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RESUMEN 

 

                    La presente investigación, logra la identificación de un fragmento de la secuencia 

de ADN en el promotor del gen de la miostatina, relacionado con el desarrollo muscular en dos 

variedades (Silvestre y Albina) del pez Paco (Piaractus brachypomus; Cuvier, 1818) del Perú, 

considerado un recurso ictícola de gran importancia nutricional para la región de la selva 

peruana. Con la información reportada en el Genbank, se empleó la secuencia del promotor del 

gen de Miostatina del pez Tilapia (Oerochromis niloticus; Genbank con No. de acceso 

XM_003458832) para diseñar un juego de primers que amplificaba la secuencia promotora de 

la Tilapia. Y luego éstas fueron utilizadas en las dos variedades del pez Paco obteniéndose 

secuencias únicas de aproximadamente 350 pb. Un análisis bioinformático posterior de las 

secuencias promotoras amplificadas alineadas permitió establecer su alta homología 

conservada (98%) entre los promotores de ésta especie con la de Tilapia.  Asimismo, la 

secuencia nucleotídica consenso de 307 pb del promotor del gen de Miostatina de las dos 

variedades del pez Paco (Piaractus brachypomus) con la secuencia de la Tilapia generó un 

árbol filogenético acorde a la historia evolutiva predicha. Se concluye que éstas secuencias 

obtenidas del promotor del gen de Miostatina del pez Paco podrían ser útiles para su edición 

génica por Crispr Cas a futuro. Y generar una línea “hipermuscularizada” de interés comercial. 

 

Palabras clave: Piaractus brachypomus, miostatina, acuicultura, promotor. 
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ABSTRACT 

 

 

The present research has identified a fragment of the DNA sequence in the promoter of 

the myostatin gene, related to muscle development in two varieties (Silvestre and Albina) of 

the Peruvian Paco fish (Piaractus brachypomus; Cuvier, 1818), which is a fish resource of great 

nutritional importance for the Peruvian jungle region. With the information reported in 

Genbank, the promoter sequence of the Myostatin gene of Tilapia (Oerochromis niloticus; 

Genbank accession no. XM_003458832) was used to design a set of primers that amplify the 

promoter sequence of Tilapia. These sequences were used in the two strains of Paco fish 

obtaining unique sequences of approximately 350 bp. Subsequently, a bioinformatic analysis 

of the aligned amplified promoter sequences was performed, which allowed establishing their 

high conserved homology (98%) between the promoters of this species and that of Tilapia.  

Likewise, the consensus nucleotide sequence of 307 bp of the Myostatin gene promoter of the 

two varieties of the Paco fish (Piaractus brachypomus) with the Tilapia sequence generated a 

phylogenetic tree according to the predicted evolutionary history. It is concluded that the 

sequences obtained from the promoter of the Myostatin gene of the Paco fish could be useful 

for gene editing by Crispr Cas in the future and be able to generate a "hypermuscularized" line 

of commercial interest. 

 

 

Keywords: Piaractus brachypomus, myostatin, aquaculture, promoter. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

En Perú, en los últimos años, se ha experimentado un notable crecimiento en la industria 

de la acuicultura. siendo los principales grupos animales cultivados en agua dulce, los peces y 

crustáceos, con especies que cuentan como fuente importante de proteína animal y tienen un 

alto valor nutricional; estas especies cultivadas abastecen a las poblaciones de las zonas rurales 

directamente e indirectamente, a las personas que los consumen por compra de importación en 

sus localidades (Mendoza, 2011). Además, el cultivo de especies ictícolas y de algunos 

crustáceos son base principal de ingresos económicos para las poblaciones que habitan en las 

riberas de ríos y lagunas en todo el territorio peruano, sin embargo, existen signos de 

sobrepesca sobre estas especies que afectan los ecosistemas acuáticos de estas zonas (Kleeberg, 

2019). En la última década, se está buscando peces nativos con mayor tasa reproductiva y de 

crecimiento, que incrementen la producción de la acuicultura peruana (Ruiz, 2012). 

 

El gen de Miostatina produce crecimiento muscular cuando es inhibido por mutación 

de tipo espontánea o inducida (Ohama et al., 2020). Se ha realizado amplificación y 

secuenciamiento en algunas especies de peces comerciales como la tilapia, salmón y la trucha, 

u otros como medaka, donde se ha inhibido la expresión génica de la Miostatina por técnicas 

de edición de genes que producen mutaciones y están hoy disponibles comercialmente a nivel 

mundial (Sawatari, 2010). Como fin se obtienen líneas de peces de mayor tamaño y peso 

comercial, en menor tiempo y a menor costo; dando progresos significativos a la acuicultura 

del futuro (Mesa, 2007).  

 

Es así que el presente estudio es una contribución a la acuicultura peruana, ya que la 

mejora en la producción, así como también en la economía nativa del sector amazónico, está 
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directamente relacionada con la dinámica de crecimiento de las especies de peces cultivados, 

iniciando con el proceso de identificación y caracterización de uno de los genes más destacados 

en el desarrollo de la masa muscular, como es el caso del gen de la miostatina. 

1.1 Descripción y Formulación del Problema 

La acuicultura es considerada una alternativa o suplemento que provee de proteína 

animal en áreas de la selva donde existe dependencia de estos peces como importante fuente 

de alimento cárnico. Lo mismo ocurre en algunas regiones de la costa norte y del centro del 

Perú donde han empezado a criarse en cautiverio.  

Entre las especies de mayor producción en la acuicultura amazónica, se encuentran la 

gamitana con una tasa de crecimiento anual del 42% (en el período de 2002 a 2010), el sábalo 

cola roja con un crecimiento anual del 24%, el paco con un 13% de crecimiento anual, el 

boquichico con un 24%, y el paiche, que está emergiendo y tiene el potencial de convertirse en 

una de las especies clave en la acuicultura amazónica. (Mendoza, 2011). 

  

Hasta la actualidad, en el Perú no se ha realizado ningún análisis genético molecular 

del gen de la Miostatina en especies de peces dulceacuícolas nativos más importantes como 

son el paiche, la gamitana, el boquichico, el zúngaro, la palometa y otros de la Amazonía como 

el Paco. El paco posee un crecimiento acelerado que lo hace candidato para ser editado 

genéticamente y obtener mejora en crecimiento a futuro. Por eso la caracterización de la 

variabilidad genético molecular del gen de Miostatina, constituye el primer paso crucial para 

obtener una nueva línea de peces nativos como el Paco con mayor ganancia de carne y mejor 

calidad proteica de la misma (Mesa, 2007). 

 

La información que se conoce del gen de Miostatina en peces, es todavía muy limitada, 

ya que, si bien se ha descrito su secuencia nucleotídica y la conservación de esta, entre algunas 



10 
 

especies, falta dilucidar más a nivel de su funcionalidad en la proliferación celular y 

crecimiento en masa de tejidos, en peces con importancia económica (Gabillard et al., 2013). 

Si bien se han realizado estudios genéticos moleculares como la aplicación de herramientas 

para diferenciar entre especies de peces comerciales, por ejemplo, los llamados marcadores 

moleculares o códigos de barras (Flores, 2018), no se tiene estudios referentes al gen específico 

Miostatina, en Piaractus brachypomus (pez “Paco”). Por ello nos formulamos algunas 

preguntas como ¿Cuál es la variabilidad genética molecular del gen de la Miostatina en 

Piaractus brachypomus (paco) y qué implicancias tendría su caracterización para programas de 

mejoramiento genético en acuicultura amazónica?, ¿Es posible diseñar y validar primers 

específicos que amplifiquen la región promotora del gen de la Miostatina en el paco?, ¿Qué 

grado de conservación o variabilidad presenta la secuencia promotora de la Miostatina en 

comparación con otras especies de peces de interés acuícola? 

 

El presente trabajo tratara de responder a estas preguntas y  realizará un estudio genético 

molecular del gen de la Miostatina, mediante el uso del análisis del ADN por PCR con la 

finalidad de obtener primers que permitan la amplificación de la secuencia nucleotídica del 

promotor en este pez comercial y obtener información génica que pueda ser utilizada para el 

mejoramiento genético cárnico de esta especie ictícola.  

1.2 Antecedentes 

 

La miostatina (GDF8) es un miembro de la superfamilia de factores de crecimiento 

transformante-β y desempeña un papel fundamental en la regulación, desarrollo y 

funcionamiento del músculo esquelético. Se expresa de manera exclusiva y actúa inhibiendo 

el crecimiento y la diferenciación celular, como se documentó por primera vez en el estudio de 

Hanset et al. (1982). La deficiencia del gen de miostatina conlleva a una hipertrofia muscular, 
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lo que significa un aumento en el número de fibras musculares, como se descubrió en la 

investigación realizada por McPherron et al. (1997). Dentro de esta superfamilia de factores de 

crecimiento transformante-β, se han diseñado estrategias efectivas para bloquear la vía de 

señalización de la Miostatina. Los inhibidores de la Miostatina han mostrado un gran potencial 

para incrementar de manera significativa el desarrollo muscular en modelos animales, como se 

evidenció en el estudio de Xu et al. (2013). La Miostatina actúa como un regulador negativo 

del crecimiento del músculo esquelético. Así también, en el ganado de doble musculatura por 

la hipertrofia (aumento en el diámetro de fibras) y/o hiperplasia (aumento en el número de 

fibras) del músculo esquelético (Kambadur et al., 1997).  

