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Identificacion de variantes genéticas en tilapia

Identificacién de variantes genéticas asociadas al
crecimiento en tilapia mediante analisis de SNPs
en poblaciones del estado de Nayarit

Identification of Genetic Variants Associated
with Growth in Tilapia through SNPs Analysis in
Populations from the State of Nayarit

Resumen

La tilapia representa la tercera especie acui-
cola de mayor produccién a nivel mundial, gracias
a su alto rendimiento productivo, valor nutricional
y bajo costo de cultivo. El uso de herramientas bio-
tecnoldgicas ha impulsado significativamente su
desarrollo, permitiendo la identificacién de rasgos
de interés en programas de mejoramiento, como el
crecimiento, mediante el analisis de genes asocia-
dos a este caracter. El objetivo del presente estudio
fue identificar variantes de un solo nucleétido
(SNPs) en genes relacionados con el crecimiento.
Para ello, se recolectaron 50 individuos en distintas
localidades del estado de Nayarit, los cuales fueron
sexados, marcados y muestreados para la obtencion
de sangre. El ADN gendmico fue extraido utilizan-
do un kit comercial de la marca Qiagen, siguiendo
el protocolo del fabricante. Posteriormente, se llevé
a cabo la amplificaciéon por PCR empleando con-
centraciones de dNTPs (0.4 nM), iniciadores (0.5
uM) y GoTaq DNA Polimerasa (2.5 U). Los produc-
tos amplificados fueron secuenciados y analizados
mediante el software CodonCode Aligner, identifi-
candose polimorfismos en 14 individuos. En el gen
amplificado con el iniciador GHp se detectaron cin-
co transiciones y seis transversiones entre las posi-
ciones 231 y 435 pb; mientras que con el iniciador
GH2 se observaron tres transiciones y cinco trans-
versiones entre las posiciones.

Palabras clave: Tilapia, SNPs, crecimiento, biotecnolo-
gia, andlisis genético, Nayarit

Abstract

Tilapia is the third most produced aquacul-
ture species worldwide, thanks to its high producti-
ve performance, nutritional value, and low cultiva-
tion cost. The use of biotechnological tools has sig-
nificantly enhanced its development, enabling the
identification of traits of interest in breeding pro-
grams, such as growth, through the analysis of ge-
nes associated with this characteristic. The aim of
this study was to identify single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) in genes related to growth. To
achieve this, 50 individuals were collected from
various locations in the state of Nayarit, sexed,
marked, and sampled for blood collection. Geno-
mic DNA was extracted using a Qiagen commercial
kit, following the manufacturer's protocol. PCR am-
plification was then performed with concentrations
of dNTPs (0.4 nM), primers (0.5 pM), and GoTaq
DNA Polymerase (2.5 U). The amplified products
were sequenced and analyzed using the CodonCo-
de Aligner software, identifying polymorphisms in
14 individuals. In the gene amplified with the GHp
primer, five transitions and six transversions were
detected between positions 231 and 435 bp; while
with the GH2 primer, three transitions and five
transversions were observed between positions 488
and 543 bp.

Keywords: Tilapia, SNPs, Biotecnology, genetic
analisis, Nayarit.

INTRODUCCION

La acuicultura se define como el conjunto de activi-
dades orientadas al desarrollo de organismos y mi-
croorganismos acuaticos, tanto vegetales como ani-
males, con el objetivo de lograr una produccion ele-
vada y controlada de bienes alimenticios, principal-
mente para mejorar el abastecimiento de consumo

(FAO, 2020).
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En México, la acuicultura es considerada
un tema de seguridad nacional y una parte esen-
cial de la actividad econémica y social del pais
(FAO, 2022). En 2018, la produccién mundial de
acuicultura alcanzé un récord de 96.4 millones
de toneladas, lo que representé un aumento del
5.4% con respecto a afios anteriores. A nivel glo-
bal, la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) ocu-
po el tercer lugar entre las especies mas produci-
das, alcanzando 10.3 millones de toneladas, lo
que implicé un incremento del 51% en compara-
cion con 2016 (FAO, 2020). Este crecimiento en la
produccién de tilapia se atribuye a su alta resis-
tencia a enfermedades, rapido crecimiento, facili-
dad de manejo, capacidad de sobrevivir en am-
bientes con bajos niveles de oxigeno y su habili-
dad para alimentarse de una amplia gama de
alimentos (Cuevas-Rodriguez et al., 2017).

