a caracteristicas de crecimiento
demostrando que uno de los genotipos era significativamente mas altos en el sexo
femenino de lenguado manchado, sugiriendo que podria ser seleccionado como un gen
candidato para el mejoramiento molecular del crecimiento individual en esta especie. En
Solea solea L. se realizd la basqueda de nuevos polimorfismos de nucleotido simple (SNPs)
en genes candidatos para crecimiento incluyendo Miogenina observando el mayor ndmero
de nuevos polimorfismos en las region intronica de los genes en estudio (Diopere et al.,
2013), estas variaciones en las regiones no codificantes pueden afectar la estabilidad de la
proteina, en sitios de “splicing” (sitios donde ocurre la eliminacion de intrones y unién de
exones) o en regiones intragenicas (Checa- Caratachea 2007) existen algunos reportes de
asociaciones entre variables de peso y polimorfismos en regiones no codificantes en genes
relacionados al crecimiento en especies peces como Paralichthys olivaceus (Kang et al.,
2002), Salmo salar (Gross y Nilsson, 1999) y Salvelinus alpinus (Tao y Boulding, 2003).
En el presente estudio en el gen MyoG se pudo observar una variacion en la region del
intrén, este gen codifica un factor de regulacién miogenica altamente conservada que esta

involucrada en el muasculo de terminales de diferenciacion, donde se ha demostrado que en
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mamiferos la metilacion de citosinas dentro del promotor MyoG juega un importante papel
en la regulacion de su transcripcion (Du et al., 2003). Blanck et al. (2009), observé una
asociacion entre el polimorfismo (GH1- Pstl), en el intron 1 del gen de la hormona de
crecimiento con las caracteristicas corporales de diferentes variedades de la tilapia del Nilo
(Chitralada y GIFT), ya que el polimorfismo descrito para el intron 1 del gen GH1 de
tilapia del Nilo tuvo una correlacion significativa con la longitud total, altura y ancho del
cuerpo, asi como, una asociacion con un mejor rendimiento mediante la regulacion del gen
de la GH (GH1-Pstl). Para los genes de GH y MyoG se logro validar las variaciones
observadas en la poblacién de descubrimiento, observando que el genotipo GHpA1AA se
encontré en una frecuencia 1.58%, siendo el genotipo heterocigoto (GHpA1AG) el que
presentd la frecuencia mas baja (0.49%) a diferencia del 98.42 % de individuos
homocigotos encontrados para genotipo GHpA1lGG. Mientras que para el genotipo
GHpB1CC no fue encontrado en las muestras analizadas, Unicamente se presento el
genotipo GHpB1TT en 2.03 % de la poblaciones estudiadas por lo que el 97.97 % de los
genotipos fueron heterocigotos. Los resultados de las frecuencias alélicas para cada
marcador GHpALG presentaron una mayor frecuencia en las tres poblaciones, con respecto
al alelo GHpA1A. Mientras que el alelo GHpB1T presentd una frecuencia mayor en la
poblacion de H1, siendo H2 Y H3 las que presentaron una frecuencia mayor del alelo
GHpB1C entre los individuos tipificados. En lo que respecta al gen MyoG El genotipo
MyoGCC no se observé en el total de las muestras analizadas, mientras que el genotipo
heterocigoto (MyoGCT) presento la frecuencia méas baja del 19.95 % a diferencia del 80.05
% de los individuos homocigoto encontrados para el genotipo MyoGTT. Las frecuencias
alélicas para el marcador MyoGC solo se pudo observar en las poblaciones de H2 Y H3.
Mientras que el alelo MyoGT se presenté una frecuencia mayor del alelo, pudiéndose
observa en las tres poblaciones de estudio. Observando una alta proporcion de loci con
frecuencias mayores al 1%, indicando que las poblaciones en estudio fueron polimdrficas
para los tres marcadores en las tres poblaciones .En peces como Gadus morhua (Hemmer —
Hansen et al., 2011) y lenguado (Solea solea L). (Diopere et al., 2013) se pudieron observar
frecuencias alélicas mayores al 1% en poblaciones donde se realiz6 busqueda y validacion
de nuevos polimorfismos de nucledtido simple en genes candidatos para crecimiento,

maduracion y reproduccion, los marcadores validados les permitié un mejor conocimiento
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de la heredabilidad y base molecular los datos obtenidos fueron claves para controlar y
mejorar el éxito de reproduccion y maduracion en las especies estudiadas. Las frecuencias
encontradas para las tres variaciones estudiadas, permitieron validarlas como SNP’s en las
poblaciones de tilapia estudiadas y son marcadores candidatos para el disefio de estrategias

que identifiquen su beneficio puntual sobre caracteristicas de importancia productiva.

8.- Conclusiones

o No se presentaron diferencias significativas (P > 0.05) en las variables relacionadas
con el desempefio reproductivo y calidad del huevo entre las 3 poblaciones de tilapia
Orechromis niloticus.

o Para la calidad de juvenil se presentan variaciones (P < 0.05) en el peso de las larvas

después de la eclosion y crecimiento después de 45 dias de cultivo, entre las poblaciones

estudiadas
o Las pruebas de estrés a salinidad presenta variacion entre las poblaciones (P < 0.05).
o Se presenta una correlacion positiva en el contenido de carbohidratos de huevo vy la

mortalidad de amonio en pruebas de estrés.
o Se obtuvieron en el gen IGF-I, 8 nuevos polimorfismos en la basqueda de genes
candidatos en la poblacién de descubrimiento de poblaciones de tilapia Oreochromis

niloticus.

o El gen GH presenta variaciones de tipo SNPs en la regién promotora, asi como
también se observo variacion en la longitud de un microsatélite localizado en la posicion
311 de la region no codificante, este evento se pudo observar en 14 individuos de 15

analizados.

o El gen MyoG fue el menos variable entre los individuos con respecto a la secuencia

de referencia se observé 1 cambio nucleotidicos (T/C) en 4 individuos.

o Parametros de calidad de huevo (contenido de carbohidratos) y juveniles (peso de la
larva después de la eclosién, crecimiento y pruebas de estrés a salinidad), pudiera ser una
herramienta atil para determinar calidad de la progenie. Las variaciones en genes

candidatos, permitira generar las bases para realizar una asociacion con caracteristicas de
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crecimiento en tilapia con el fin de determinar su uso potencial como marcadores de
seleccidn asistida, ya que puede ser una estrategia de solucion para cumplir con las altas
demandas de las especies de cultivo como lo es la tilapia.
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