Radaelli et al. (2003), ha caracterizado la secuencia y patrón de expresión de la 

miostatina en varias especies de peces de importancia comercial.  

Hasta la fecha, se ha llevado a cabo la caracterización molecular de la secuencia del 

gen de la miostatina a partir del músculo esquelético en diversas especies de peces de 

importancia comercial y ornamental. Estas especies incluyen Tilapia (Oreochromis 

mossambicus) (Rodgers et al., 2001), Paco (Piaractus mesopotamicus) (Gutierrez de Paula et 

al., 2014), Trucha (Onchorynchus mykiss) (Rescan et al., 2001), salmón del Atlántico (Salmo 

salar) (Østbye et al. 2001), Bagre de Canal (Ictalurus punctatus) (Khalil et al. 2017), pez Cebra 

(Danio rerio) (Xu et al., 2007) y Medaka (Oryzias latipes) (Sawatari et al., 2010).  

 

La miostatina es una proteína que forma parte de la familia TGF (Transforming Growth 

Factor), la cual engloba factores de crecimiento encargados de regular la proliferación y 

diferenciación celular. Estos factores también modulan la síntesis de la matriz extracelular y la 

función biológica de otros factores de crecimiento. Estas funciones se desempeñan tanto 

durante el desarrollo embrionario como en la vida adulta, contribuyendo así al mantenimiento 

de la homeostasis y la regulación tisular, (Hogan, 1994; Fuente, 2016). 
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Los investigadores Lee y  McPherron (1997) de la Universidad Johns Hopkins 

descubrieron la GDF-8 (Factores de Crecimiento y Diferenciación), también conocida como 

MSTN, mientras exploraban posibles miembros de la superfamilia del TGF-β. Durante la 

investigación, el equipo identificó un nuevo gen que mostraba una sorprendente similitud con 

los miembros previamente estudiados de esta superfamilia. En el curso de este estudio, se 

demostró que la eliminación de la región que codifica el dominio C-terminal de la proteína 

provocaba un notorio aumento en la masa muscular esquelética en ratones. Este efecto se 

atribuyó a una combinación de hiperplasia e hipertrofia, revelando así que la MSTN desempeña 

el papel de un regulador negativo en el desarrollo del músculo esquelético. 

 

Investigaciones posteriores confirmaron que las mutaciones en el gen MSTN eran 

responsables de fenotipos de "doble musculatura", como se observó en varios animales, 

incluyendo vacunos (McPherron y Lee, 1997), ovejas (Clop et al., 2006), perros (Mosher et al., 

2007) y peces (Maccatrozzo et al., 2001). 

 

La secuencia y la predisposición genética de la Miostatina han sido caracterizados en 

varias especies de peces de importancia comercial, según Maccatrozzo y colaboradores en 

2001. Se ha observado una considerable similitud entre las secuencias nucleotídicas de este 

gen en vertebrados, especialmente dentro de la misma familia. Este alto grado de conservación 

en la secuencia sugiere que la relación entre la estructura y la función está ampliamente 

conservada entre los vertebrados. En mamíferos y peces, la secuencia nucleotídica del gen de 

la Miostatina se mantiene notablemente conservada, como se señala en el estudio de Gabillard 

et al. (2013). 
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En el salmón del Atlántico (Salmo salar) se han descrito dos isoformas de miostatina 

mediante RT-PCR. Es así que, la isoforma I de la MSTN se transcribe en el músculo esquelético 

blanco como ARNm de 2346 nucleótidos que codifica una proteína precursora de 373 

aminoácidos. Esta isoforma I presenta 93% de identidad de secuencia con la isoforma II que 

fue aislada del músculo blanco como una secuencia parcial de ADNc de 1409 nucleótidos. En 

comparación con los mamíferos, en los peces se identificó en más de 20 tejidos como el 

músculo blanco, el intestino, el cerebro, las branquias, la lengua y el ojo (Rinaldi, 2022). 

 

La literatura científica ha informado sobre el aislamiento y la caracterización de copias 

idénticas de ADN de Miostatina obtenidos a partir del músculo esquelético de peces de 

importancia comercial, como la tilapia (Oreochromis mossambicus) y la basa (Morone 

chrysops) (Rodgers, 2001), el Paco (Piaractus mesopotamicus) (Gutiérrez de Paula et al., 

2014), como también en la trucha (Onchorynchus mykiss) (Rescan et al., 2001),  el salmón del 

Atlántico (Salmo salar) (Ostbye et al. 2001), la carpa común (Cyprinus carpio L.) (Sun, Yu, & 

Tong, 2012). Asímismo, en especies marinas de importancia comercial como el pez lenguado 

(Paralichthys adspersus) (Delgado et al., 2008). Incluso se ha estudiado el gen de Miostatina 

en peces modelo de laboratorio como el Medaka (Oryzias latipes) (Sawatari et al., 2010) y el 

pez Cebra (Danio rerio) (Xu et al., 2003; Acosta et al., 2005). Así también, en los últimos 

estudios respecto al gen de Miostatina en peces, se ve implementado el knockout del gen 

usando Sistema Crispr/ Cas9 en Pagrus major (Pargo japonés) y en Paralichthys olivaceus 

(Fletán japonés), logrando mutantes mejorados en cuánto al incremento de musculatura 

(Ohama et al., 2020). 

 

El pez Paco (Piaractus brachypomus) es una especie ictícola nativa del Amazonas y del 

río Orinoco. Se considera una especie de gran importancia en la acuicultura nativa de varios 
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países como Colombia, Brasil, Perú y Venezuela. Este pez ha sido también introducido y 

cultivado en varios países asiáticos, como por ejemplo Vietnam, Tailandia, Malasia y 

Bangladesh. A pesar de encontrar otras condiciones en los países de introducción, son sus 

características biológicas como su naturaleza resistente, rápida tasa de crecimiento, calidad 

superior de la carne, hábito de alimentación omnívoro, factores que la convierten en una 

excelente opción para la acuicultura (Escobar et al., 2019). 

1.3 Objetivos  

 

1.3.1  Objetivo General.  

 

Identificar y analizar la secuencia nucleotídica del promotor del gen de miostatina 

involucrado en la generación de músculo de la especie ictícola Paco (Piaractus brachypomus) 

con potencial comercial para la acuicultura peruana. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos.  

 

● Evaluar primers específicos, diseñados para el pez Tilapia (Oreochromis niloticus) 

y el pez Trucha (Oncorhynchus mykiss), en la secuencia promotora del gen de la 

Miostatina en la especie ictícola Piaractus brachypomus (pez Paco). 

 

● Identificar y secuenciar parte del promotor del gen de la Miostatina en la especie 

ictícola Piaractus brachypomus (pez Paco). 

 

● Comparar la variabilidad genética de las secuencias amplificadas del promotor del 

gen de Miostatina en la especie ictícola Piaractus brachypomus (pez Paco), con las 
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secuencias promotoras de especies ictícolas reportadas en los bancos de datos de 

genes. 

 

1.4 Justificación 

 

En la década de los 50´, la acuicultura a nivel mundial representaba tan solo el 4 % de 

la producción de productos pesqueros destinados al consumo humano. En un periodo de solo 

70 años, esta actividad ha experimentado un notable aumento, llegando a cubrir el 52 % de 

dicho consumo. Sin embargo, dada la disminución continua de las pesquerías y el aumento en 

el consumo per cápita de productos pesqueros a nivel global, se estima que es necesario 

quintuplicar la producción acuícola actual para satisfacer la demanda proyectada para el 

periodo 2030 y 2050. A pesar de ser una actividad relativamente nueva en comparación con 

otras prácticas de producción con milenios de antigüedad, el crecimiento de la acuicultura ha 

sido excepcional. No obstante, enfrenta desafíos comunes a otras actividades más tradicionales, 

como la necesidad de asegurar la sustentabilidad al mismo tiempo que se garantiza la seguridad 

alimentaria (Del Río-Rodriguez et al., 2023). 