El cultivo de la tilapia ha experimentado
un notable crecimiento global, con avances signi-
ficativos en el desarrollo de tecnologias debido a
su creciente aceptacion en el mercado internacio-
nal, especialmente en Estados Unidos. México es
uno de los principales productores de tilapia en
América Latina, aunque sus exportaciones si-
guen siendo limitadas (Ruiz-Velazco et al., 2006).
Segun Ruiz-Campos (2012), la tilapia fue intro-
ducida en México durante la década de los 70
como parte de un programa nacional de piscicul-
tura rural para apoyar a los productores acuico-
las. En el estado de Nayarit, la tilapia ocupa el
segundo lugar entre las especies mas cultivadas.
Actualmente, los cultivos de tilapia en este esta-
do estan concesionados en 109 cuerpos de agua
para su explotacion comercial, y se tiene registro
de siembra en 184 cuerpos de agua. La acuicultu-
ra en Nayarit demanda un desarrollo sostenible
de los recursos biolégicos y econémicos disponi-
bles para el sector acuicola. Por lo tanto, el éxito
del desarrollo acuicola dependerd de la imple-
mentacioén de tecnologias eficientes, innovacion y
la modernizacion de los procesos (Ponce-Palafox
et al., 2018).

Aunque las tecnologias genéticas no ha-
bian sido consideradas un componente estdndar
de la produccién acuicola, en la dltima década ha

aumentado su aplicacién en la mejora genética
de las especies cultivadas. Actualmente, 10 de las
19 especies acuicolas mds cultivadas estan bajo
algan tipo de selecciéon genética (Jaser et al.,
2017). Una de las herramientas biotecnologicas
clave en este proceso es la genotipificacién o ca-
racterizacion molecular de poblaciones animales,
que ha ganado relevancia por su impacto en la
productividad. La implementacién de la biotec-
nologia en la industria acuicola ha permitido ca-
racterizar la variabilidad genética presente en el
ADN de los organismos, mejorando la compren-
sion de la relacién genotipo-fenotipo. Esto ha
generado avances en la seleccion de progenitores
candidatos, reduccion del intervalo generacional
y aumento de la ganancia genética (Cuevas-
Rodriguez et al., 2016).

Una de las alternativas para hacer mas
rentable el cultivo de tilapia es identificar e in-
corporar caracteres fenotipicos a partir de colec-
tas silvestres o semi-silvestres, mejorando asi las
variedades locales con potencial productivo. Me-
diante cruzas entre individuos genéticamente
diversos, se pueden incorporar caracteristicas
deseables en el cultivo, como el crecimiento, que
es uno de los rasgos mds importantes para la
acuicultura (Hemmer-Hansen et al., 2011). En
vertebrados, la hormona de crecimiento (GH) es
la principal responsable del crecimiento somati-
co. En peces, esta hormona regula el metabolis-
mo energético, la reproduccién, la osmorregula-
cion, el comportamiento y las funciones inmuno-
l6gicas. La estructura genética de la hormona de
crecimiento en peces es variable, con algunos
grupos presentando cinco exones y cuatro intro-
nes, como en los tetrdpodos, o seis exones y cinco
intrones, siendo los exones 5 y 6 producto de la
insercion de un intrén en el dltimo exén
(Delgadin, 2016). Se han identificado los recepto-
res de la hormona de crecimiento (GHR-I y GHR
-II) en peces, los cuales se expresan en el higado.
La hormona de crecimiento, a través de estos re-
ceptores, estimula la producciéon de factores de
crecimiento similares a la insulina, que intervie-
nen en diversas funciones fisiolégicas (Cotrino,
2016).
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Con base en lo anterior, el objetivo de este
estudio es identificar variaciones de un solo nu-
cleétido (SNPs) localizadas en genes relacionados
con el crecimiento en poblaciones de tilapia de la
region de Nayarit.

MATERIALES Y METODOS
Recolecta de muestra

Se realizaron muestreo en distintos munici-
pios del estado de Nayarit, para seleccionar las zo-
nas de recoleccion donde se seleccionaron organis-
mos vivos (n=50) trasladdndolos a la Escuela Na-
cional de Ingenieria Pesquera, de la Universidad
Auténoma de Nayarit, en San Blas, Nayarit; poste-
riormente fueron colocados en un estanque para su
aclimatacion, con entrada de agua constante y aera-
cién continua.

Para evaluar la poblacién experimental de descu-
brimiento e identificar la variabilidad genética en
las poblaciones de estudio. Se extrajeron muestras de
sangre de la aleta caudal y el ADN se aisl6 utilizan-
do el kit comercial DNA marca Qiagen.® El gen de
la hormona de crecimiento de tilapia O. niloticus,

posee 2341 pb y su secuencia se encuentra disponi-
ble en la base de datos del Centro Nacional de In-
formacién en Biotecnologia de Estados Unidos
(National Center of Biothecnology Information,
NCBI), bajo el c6digo LOC100534452 en su tltima
version para los cuales, se disefiaran los oligos es-
pecificos en regiones flanqueantes con el programa
Primer Select V7.0.0 de la Suite Lasergene, DNAS-
TAR'y reportado por Cuevas-Rodriguez et al.
(2016) (Tablal). Las amplificaciones de los frag-
mentos del gen se realizaron con variaciones en las
concentraciones de ADN molde, magnesio, tempe-
ratura y programas de PCR. Se utilizaron concen-
traciones de dNTPs (0.4 nM), primers (0.5 uM) y
GoTaq DNA Polimerasa (2.5 U), la temperatura de
alineamiento 60°C y 50ng de muestra de ADN. Los
productos de PCR purificados fueron secuenciados
en ambas direcciones en un secuenciador automati-
co ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®). Una vez obtenidas las secuencias de
nucleétidos, los alineamientos de secuencias y la
identificaciéon de SNPs se realizaron utilizando el
software PolyPhred (Nickerson et al., 1997).

Tabla 1.- Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion del gen GH

Nombre del Primer Secuencia (5'- 3’)

Tamaifio del producto de PCR en

pb

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

2 GH2 A:ttctgtatgcacctgtgtatt 510pb
B:agtcaggtggttagtcgcattggt

3 GH3 A: acacaggaca gaagagcgca 552pb
tactgaagacta
B: ctgctggttgagggaggac

4 GHp A:gtcgacctttatttcaga 466pb

B:gctcagagtttttgctttta
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RESULTADOS
Identificacion de los polimorfismos
Polimorfismos en el gen GH

Se obtuvieron satisfactoriamente 14 mues-
tras de ADN, los cuales se organizaron bancos dis-
tintos de acuerdo a la poblacién de origen.
Para el gen GH, se secuenciaron 600 pb en 14 orga-
nismos de dos poblaciones, dando un total de 8,400
pb analizadas.

En las secuencias con el primer GHp se ob-
servaron variaciones polimorficas en cuatro indivi-

duos; en el organismo 2 se observé una transiciéon
(A/G) localizada en la posicién 231 y dos transver-
siones (A/C) y (C/A) localizadas en la posicion
383 y 434 respectivamente. En el organismo 3 se
localizaron cuatro transiciones, dos (A/G), (T/C)y
(T/G) desde la posicién 274 hasta la 289; dos trans-
versiones (T/G) localizada en la posiciéon 294 y (T/
A) en la posicion 319. Los organismos 11 y 14 com-
parten una transversion (C/G) localizada en ambas
en la posicion 435. Todos localizados en la region
promotora (tabla 2).

Tabla 2.- Polimorfismos observados en la hormona GH con el primer GHp
Gen Organismo Polimorfismo Localizacion Region
2 Transicion A/G 231
2 Transversion A/C 383
2 Transversion C/A 434
3 Transicion C/T 274
3 Transicion A/G 284
GHp 3 Transicién A/G 286 Promotor
3 Transicion T/C 289
3 Transversion T/G 294
3 Transversion T/A 319
11 Transversion C/G 435
14 Transversion C/G 435

En el primer GH2 se localizaron polimor-
fismos en 3 individuos diferentes, una transver-
sién en el organismo dos (C/G) localizada en la
posicion 543. En el organismo 6 una transiciéon
(T/C) localizada en la posicién 532 y una Trans-
version (T/A) localizada en la posicién 536. En el
organismo 14 se localizaron dos transiciones (A/
G), (C/T) localizado en la posicién 488 y 527 res-

pectivamente y tres transversiones (G/C), (T/A)y
(C/A) localizadas desde la posicién 513 hasta la
515. Todas en la regién codificante (Tabla 3). De
forma individual el individuo marcado con el na-
mero 2 y 14 cuentan con polimorfismos de ambos
tipos en los dos iniciadores.