 

La acuicultura dulceacuícola en el Perú desempeña un papel crucial en la mitigación de 

la pobreza y la garantía de seguridad alimentaria en diferentes regiones del país. No obstante, 

las comunidades involucradas en esta actividad se enfrentan a diversos desafíos, que incluyen 

el agotamiento de los recursos hidrobiológicos con la consecuente pérdida de diversidad 

biológica debido a la sobreexplotación (FAO, 2020). También se destacan problemas como la 

contaminación ambiental derivada de la alteración de hábitats acuáticos por acciones humanas 

como la explotación minera ilegal y la deforestación en áreas vulnerables; asimismo, el ingreso 

de especies exóticas que afectan las poblaciones endémicas de peces, la baja productividad de 
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las especies cultivadas, y la carencia de identificación y conocimiento de genes asociados a 

características productivas, lo que conlleva a la falta de programas de mejora genética,  entre 

otros asuntos (Berger, 2020). 

El gen de la miostatina actúa como un regulador negativo del desarrollo de la masa 

muscular esquelética en diversas especies animales. La inactivación de este gen, ya sea por 

mutaciones naturales o inducidas en laboratorio, conduce a la expresión de un fenotipo 

hipermuscular , entendido como un gran desarrollo  del músculo; ello ocurre mediante la 

multiplicación de células musculares en vertebrados, como peces. Este proceso resulta en un 

aumento significativo de la masa muscular, lo que se traduce en un beneficio económico al 

elevar el valor comercial de los animales, en términos de productividad y rentabilidad 

(McPherron et al., 1997). 

 

En la presente investigación se ejecutará el secuenciamiento del promotor del gen de 

Miostatina y se analizará comparativamente su secuencia nucleotídica con las de otras especies 

comerciales de interés, buscando la base para su edición génica futura como alternativa de 

elevar su producción y/o productividad (ganancia de peso del animal) aspecto gravitante para 

la acuicultura peruana.    
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1.5 Hipótesis 

 1.5.1 Hipótesis nulas  

El secuenciamiento del promotor del gen de Miostatina en los ejemplares 

analizados del pez Paco (Piaractus brachypomus) no presentaron variabilidad o 

mutaciones en su secuencia nucleotídica en comparación con la secuencia reportada del 

pez Tilapia. 

         1.5.2 Hipótesis alternativas  

El secuenciamiento del promotor del gen de Miostatina en los ejemplares 

analizados del pez Paco (Piaractus brachypomus) presentaron variabilidad o mutaciones en su 

secuencia nucleotídica en comparación con la secuencia reportada del pez Tilapia. 
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II.  MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Bases teóricas sobre el tema de investigación 

La miostatina se considera una proteína que pertenece a la superfamilia de los TGFβ 

(Factor de Crecimiento Transformante β), grupo de proteínas que en su origen fueron 

denominadas como tal por su capacidad para inducir fenotipos transformadores en algunos 

cultivos celulares y por su papel en la regulación de la proliferación de diferentes tipos de 

células. Estos efectos fueron identificados inicialmente en los primeros miembros descritos en 

esta superfamilia. El conjuntoTGFβ está compuesto por diversas proteínas con multifunción 

de señalización célula-célula, cuya acción es fundamental en la regulación de las fases de 

diferenciación celular durante el desarrollo embrionario y en la homeostasis de tejidos. Se ha 

observado que estas proteínas tienen la capacidad de inhibir el crecimiento y la transformación 

de células (Fernández, 2004). 

La Miostatina (MSTN), también conocida como GDF8, desempeña un roll crucial en 

el desarrollo, regulación y funcionamiento del músculo esquelético. Es así que, su expresión 

actúa de manera exclusiva inhibiendo el crecimiento y la diferenciación celular (Torres, 2013). 

Se destaca como el principal factor que disminuye la cantidad de mioblastos en las divisiones 

de diferenciación terminal, así como en el grado de alargamiento de las fibras musculares (Xu 

et al., 2003). Como regulador negativo del desarrollo del músculo esquelético, la Miostatina es 

responsable del aumento adecuado de la masa muscular (Cabanillas et al., 2017). 

La Miostatina fue inicialmente identificada en un proceso conocido como “doble 

musculatura”, producto de una mutación natural en ganado vacuno europeo, donde los 

especímenes que poseen dicha mutación expresan un fenotipo de doble crecimiento en su 

musculatura (Grobet et al., 1997). Esta mejora en el crecimiento muscular de los animales 

afectados por la mutación de la Miostatina se atribuye a dos eventos principales: la hiperplasia, 
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que implica un aumento en el número de células musculares, y la hipertrofia, que implica un 

aumento en el tamaño de cada célula. En conjunto, estos procesos conducen a la formación de 

miofibras más grandes y con mayor peso, contribuyendo significativamente al desarrollo de la 

llamada "doble musculatura" en estos animales (Rodgers y Garikipati, 2008). 

Dentro de esta superfamilia, la Miostatina se ha caracterizado recientemente como un 

regulador negativo del desarrollo y crecimiento muscular esquelético en ejemplares de ratones 

(McPherron et al., 1997) y en el ganado caracterizado por doble musculatura que desarrolla 

hipertrofia del músculo esquelético extrema y/o hiperplasia (Kambadur et al., 1997). Así 

mediante una delección en el gen de la Miostatina, se observó un drástico crecimiento de la 

masa muscular. En ratones silvestres se ha demostrado un aumento significativo en la masa 

muscular, atribuido principalmente al incremento tanto en el número de fibras musculares 

(hiperplasia) como en su diámetro (hipertrofia). Resultados similares de aumento en la masa 

muscular se han observado también en perros y ovinos. Este fenotipo se correlaciona con 

mutaciones que afectan la expresión o función de la Miostatina, lo que subraya su papel clave 

como regulador negativo del crecimiento muscular en diversas especies (McPherron et al., 

1997). 

La identificación de un fuerte regulador negativo de la masa muscular. como MSTN 

ofreció la perspectiva de controlar la masa muscular. Enfocado en el sector agronómico, el 

manejo de la actividad de la MSTN puede ayudar a mejorar el manejo del crecimiento muscular 

de los animales, así como a definir una nueva estrategia para controlar la cantidad y la calidad 

de la carne. Además, debido a que La función de MSTN se conserva en humanos, enfoques 

terapéuticos pueden enfocarse en la actividad de MSTN como una estrategia eficaz para 

aumentar masa muscular en varias situaciones clínicas (regeneración, caquexia, etc.) (Gabillard 

et al., 2013). 
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En peces, la Miostatina desempeña un papel crucial en el crecimiento muscular, 

lo que sugiere su potencial aplicación como herramienta biotecnológica en diferentes 

especies de interés comercial (Nadjar y Funkenstein, 2011). 

 

2.2 Gen de la Miostatina (MSTN) 

McPherron et al. (1997) identificaron el gen de la Miostatina en mutaciones presentes 

en ganado vacuno. Este hallazgo estuvo asociado a un evento biológico conocido como "doble 

musculatura" o hipertrofia muscular. En el caso de los peces, se conocen las secuencias 

completas del gen de la MSTN en varias especies, como el pez cebra (Danio rerio) (Xu et al., 

2003; Kerr et al., 2005), la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Garikipati et al., 2007), el 

salmón del atlántico (Salmo salar) (Ostbye et al., 2007), el pez besugo (Sparus aurata) 

(Maccatrozzo et al., 2001), también en el medaka (Oryzias latipes) (Chisada et al., 2011) y el 

barramundi (Lates calcarifer) (De Santis y Jerry, 2011). Asimimo, en el pez bagre (Ictalurus 

punctatus) (Kocabas et al., 2002) y la mar perca (Lateolabrax japonicus) (Ye et al., 2007). 

 

Todos estos genes de MSTN, mantienen su estructura en tres exones de tamaño 

comparable (300 a 400 nucleótidos) que están separados por dos intrones, una estructura 

similar se observa en el gen de Miostatina en los mamíferos (Ohama et al., 2020). Los peces 

expresan al menos dos genes para MSTN: MSTN-1 y MSTN-2. Hasta la fecha, los promotores 

de MSTN-2 se han clonado solo a partir de salmónidos y peces cebra (Nadjar y Funkenstein, 

2011). 

 

Un análisis filogenético completo (Kerr et al., 2006) sugirió que varios de los genes de 

los salmónidos, anteriormente identificados como MSTN-2, son en realidad ortólogos de 

MSTN-1, y se reclasificaron como MSTN-1a y MSTN-1b. Sin embargo, la similitud de 
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secuencia y la agrupación apoyaron la existencia de MSTN-2 en la dorada (Sparus aurata), 

tambor shi (Umbrina cirrosa), Fugu (Takifugu rubripes) y pez cebra (Danio rerio). En estudios 

posteriores identificó genes de MSTN-2 "verdaderos" también en la trucha arco iris (Garikipati 

et al., 2007). 