Tabla 3.- Polimorfismos observados en la hormona GH con el primer GH2

Gen Organismo Polimorfismo Localizacion Region
2 Transversion C/G 543
6 Transicién T/C 532
6 Transversion T/A 536
14 Transicién A/G 488

GH2 14 Transversion G/C 513 Codificante

14 Transversion T/A 514
14 Transversion C/A 515
14 Transicién C/T 527
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Discusion

El incremento en la investigacién de las bases gené-
ticas, con énfasis en rasgos fenotipicos como la he-
redabilidad y las correlaciones genéticas (Gjerde,
1986; Vandeputte et al., 2004), junto con la exitosa
adaptacion de planes de mejoramiento genético
disefiados para especies acuicolas (Dupont-Nivet et
al., 2006), ha impulsado avances significativos en la
acuicultura. Este mejoramiento se ha potenciado
gracias a la genética molecular, la cual ha revolu-
cionado diversas tecnologias con un objetivo cen-
tral: estudiar la composicion genética de los indivi-
duos a nivel de secuencia de acido desoxirribonu-
cleico (ADN), con el fin de reforzar la seleccion de
crias desde edades tempranas y predecir con ma-
yor precision su fenotipo en la etapa adulta.
(Cuevas- Rodriguez et al., 2017). Para alcanzar este
proposito, es fundamental localizar e identificar
genes y sus polimorfismos asociados a rasgos de
interés, con el objetivo de utilizarlos posteriormen-
te como marcadores moleculares en distintas espe-
cies de los sistemas productivos, estrategia conoci-
da como seleccion asistida por genes (GAS, por sus
siglas en inglés) (De-Santi y Jerry, 2007).

El crecimiento es un rasgo productivo prioritario
en muchas especies acuicolas, por lo que el uso de
herramientas como la seleccién asistida por genes
(GAS) en estrategias de mejoramiento genético
puede representar una ventaja econémica al redu-
cir el tiempo necesario para lograr mejoras signifi-
cativas en la producciéon. En peces, al igual que en
la mayoria de los mamiferos, el crecimiento y el
desarrollo estdn regulados principalmente por el
eje somatotrofico. La identificacion de polimorfis-
mos genéticos en los genes que conforman este eje
ha permitido la aplicacién de la estrategia GAS en
diversas especies tanto de peces como de mamife-
ros (De-Santi y Jerry, 2007).

Los genes candidatos son aquellos cuya funcién
biolégica es conocida y que, generalmente, estan
involucrados en el desarrollo o la fisiologia de una
caracteristica especifica. Estos pueden clasificarse
como genes estructurales, reguladores o genes que
participan en rutas metabdlicas. La estrategia basa-
da en genes candidatos se centra en la identifica-
cién y selecciéon de polimorfismos de un solo nu-
cledtido (SNP, por sus siglas en inglés), lo que suele

implicar la secuenciacién completa del gen en la
poblacion de estudio (Yafiez et al., 2020).

Un objetivo clave del uso de SNPs en esta estrate-
gia es su capacidad para revelar sustituciones nu-
cleotidicas en posiciones especificas del codén, las
cuales pueden o no modificar la secuencia ami-
noacidica. Estas sustituciones se clasifican en dos
tipos: las sustituciones nucleotidicas sinénimas
(sSNPs) o silenciosas, que no alteran el aminoacido
codificado; y las sustituciones no sinénimas
(nsSNPs) o anténimas, que si producen un cambio
en el aminoécido (Gou et al., 2017).

Los genes del eje somatotroéfico, asi como aquellos
relacionados con el desarrollo muscular, han sido
ampliamente caracterizados con el fin de identifi-
car polimorfismos genéticos que permitan seleccio-
nar individuos con mayor potencial productivo en
peces (Liu et al., 2014). En Oreochromis niloticus, los
principales genes de este eje han sido secuenciados,
revelando variaciones genéticas asociadas a rasgos
productivos como el crecimiento. Jaser et al. (2017)
sugieren que la variacién en crecimiento estd mas
relacionada con la genética del organismo que con
las condiciones de cultivo, observando que un au-
mento en la variabilidad genética conlleva un in-
cremento en el peso de cosecha.