 

2.3 Promotor del gen de Miostatina 

En eucariotas, la expresión genética depende del promotor, conocido como el segmento de 

ADN localizado al inicio de un gen, representado por una caja TATA que es reconocida por la 

proteína TBP (Tata binding protein) en el inicio de la transcripción. Asimismo, la estructura y 

secuencia del gen que codifica la miostatina, es muy conservada entre diversas especies de 

vertebrados; tal es el caso de la MSTN humana , cuyo gen esta formado por 2 intrones y 3 

exones, que codifican un RNAm DE 2,8 kb. Un estudio específico de la región upstream del 

gen de MSTN, mostró la presencia de un segmento de ADN DE 260 pb que es conservado en 

el humano y que actúa como un promotor que cuenta con una caja TATA y diferentes sitios de 

ligación para distintos factores de transcripción (Alves, 2018). 

Así también, algunos estudios funcionales de este segmento de ADN demostraron su capacidad 

para dirigir la transcripción tanto in vitro como in vivo, confirmando que se trata del promotor 

proximal del gen Mstn (Grade et al., 2009). Se demostró que además de contener el promotor, 

el fragmento estudiado presenta una región que actúa como potenciador, ya que ensayos de 

electroporación de embriones de pollo revelaron su actividad en las somitas, pero no en el tubo 

neural (Grade et al., 2009). Por este motivo, este fragmento se denominó P/E (promotor/ 

potenciador). Los factores de transcripción conservados, algunos no sólo entre amniotas, sino 

también en anfibios y en el gen mstn b de peces teleósteos, indica que existe un gran repertorio 

ancestral de factores de transcripción asociados en la regulación del gen Mstn (Mantovani, 

2015). 
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2.4 Edición molecular del gen de Miostatina 

En consideración de su papel fundamental en el dominio del crecimiento muscular, el 

gen de la Miostatina representa un locus potencial para el mejoramiento genético de los 

animales de crianza, debido a que realiza la misma función biológica. Tal aplicación potencial 

en la producción de animales ha llevado a su secuenciamiento génico en varias especies de 

mamíferos y aves, así como en peces (McPherron y Lee, 1997; Cheng, 2003).  

 

Recientemente, la secuencia del gen de Miostatina y su comportamiento de expresión 

se han descrito en muchas especies de peces que destacan comercialmente (Maccatrozzo et al., 

2001). Existe gran similitud entre las secuencias nucleotídicas de miostatina en animales 

vertebrados y más aún si pertenecen una misma familia (Ferragut, 2003). El alto nivel de 

conservación de la secuencia de la Miostatina indica que la relación entre su estructura y 

función está muy conservada entre los vertebrados (Gabillard et al., 2013). 

 

La literatura científica ha documentado el aislamiento y la caracterización de clones de 

ADN de Miostatina obtenidos a partir del músculo esquelético de peces de importancia 

comercial como: tilapia (Oreochromis mossambicus), pez basa (Morone chrysops) (Rodgers, 

2001), el salmón del Atlántico (Salmo salar) (Ostbye et al. 2001), la trucha (Onchorynchus 

mykiss) (Rescan et al., 2001), la carpa común (Cyprinus carpio L.) (Sun, Yu, & Tong, 2012) y 

el Paco (Piaractus mesopotamicus) (Gutiérrez de Paula et al., 2014),  . Así mismo, se ha llevado 

a cabo el estudio del gen de Miostatina en especies marinas de importancia comercial, como el 

lenguado (Paralichthys adspersus) (Delgado et al., 2008). Además, se ha investigado este gen 

en peces modelo de laboratorio, tales como el Medaka (Oryzias latipes) (Sawatari et al., 2010) 

y el pez Cebra (Danio rerio) (Xu et al., 2003; Cheng et al., 2003; Acosta et al., 2005). 
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El sistema CRISPR/Cas9 derivado de la bacteria Streptococcus pyogenes se ha 

convertido en una herramienta revolucionaria para la edición específica del genoma, lo que 

permite controlar de manera precisa la expresión génica (Haselkorn et al., 2018). Dentro de los 

últimos reportes, se ha implementado el knockout del gen de Miostatina usando Sistema Crispr 

Cas9, en Pagrus major (Pargo japonés) , en Paralichthys olivaceus (Fletán japonés), asi mismo 

en Channa maculata (pez cabeza de serpiente manchada) (Ou et al., 2023) logrando mutantes 

mejorados en cuánto al incremento de musculatura (Ohama et al., 2020; Ou et al, 2023). 

 

2.5 Sobe la especie ictícola Paco (Piaractus brachypomus, Cuvier 1818)  

 

           El Paco (Piaractus brachypomus, Cuvier, 1818) comúnmente conocido como “Paco” en 

el Perú, es un pez dulceacuícola perteneciente a la familia Caracidae, que tiene como hábitat a 

la cuenca del Amazonas y del Orinoco, por lo que se le conoce también con los nombres: 

“cachama blanca” en Venezuela y Colombia, o “pacú blanco” en Bolivia y en Brasil como 

“Caranha”, “pacu” y “pirapitinga” (Tafur, 2009). Esta especie nativa de la amazonia peruana, 

presenta hábitos alimenticios omnívoros con tendencia a lo frugívoro, por preferir frutas y 

semillas, pero que se adapta muy bien al alimento artificial (Guerra, 1996).  

            

           A los tres años de vida, logra la madurez sexual, etapa en la que cuenta con un peso que 

oscila de 2.5 a 3.0 kg, por ello. es una especie que aporta gran participación en la pesca, 

actividad comercial de la localidad. Debido a estas consideraciones, la cría en cautiverio de 

esta especie se ha venido desarrollando en la región del Amazonas desde la década del 50, con 

el propósito de satisfacer la demanda humana, ya sea en estado fresco o como pescado seco y 

salado. En cuanto a su reproducción, este pez presenta un comportamiento migratorio, con la 
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época de desove coincidiendo con la temporada de mayores precipitaciones pluviales, que se 

extiende de diciembre a abril (Tafur, 2009). 

 

          En la web FISHBASE (Froese & Pauly, 2021), se resalta que es una especie 

dulceacuícola y que alcanza una talla promedio de 88 cm, teniendo como indicadores óptimos 

el pH medianamente ácido en un intervalo de 4.8 a 6.8; de igual manera la temperatura debe 

mantenerse de 23 a 28° C.  

 

          El paco comparte el nicho ecológico con la Gamitana (Colossoma macropomum), 

presentando similitudes en la forma, aunque difiere en su patrón de coloración, siendo gris 

oscuro en el dorso y los lados con tonalidad anaranjada. Son estas dos especies las más 

importantes y cultivadas en la zona amazónica del país. Es por eso que en los últimos años se 

realizan trabajos de hibridación del Paco con la Gamitana obteniéndose la Pacotana y 

Gamipaco, que con cruces para buscar el aprovechamiento de las características de crecimiento 

de ambas especies (Ruiz, 2012). 

 

           P. brachypomus se diferencia de P. orinoquensis y P. mesopotamicus por poseer fila de 

31 a 37 escamas sobre la línea lateral (23-30 y 50-60, respectivamente) y por tener fila de 33 a 

37 escamas debajo de la línea lateral (22–32 y 49–56, respectivamente. Además, la presencia 

de un número intermedio de escamas en la línea lateral también contribuye a distinguir a 

Piaractus brachypomus de otras especies relacionadas, presentando de 84-100 escamas, frente 

a 72-89 de P. orinoquensis, y 107-128 escamas de P. mesopotamicus. En cuanto a la fisonomía 

corporal P. brachypomus tiene un cuerpo significativamente más profundo en la mitad y en el 

borde anterior del pedúnculo caudal y la distancia entre el hocico y el supraoccipital más 



25 
 

posterior es significativamente mayor. El maxilar es significativamente más largo que en P. 

orinoquensis (Escobar et al., 2019). 

 

La descripción anatómica del pez indica que presenta un cuerpo comprimido y ovoide, 

más profundo en la vertical a través del inicio de la aleta pélvica. Tanto el origen predorsal 

como el postdorsal tienen igual longitud. El perfil dorsal de la cabeza es convexo desde la boca 

hasta la vertical a través de la porción anterior del ojo, sutilmente cóncavo desde el último 

punto hasta la base del proceso supraoccipital y convexo desde ese punto al origen de la aleta 

dorsal. El perfil dorsal del cuerpo es empinado desde el hocico hasta el origen de la aleta dorsal 

y tiene una ligera pendiente posteroventral después de este punto. La base de la aleta dorsal es 

convexa. El perfil corporal es casi recto desde la inserción de la aleta dorsal hasta el origen de 

la aleta adiposa. La base de la aleta adiposa es convexa. La cabeza es robusta, con el margen 

posterior rodeado por una amplia membrana opercular que cubre hasta la tercera escama 

horizontal en el punto de mayor longitud de la cabeza (Escobar et al., 2019). 

 

Respecto a su coloración, el pez Paco tiene el cuerpo en general de plateado a gris 

oscuro, con región dorsal más oscuro. Cerca de la posición de las aletas, ventral, caudal y anal, 

presenta una coloración, anaranjada-amarillenta. (Escobar et al., 2019). 

 

El paco es considerado como una especie rústica ya que se adapta fácilmente al cultivo 

en pozas o estanques con otras especies, donde por lo general la técnica de inducción de la 

reproducción y el mantenimiento de los estadios primarios de la especie, es conocida y fácil de 

adaptarse a los distintos ambientes en los que se realice el cultivo (Ruiz, 2012). 
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           En cuanto al consumo en el país es limitado a la región amazónica, aunque 

recientemente ha sido introducida en Lima y otras ciudades del país. El cultivo de esta especie 

está localizado en la zona selvática de la Región. 

 

          Según el Anuario Estadístico de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA., 2020), el 

producto del cultivo de P. brachypomus en las diferentes localidades de nuestro país, fue 1 871 

(TM), cantidad menor a la obtenida un año antes. Con la Cantidad mencionada, el pez Paco 

ocupa un 1.2 % de las especies dulceacuícolas cosechadas dentro del país. 
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III. MÉTODO 

 

3.1 Tipo de investigación  

 

La investigación descrita se enmarca dentro de un enfoque exploratorio, cualitativo, 

descriptiva  e hipotético-deductivo. Es de carácter exploratorio, ya que pretende obtener 

información específica sobre la especie objeto de estudio. Se considera cualitativa porque se 

centra en la caracterización del gen de la Miostatina, atendiendo a la naturaleza descriptiva de 

los datos que se buscan. Asimismo, adquiere un componente descriptivo, dado que implica la 

el análisis de la secuencia nucleotídica del promotor del gen de la Miostatina en el pez Paco 

(Piaractus brachypomus). Finalmente, se inscribe dentro del enfoque hipotético-deductivo, en 

tanto que plantea hipótesis que se pondrán a prueba mediante la observación objetiva y la 

experimentación, con el fin de obtener conclusiones verificables. 

3.2 Ámbito temporal y espacial 

3.2.1    Ámbito temporal 

Se estudió la secuencia del promotor del gen de Miostatina en el pez Paco (Piaractus 

brachypomus) durante el intervalo  de enero a abril del 2023. 

3.2.2 Ámbito espacial  

Se observó y evaluó el secuenciamiento del promotor del gen de la Miostatina en el pez 

Paco (Piaractus brachypomus), haciendo uso del Laboratorio de Mejora Genética y 

Reproducción Animal de la Escuela Profesional de Biología en la Facultad de Ciencias 

Naturales y Matemática de la Universidad Nacional Federico Villarreal. 
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3.3 Variables 

 

3.3.1 Variable independiente  

Variabilidad en el material genético de la secuencia nucleotídica del promotor del gen 

de Miostatina en la población de peces Paco (Piaractus brachypomus) procedentes de la 

comunidad Santo Tomás en el distrito de Yurimaguas de la provincia Alto Amazonas del 

departamento de Loreto (Latitud: -6.00; Longitud: -76.26; Altura: 173 msnm). 

3.3.2 Variable dependiente  

Secuencias de nucleótidos, del promotor del gen de Miostatina del pez Paco (Piaractus 

brachypomus) procedentes de la zona de Alto Amazonas- Loreto. 

 

3.4 Población y muestra 

3.4.1 Población 

Se evaluó a partir de cuatro muestras de tejido de las aletas caudales de especímenes en 

estadio adulto del pez Paco (Piaractus brachypomus) procedentes de la provincia Alto 

Amazonas de la región Loreto. 

3.4.2 Muestra 

Dos individuos en estadio adulto del pez Paco (Piaractus brachypomus). Una de la 

variedad Silvestre y otra de la variedad Albina. 

3.5 Instrumentos 

Los instrumentos utilizados en el presente estudio fueron de tipo metodologicos, como 

lo son la PCR realizada a las muestras de ADN extraidas, asi como tambien el 

secuenciamiento del gen de la miostatina. 
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3.5.1 Materiales de Bioseguridad 

• Mandil de laboratorio o guardapolvo. 

• Guantes quirúrgicos talla M ,  de la marca R&G. 

• Mascarilla quirúrgica 3 pliegues, de la marca R&G. 

• Cofia o malla para el cabello, dela marca R&G. 

3.5.2 Material Biológico 

Especímenes adultos del pez Paco (Piaractus brachypomus). 

3.5.3 Materiales de laboratorio 

• Tubo para centrifugación o de fondo cónico, capacidad de 50 ml. 

• Bisturí estéril N° 23 marca Surgical Blades. 

• Tubo eppendorf de capacidad: 2.0 ml, 1.5 ml, 0.2 ml. 

 

3.5.4 Reactivos 

• Kit de extraction de ADN: Kid gSYNC DNA – extraction KIT- GENEaid. 

• Agua de grado molecular en la marca BioRad de 500ml. 

• Etanol absoluto alisado Merck. 

• Agarosa – en la marca Cleaver Scientific CSL- AG 500. 

• Red Safe TM Nucleic Acid Staining. 

• Marcador Generuler DNA Ladder (100pb). 

• Marcador Lambda HIND III – Thermo ScientificTM 

• Agente intercalante ECO-READY to use (2 000x) 

• Buffer carga – Blue Juice Gel Loading (10x). 

• 2Xpcr (i-STARMAX GH) – Master Mix – Intron 
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3.5.5 Equipos 

• Agitador Vortex Mixer - WIZARD. Velp Scientific  

• Centrifuga refrigerada Eppendorf 

• Incubadora 

• Termociclador punto final (Marca SimpliAmp. Life tecnologies)  

• Campana de Flujo Laminar 

• Cámara de electroforesis horizontal 

 

3.6 Procedimientos 

3.6.1 Diseño de Primers 

El diseño de primers se realizó utilizando la secuencia del promotor del gen de 

Miostatina de la tilapia (Oreochromis niloticus), que fue descargada de la plataforma 

virtual GenBank (ttps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la identificación de 

codificación KT987208.1. El proceso de diseño se realizó en el software virtual 

Primer3 Plus, según el método descrito por Untergasser et al. en 2012  

Los primers del presente estudio, obtenidos bajo las condiciones y tamaño 

deseados, se encuentran descritos en la tabla 1, consiguiendo así primers con una 

temperatura de anillamiento no muy diferente entre los pares de primers. 

Tabla 1 

Primers obtenidos y utilizados para cada PCR en muestras de Piaractus 

brachypomus.  

Primer Forward (5’-3’) Long. pb TM %GC Tamaño (pb) 

Promotor 

(Forward) 
TATCCCGTCAAGCACATGCC 

        20 
 60.46 52.63 

 

359 

Promotor 

(Reverse) 
AGAACTACTGGACCCAACGC 

 20                                                                                
 49.68 55 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.6.2 Técnica de recolección de datos 

Se obtuvieron de forma aleatoria, individuos del pez Paco (Piaractus brachypomus) 

procedentes de la provincia Alto Amazonas de la región Loreto. 

 

 

3.6.3 Toma de muestra de tejido. 

 

Se separó las muestras del tejido del pez, haciendo uso de una hoja de bisturí estéril y 

se colocó dichas muestras tubos de 2ml que contenía en su interior, agua libre de nucleasas. 

 

3.6.4 Extracción de ADN de tejido mediante gSYNC DNA Extraction Kit – GENEaid. 

 

Para la extracción de ADN de las muestras, se empleó el Kit de extracción GENEaid, y 

se siguieron las siguientes etapas: 

1. Se utilizó 100 ul de la muestra (que fue previamente homogenizada en un tubo 

de 1,5 ml con 200 ul de buffer GT y 20 ul Proteinasa K). Posteriormente, se realizó la agitación 

del tubo usando el vortex,  y se colocó el mismo en incubación a 60 °C durante un tiempo de 

40 minutos, asimismo se consideró una agitación continua de 80 RPM (Este paso se repitió de 

forma simultánea en las 4 muestras). 

2. Finalizando la incubación se adicionó 200ul de buffer GTB y se incubó 

nuevamente, pero esta vez a un tiempo de 20 minutos y a una temperatura de 60°C, 

manteniendo agitación continua de 80 rpm. Una vez finalizada la segunda incubación, se 

agregó 5 ul de Solución Rnase A (10mg/ml) y se agitó rápidamente por 10 segundos y se incubó 

una tercera vez, a temperatura ambiente durante un tiempo de 5 minutos. 

3. Al finalizar la tercera incubación, se añadió 200 ul de etanol absoluto alisado y 

se agitó por un tiempo de 10 segundos. La mezcla obtenida fue colocada en la columna GS 
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evitando agregar los precipitados. Luego, se centrifugó por 1 minuto a 14 000 RPM y se 

descartó el tubo colector. 