Black et al. (2009) encontraron una asociacién signi-
ficativa entre un polimorfismo (GH1-Pstl) ubicado
en el intron 1 del gen de la hormona de crecimiento
(GH) y diversas caracteristicas corporales de distin-
tas variedades de tilapia del Nilo, tales como longi-
tud total, altura y ancho del cuerpo, lo cual sugiere
un papel regulador de este gen sobre el rendimien-
to productivo. De forma complementaria, Yue y
Orban (2001) reportaron que la mayoria de las va-
riaciones genéticas del gen GH se localizan en los
intrones, principalmente como inserciones, delecio-
nes, repeticiones y SNPs. Por su parte, Streelman y
Kocher (2002) asociaron la longitud de un microsa-
télite en el promotor del gen prolactina con el creci-
miento y niveles de expresién de este gen en cruces
entre O. mossambicus (adaptada a salinidad) y O.
niloticus (adaptada a agua dulce).
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Asociaciones similares entre polimorfismos en re-
giones codificantes y no codificantes del gen GH y
rasgos de crecimiento han sido descritas en otras
especies, como Paralichthys olivaceus (Kang et al.,
2002), Salmo salar (Gross 'y

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

La hormona de crecimiento (GH) es un polipéptido
que desempefia un papel fundamental en la esti-
mulacion del crecimiento en vertebrados, incluidos
los teledsteos. Sus secuencias de aminoacidos estan
conservadas filogenéticamente (Watahiki et al,,
1989), lo que se refleja también en la conservacién
de su funcién biolégica. En general, la GH regula el
crecimiento somatico mediante procesos de hiper-
trofia e hiperplasia celular. En peces tele6steos,
ademads, cumple funciones clave como la osmorre-
gulacion (Mancera y McCormick, 1998), control de
la esmoltificaciéon (Bjornsson et al., 2000) y sintesis
de proteinas anticongelantes (Idler et al., 1989).

Gracias a estudios de clonaciéon y caracterizacién
del gen GH en especies de interés comercial, como
carpa comun (Cyprinus carpio), bagre de canal
(Ictalurus punctatus), dorada (Sparus aurata) y sal-
moén del Atlantico (Salmo salar), se ha avanzado sig-
nificativamente en el entendimiento de su regula-
ciéon genética (Chiou et al., 1990; Tang et al., 1993;
Almuly et al., 2005).

En este trabajo se utiliz6 la estrategia de genes can-
didatos para identificar variacién genética asociada
a rasgos de crecimiento en tilapia. Para el gen GH,
se re-secuenciaron 600 pb en 14 organismos de dos
poblaciones, totalizando 8,400 pb analizadas. Se
identificaron variaciones polimérficas del tipo
SNPs en cuatro individuos, todas localizadas en la
region promotora del gen, detectdndose una transi-
cién y dos transversiones en las posiciones 383 y
434, respectivamente. En el individuo ntimero 3 se
hallaron cuatro transiciones [(A/G), (T/C), (T/G)]

entre las posiciones 274 y 289, asi como dos trans-
versiones [(T/G) en la posicion 294 y (T/A) en la
319]. Los organismos 11 y 14 compartieron una
transversion (C/G) en la posicion 435 (Tabla 2).

Las variaciones funcionales dentro de regiones pro-
motoras pueden afectar la actividad transcripcional
del gen, modulando la union de factores de trans-
cripcion (Zou y Liu, 2015), lo que coincide con los
hallazgos de este estudio. Aunque no se plante6
una asociacion directa con el origen o productivi-
dad de los organismos, estudios como el de Li et al.
(2012) han demostrado que polimorfismos en regio-
nes promotoras de genes como MSTN en lenguado
manchado (Verasper variegatus) se asocian significa-
tivamente con el crecimiento, incluso de forma sexo
-especifica.

En este estudio se observaron variaciones del tipo
SNP en la region codificante del exén II del gen
GH. En tres individuos se detectaron mutaciones
especificas: en el organismo 2, una transversion (C/
G) en la posicién 543; en el organismo 6, una transi-
cion (T/C) en la posiciéon 532 y una transversion
(T/A) en la 536; mientras que en el organismo 14 se
encontraron dos transiciones (A/G y C/T) en las
posiciones 488 y 527, y tres transversiones (G/C, T/
A, C/A) entre las posiciones 513 y 515 (Tabla 3).

Los SNPs en exones, especialmente los no sinéni-
mos (nsSNP), son de gran relevancia debido a su
impacto potencial en el fenotipo, al modificar la
secuencia aminoacidica de la proteina (Ramensky
et al., 2002). En tilapia del Nilo, estas variantes han
mostrado asociaciones con caracteristicas como lon-
gitud total y estandar, profundidad y ancho corpo-
ral, y peso, lo que respalda su uso en programas de
seleccion asistida por marcadores (Zou et al., 2015).
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