4. Se cambió a un nuevo tubo colector y se agregó 400 ul de buffer W1 para llevar 

a centrifugación por 30 segundos a 14 000 RPM. Se reemplazó nuevamente el tubo colector, y 

se adicionó 600 ul de buffer de lavado llevando a centrifugación nuevamente bajo las mismas 

condiciones. Para finalizar este paso, y obtener el secado de la columna GS, se reemplazó 

nuevamente el tubo colector y centrifugó durante 3 minutos a 14000 RPM. 

5.  Por último, la columna fue colocada en el tubo definitivo de capacidad 1,5 ml 

y el ADN obtenido, fue diluido usando 60 ul de buffer de elución precalentado a 60 °C, para 

ello se centrifugó a 14000 rpm durante 30 segundos. 

3.6.5 Descripción de la calidad y determinación de la concentración de ADN 

 

Con el ADN extraído,  se realizó la evaluación de la calidad de manera cualitativa 

empleando de un gel de agarosa de la marca Cleaver Scientific CSL-AG500 (1%), para ello se 

tomó 1 ul del ADN y se agregó 2 ul de buffer carga (Blue Juice Gel Loading 3X). Para la 

tinción se utilizó como agente,10ul de RedSafeTM Nucleid Acid Staining. Para la referencia se 

tomó al marcador ThermoScientificTM Lambda DNA/HindIII Marker. Las muestras obtenidas 

fueron procesadas en una electroforesis a 90 voltios por un tiempo de 60 minutos, para luego 

hacer el revelado del gel a través de un fotodocumentador y donde determinó la integridad del 

ADN. 

 

3.6.6 Amplificación mediante PCR 

 

Para realizar la amplificación del promotor del gen de Miostatina mediante la técnica 

PCR (Reacción de Cadena de la Polimerasa) se empleó los primers o cebadores, diseñados con 

el software Primer 3 (ver Tabla 1). Asimismo, se describió los reactivos usados en el Marter 
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Mix para la amplificación, así como también las condiciones de ciclado para las muestras en 

estudio (ver Tabla 2). 

Tabla 2 

Preparación del máster mix para la Amplificación del promotor del gen de Miostatina 

en Piaractus brachypomus.  

Reactivo 
Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 

Volumen x 

Muestra 

2x PCR (i-STARMAX GH) 

Master Mix – iNTRON 
2X 1X 5 µl 

Agua PCR - - 2 µl 

Primer F 10µM 0.5µM 1 µl 

Primer R 10µM 0.5µM 1 µl 

ADN   1 µl 

Volumen Final 10 µl 

 

3.6.7 Evaluación del amplicón 

Una vez obtenido el resultado de PCR, este fue evaluado a través de electroforesis en 

en un gel de agarosa Cleaver Scientific CSL-AG 500 (2%) utilizando 2 ul del amplificado y 2 

ul de buffer carga (Blue Juice Gel Loading 3X), además se utilizó 10ul del Agente intercalante 

Eco-Ready to use (20000x), y se usó como referente al marcador Generuler DNA Ladder de 

100 pb. 

 

3.6.8 Servicio de Secuenciamiento  

Las muestras puras obtenidas y una solución de los primers, fue enviado al exterior del 

país mediante una empresa nacional que brinda el servicio de secuenciamiento. Posteriormente, 

los resultados fueron enviados por vía correo electrónico por la empresa Macrogen para su 

análisis in silico. 
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3.7 Análisis de datos 

A través del uso del software de QIAGEN CLC Genomics Workbench (versión 3.6.5), 

se realizó la alineación, edición y determinación de la diversidad nucleotídica de las secuencias 

del promotor de Miostatina de la especie en evaluación.  

 

3.8  Consideraciones éticas 

  

     La bioética es importante porque aplica a todas las fases y procesos de la investigación, 

cuyo objetivo base es generar información que mejore el bienestar de los animales que 

intervienen en la investigación, la calidad del estudio científica y el desarrollo del 

conocimiento (Hoyos, 2000; Salazar, Icaza y Alejo, 2018).  Por ello, la bioética logra los 

principios primordiales como evitar el innecesario sufrimiento animal, asimismo se llega a 

reducir riesgos en la manipulación de los mismos, y  fomentar la aplicación de la regla de las 

3Rs (Reducción, Refinamiento y Reemplazo) (OIE, 2019). Todo lo anterior, siempre y 

cuando haya que recurrir a su sacrificio en condiciones confinadas. Dichas consideraciones 

han sido aprobadas para la experimentación con animales, de tal forma que se ocasione el 

mínimo dolor durante la experimentación con peces (Manrique et al., 2018). 

 

      La frase “animales de laboratorio” refiere a cualquier animal vertebrado que son 

comúnmente utilizados en experimentación (como roedores, conejos, aves y primates no 

humanos), también animales de granja o pecuarios, animales de vida silvestre y animales 

acuáticos (peces, moluscos o crustáceos) que se usen en investigación científica, en enseñanza 

de ciencias o en pruebas o ensayos de laboratorio. En este estudio se empleó peces 

comerciales de importancia alimenticia, obtenidos de crianza en cautiverio (no son peces 
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silvestres) y que habitualmente son sacrificados diariamente para el autoconsumo o venta en 

las piscigranjas que son criados, acorde a la Ley 30407 (2016). 

 

Asimismo, precisar que los experimentos con los peces usados en la presente 

investigación, estarán acorde con todos los procedimientos y protocolos recomendados por la 

Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio (2017) y respaldada por la ASOPEBAID 

(Asociación para el empleo y bienestar animal en la investigación y docencia del Perú, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

IV. RESULTADOS 

 

4.1 Extracción y Cuantificación de la Calidad del ADN 

 

La extracción de ADN, se realizó en las instalaciones del laboratorio de Mejoramiento 

Genético y Reproducción Animal, de dos ejemplares del pez Paco (Piaractus brachypomus). 

Usando las condiciones de amplificación por PCR que se encuentran referenciadas en la Tabla 

3.  

 

Tabla 3 

Condiciones del ciclado-PCR Convencional. 

Paso Tiempo Temperatura Ciclos 

Denaturacion Inicial 2.5 min. 95°C 1 

Denaturacion 15 seg. 94°C 40 

Alineamiento 35 seg. 62.2 40 

Extensión 20 seg. 72°C 40 

Extensión final 10 min 72°C 1 

Conservación ∞      4°C 1 

 

Para el análisis cualitativo de la calidad de ADN extraído, se realizó una electroforesis 

en gel de agarosa al 1%, donde se utilizó un marcador de peso molecular denominado fago 

Lambda DNA/HindIII que reconoce fragmentos de ADN que se caracterizan por un tamaño de 

564 a 23,130 bp; de tal forma se evidenció ADN genómico, como se logra observar en la Figura 

1. 
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Figura 1 

Corrida en gel de electroforesis al 1% sobre el valor de 23 130 bp. 

Nota. Se logra la visualización de una banda próxima a la banda de 23 130 bp que 

corresponde al ADN genómico purificado. (M = Marcador Molecular). 

 

4.2 PCR punto final 

Después de evaluar la calidad del ADN de las muestras, se procedió con la 

amplificación del promotor del gen de la Miostatina, a través de un procedimiento de PCR 

convencional, utilizando el set de primers definidos en la tabla 1 y las condiciones del ciclado 

consideradas en la tabla 2.  Se observó la amplificación de un fragmento de ADN, cuyo tamaño 

se calcula de 359 bp, tanto para la muestra del pez Paco y la muestra de Tilapia (control 

positivo), para el promotor del gen de la Miostatina (véase Figura 2). 
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Figura 2 

Gel de electroforesis al 2% que evidencia al amplicón de aproximadamente 350 bp.    

Nota. Obsérvese un amplicón de aproximadamente 350 bp, correspondiente al 

promotor de la Miostatina: Carril 1 = Pez Paco variedad silvestre, Carril 2 = Pez Paco variedad 

albina, Carril 3, 4 y 5 = Tilapias (Control Positivo) y M = Marcador Molecular de 100 bp. 

 

4.3 Análisis del Secuenciamiento Sanger 

 

Se procedió al montaje o ensamblado de las secuencias, usando el programa CLC 

Genomics Workbench v3.6.5 en https://digitalinsights.qiagen.com/products-

overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-clc-genomics-

workbench/ (Ver Figura 3). 

 

 

 

 

https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-clc-genomics-workbench/
https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-clc-genomics-workbench/
https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-clc-genomics-workbench/
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Figura 3 

Configuración de los parámetros para el ensamblado. 

Nota. Control de calidad del secuenciamiento con FastQC obtenido por la plataforma 

Illumina Análisis con FastQC. 

(https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-calidad-de-la-

secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastq-obtenido-con-la-plataforma-illumina) 

 

Después de definirse los parámetros se realizó el trimado (eliminación de regiones de 

baja calidad) de los extremos antes del ensamblaje. Luego, se procede al sobrelapamiento 

mínimo de 50 nucleótidos de longitud entre los segmentos Forward y Reverse de cada muestra. 

 

En el ensamblaje se visualizan anotaciones marcadas como conflictos (“Conflict”). Las 

que hacen denotación a cambios de una base nitrogenada entre las lecturas y la secuencia de 

referencia (ver Figura 4).  

https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-calidad-de-la-secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastq-obtenido-con-la-plataforma-illumina
https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-calidad-de-la-secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastq-obtenido-con-la-plataforma-illumina
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Figura 4 

 Identificación y corrección de conflictos de las bases en las lecturas 

pareadas. 

 

 

Continuamente, se realizó la corrección de los conflictos detectados, para identificar la 

base específica en la secuencia Consenso (Consensus) y así mejorar el análisis del ensamblado 

con la referencia. Posterior al ensamblaje de las secuencias, se procede a verificar los conflictos 

(diferencias encontradas entre las lecturas Forward y Reverse) encontrados en la secuencia 

consenso. Estos conflictos se deben a las diferencias de bases o entre una base y un gap en el 

sobrelape de las lecturas. Estos conflictos se corrigen mediante la verificación de los picos y la 

calidad de los mismos en las lecturas de Forward y Reverse, a fin de obtener la base 

nucleotídica correcta (Figura 5). 

 

Figura 5 

Obtención de secuencias consenso. 
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Luego de la resolución de los sitios de conflictos, se identificaron las siguientes secuencias de 

consenso para la región promotora de la Miostatina de:  

Paco variedad Silvestre (351 pb):  

5´-ACTTCTGGACCCAACGCCATCAGCAAGCTCAGATACAGCACGATTTGAGA 

CAGATGCATTGTCTCTTAGGTGTGAAGTGTGGTTTAAAAATACGTTTTGTTT

AAAAAAAAATCCTTTGCACTGTGTCGGAGCTGATGCGCGACTGAACTGGGG

TTGGATTAATGTCCCACACTGATAGGCATCATAGTTTATTAGCGCGCACCTT

TTTATACTCCAACTTTAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGCTGG

ACAGGCAACAATGAATTTTAACCGACTGACATGAAAACTTTTTTTTCGCTGT

CAACCCATAAGGAACGGAGGTTGTGGGCATGTGCTTGACGG-3´ 

 

Paco variedad albina (345 pb):  

5´-AGAACTACTGGACCCAACGCAATCAGCAAGCTCAGATACAGCACGATCTG 

AGACAGATGCATTGTCTCTTAGGTGTGAAGTGTGGTTTAAAAATACGTTTTG

TTTAAAAAAAAATCCTTTGCACTGTGTCGGAGCTGATGCGCGACTGAACTGG

GGTTGGATTAATGTCCCACACTGATAGGCATCATAGTTTATTAGCGCGCACC

TTTTTATACTCCAACTTTAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGCT

GGACAGGCAACAATGAATTTTAACCGACTGACATGAAAACTTTTTTTTCGCT

GTCAACCCATAAGGAACGGAGGCTGTGGGCATGT-3´  

 

 

Ya con las secuencias consenso, se realizó el análisis de similitud (Altschul et al., 1997; 

http://ncbi.nlm.nih.gov.blast/), usando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) y empleando secuencias ya expresadas en la base informativa del NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) en el sitio web. A fin de obtener la información de las 

secuencias ensambladas (Figura 6).  

 

  

http://ncbi.nlm.nih.gov.blast/
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Figura 6 

Análisis de similitud de las secuencias consenso obtenidas en el NCBI. 

 

 

Para finalizar, se alinearon las secuencias consenso en el BLASTn a fin de obtener la 

secuencia precisa coincidente (Figura 7). 
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Figura 7 

Análisis de similitud de las secuencias consenso obtenidas en el BLASTn del pez Paco 

(Piaractus brachypomus). 

 

Nota. A. Paco variedad Silvestre. B. Paco variedad albina. 
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Los resultados de BLAST obtenidos de las secuencias consensos del promotor no se 

obtuvieron resultados. Lo cual implicó que las lecturas no corresponden a ninguna especie 

ictícola reportada en el GenBank (2023). Es decir, en la actualidad no hay reportadas 

secuencias del promotor de la Miostatina del pez Paco (Piaractus brachypomus). 

 

Con los resultados obtenidos sin especificar especie, se obtuvieron para el Paco 

Silvestre resultados de identidad de 98.86% (Per. Ident) y coberturas del 100% (Query cover) 

con las secuencias consenso del promotor de la Tilapia. Y para el Paco Albino los resultados 

de identidad fueron de 100% (Per. Ident) con una cobertura del 100% (Query cover) con las 

secuencias consenso del promotor de la Tilapia. 

 

Para ambos casos, se obtuvo una alta coincidencia con secuencias descritas en el pez 

Tilapia (Oreochromis niloticus) para el promotor del gen de la miostatina (mstn). Por tanto, las 

secuencias ensambladas tienen una alta homología a la especie indicada. 

 

4.4 Análisis Filogenético 

 

Con la información molecular de las tres secuencias , se alinearon las tres secuencias 

con el programa Clustal X (Versión 2.1) (Larkin et al., 2007). Después, se procedió con la 

eliminación de los “Gaps”, dando como resultado una secuencia consenso de 307 nucleótidos. 

A partir de ello, se confecciónó el árbol filogenético usando el programa MEGA X (Kumar et 

al., 2018). Además se compararon las secuencias nucleotídicas alineadas de la secuencia del 

promotor del gen de Miostatina de 307 nucleótidos de las dos ejemplares del pez Paco 

(Piaractus brachypomus) con la secuencia nucleotídica de la Tilapia publicado en el Genbank 

(No. de acceso XM_003458832). 
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Asimismo, en la Figura 8, se observa el árbol filogenético resultado de la comparación 

de las secuencias del promotor del gen de Miostatina de las dos variedades (Silvestre y albina) 

del pez Paco y del pez Tilapia como grupo externo. 

 

 Figura 8 

Árbol filogenético resultante de las secuencias del promotor del gen de Miostatina de 

las dos variedades “Silvestre” y “Albino” del pez Paco (Piaractus brachypomus) y del pez 

Tilapia (Oerochromis niloticus). 

 

Nota. La historia evolutiva de la especie se infirió utilizando el método UPGMA. El cálculo de 

las distancias evolutivasse realizó usando el método de Máxima Verosimilitud Compuesta 

(Tamura et al., 2004). Se eliminaron todas las posiciones ambiguas para cada par de 

secuencias (opción de eliminación por pares). Se regitró un total de 307 posiciones en el 

conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018). 

  

 

En la Figura 9, se compara las tres secuencias alineadas sin Gaps de las dos variedades del pez 

paco (Silvestre y Albina) con la secuencia reportada de la Tilapia. Entre las dos variedades sólo 

se visualiza dos nucleótidos diferentes entre las secuencias de ambas. Pero, hay 157 nucleótidos 

de 307 que son distintas de las secuencias de la Tilapia con respecto a la secuencias promotoras 

del pez Paco.  
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Figura 9 

Contraste de las secuencias nucleotídicas del promotor del gen de la Miostatina de 

las dos variedades “Silvestre” y “Albino” del pez Paco (Piaractus brachypomus) y del pez 

Tilapia (Oerochromis niloticus). Longitud total = 307 nucleótidos. 

Silvestre    AGCAAGCTCA GTACAGCACG ATTTGAGACA GATGCATTGT    CTCTTATGTG AGTGGTTTAA  AAATACGTTT TGTTTAAAAA  

Albino       AGCAAGCTCA GTACAGCACG ATCTGAGACA GATGCATTGT    CTCTTATGTG AGTGGTTTAA  AAATACGTTT TGTTTAAAAA 

Tilapia      CACAGCCTCC GTTCCTTATG GGTTGACAGC GAAAAAAAAG TTTTCATGTC AGTCGGTTAA AATTCATTGT TGCCTGTCCA 

Silvestre   AAAATCCTTT  GACTGTGTCG  GAGCATGCGC  GACTGAACTG GGGTTGGATT   AATGTCCACA  CTGATAGGCA TCATAGTTTA   

Albino      AAAATCCTTT  GACTGTGTCG  GAGCATGCGC  GACTGAACTG GGGTTGGATT   AATGTCCACA  CTGATAGGCA TCATAGTTTA 

Tilapia     GCCAATCATA GATTTTGACG ACACAAAAGA GGCTAAAGTT GGAGTATAAA AAGGTGCGCG CTAATAAACT ATGATGCCTA 

Silvestre    TTAGCGCGCA  CCTTTTTATA   CTCCAACTTT  AGCCTCTTTT   GTGTCGTCAA   AATCTATGAT TGGCTGGACA GGCAACAATG  

Albino       TTAGCGCGCA  CCTTTTTATA   CTCCAACTTT  AGCCTCTTTT   GTGTCGTCAA   AATCTATGAT TGGCTGGACA GGCAACAATG 

Tilapia      TCAGTGTGGA CATTAATCCA ACCCCAGTTC AGTCGCGCAT GCTCCGACAC AGTCAAAGGA TTTTTTTTTA AACAAAACGT 

Silvestre   AATTTTAACC GACTGACATG  AAAACTTTTT  TTTCGCTGTC   AACCCATAAG  GAAGGAGGTT GTGGGCA 

Albino     AATTTTAACC GACTGACATG  AAAACTTTTT   TTTCGCTGTC  AACCCATAAG  GAAGGAGGCT GTGGGCA 

Tilapia   ATTTTTAAAC CACTCACATA AGAGACAATG CATCTGTCTC AGATCGTGCT GTATGAGCTT  GCTGATT  

Nota. Sombreado de color verde son los nucleótidos diferentes entre las dos variedades del pez Paco 

(Piaractus brachypomus). Y el sombreado de color fucsia son los nucleótidos diferentes de las 

secuencias del pez Paco con el pez Tilapia (Oerochromis niloticus).     
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V.   DISCUSIÓN 

 

Dentro del análisis cualitativo de la calidad de ADN extraído a través de un gel de 

agarosa, se evidencia ADN de alto peso molecular, ello puede corroborarse con la presencia de 

una banda por encima de los 20 000 bp. Este análisis fue fundamental para detectar la no 

presencia de “smear o chorreo” que representa ADN degradado y que involucra una dificultad 

para el proceso de PCR (Figura 1). 

 

Para el diseño de primers referenciados en la Tabla 1, se dispone el uso de la 

temperatura de anillamiento o hibridación 5 oC menor a la temperatura de fusión más baja del 

par de primers utilizados, lo que se logró usando el programa virtual de ThermoFisher 

Scientific, Tm Calculator (En: https://www.thermofisher.com), donde se tomó especificaciones 

dependiendo del kit de amplificación y los µM de primer agregados en las condiciones del 

ciclado de PCR (Innis y Geldand, 1990). En este paso se utilizó como referencia la secuencia 

del gene de Miostatina ya reportada en el Genbank (Conte et al., 2017). Cabe resaltar que en 

estudios similares realizados con muestras de mamíferos (búfalos), se realiza una 

estandarización de la temperatura de fusión, a fin de favorecer la amplificación correcta de 

exones de miostatina (Reyes, 2014), siendo esta etapa del estudio, crucial para la correcta 

amplificación en la PCR. 

 

La amplificación por PCR de cada fragmento del promotor del gen de la Miostatina, 

mostraron amplicones con alta homología, de aproximadamente 351 pb para la variedad 

Silvestre y de 345 pb para la variedad Albina (Figura 2). No obstante, para confirmar que eran 

las secuencias de interés, se continuó con la secuenciación Sanger. Con esta etapa se logró 

https://www.thermofisher.com/
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obtener la secuencia completa de cada uno de los amplicones resultantes, con el set de primers 

analizados en el presente estudio. 

 

Una vez obtenidas las secuencias consenso del promotor del gen de Miostatina para 

ambas variedades del pez Paco. Se procedió a utilizar diferentes programas ya descritos en los 

resultados para el proceso de análisis de similitud de la base de datos del NCBI (National Center 

for Biotechnology Information).  

 

Luego el secuenciamiento del promotor del gen, se realizó un blaseo de la secuencia 

obtenida en el NCBI (Altschul et al., 1997). No se obtuvo resultados. Ante ello, para finalizar 

se empleó un alineamiento de las secuencias consenso en el BLASTn a fin de obtener la 

secuencia especifica. Coincidiendo con la secuencia reportada (Código Genbank: 

XM_003458832, Anexo 2) de miostatina del pez Tilapia (Oreochromis niloticus) y guardando 

una alta homología del 98.86% de la secuencia obtenida con la especie indicada (Figura 7). 

 

Del mismo modo, del análisis filogenético se encontró más similitud entre las 

secuencias nucleotídicas del promotor del gen de Miostatina entre las dos variedades del pez 

Paco (Piaractus brachypomus) con cerca de 99.35%. Que con respecto a la secuencia de la 

Tilapia que fue alrededor del 48.86% de similitud (Figura 9). 

 

Por otro lado, actualmente las estrategias de edición génica efectiva de un gen buscan 

que la secuencia de ARN guía del sistema Crispr Cas tenga como “secuencia blanco” una zona 

cercana al promotor del gen cuya expresión se desea regular. Para crear este tipo de escenario, 

se recomienda que el ARN guía sea diseñado para sitios blancos ubicados lo más cerca posible 

del extremo N-terminal de la proteína que se modificará (Lo más cerca al promotor). De esta 
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manera, se asegura la disfunción total del gen blanco (Bortesi y Fischer, 2015; Cong et al., 

2013). Este hecho tiene especial aplicación para generar el “knock-out” de un gen 

disrumpiendo la secuencia de su promotor (Jacobs et al., 2015). En la Figura 4 se visualiza este 

aporte aplicable para la edición génica a futuro del gen de Miostatina en el pez Paco en el Perú. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

• En el presente trabajo de investigación se logró identificar y secuenciar con 

intervención de los primers diseñados de la especie ictícola Tilapia reportada en el 

Genban (No. de acceso XM_003458832), a la región promotora del gen de miostatina 

de dos variedades (Silvestre y Albina) del pez Paco (Piaractus brachypomus; Cuvier, 

1818).  

• Se confirmó que el diseño de primers empleados para parte de la región promotora son 

específicos para las dos variedades de Paco. Por ende, al observarse el perfil 

electroforético de productos amplificados en el gel de agarosa, se distingue una sóla 

banda nítida sin presentar “smearring o chorreo”. Asimismo, tampoco se observa 

dímeros u otros productos que puedan crear la suspicacia de que no son específicos para 

la región promotora diseñada. 

• Se obtuvieron ampliaciones muy semejantes de 351 pb para la variedad Silvestre y de 

345 pb para la variedad Albina del pez Paco. Y cuyas secuencias fueron: 

Paco variedad Silvestre (351 pb):  

5´-ACTTCTGGACCCAACGCCATCAGCAAGCTCAGATACAGCACGATTTGAGA 

CAGATGCATTGTCTCTTAGGTGTGAAGTGTGGTTTAAAAATACGTTTTGTTTAAAAA

AAAATCCTTTGCACTGTGTCGGAGCTGATGCGCGACTGAACTGGGGTTGGATTAAT

GTCCCACACTGATAGGCATCATAGTTTATTAGCGCGCACCTTTTTATACTCCAACTT

TAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGCTGGACAGGCAACAATGAATTTT

AACCGACTGACATGAAAACTTTTTTTTCGCTGTCAACCCATAAGGAACGGAGGTTGT

GGGCATGTGCTTGACGG-3´ 

 

Paco variedad albina (345 pb):  

5´-AGAACTACTGGACCCAACGCAATCAGCAAGCTCAGATACAGCACGATCTG 

AGACAGATGCATTGTCTCTTAGGTGTGAAGTGTGGTTTAAAAATACGTTTTGTTTAA

AAAAAAATCCTTTGCACTGTGTCGGAGCTGATGCGCGACTGAACTGGGGTTGGATT

AATGTCCCACACTGATAGGCATCATAGTTTATTAGCGCGCACCTTTTTATACTCCAA

CTTTAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGCTGGACAGGCAACAATGAAT

TTTAACCGACTGACATGAAAACTTTTTTTTCGCTGTCAACCCATAAGGAACGGAGGC

TGTGGGCATGT-3´  
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• Lo reportado en el análisis del secuenciamiento de los amplicones,  indican que el gen 

de miostatina presenta un alto grado de conservación, debido al porcentaje de similitud 

dado por el NCBI, que se estima alrededor del 98.86 al 100% en todos los 

secuenciamientos resultantes para el promotor. Se puede confirmar esto último, ya que 

no se hallaron diferencias significativas entre los resultados obtenidos del 

secuenciamiento Sanger para las secuencias de la región promotora, con las registradas 

para la Tilapia en el NCBI. Lo que también indica que existe relación filogenética 

 

• Asimismo, la secuencia consenso de 307 nucleótidos fue del 99.35% entre las dos 

variedades del pez Paco que con respecto a la secuencia de la Tilapia permitió 

identificar una similitud aproximada del 48.86%. Estos resultados, complementados 

con el árbol filogenético obtenido, sugieren una relación evolutiva coherente con la 

historia filogenética de ambas especies, aunque se recomienda realizar estudios más 

exhaustivos que incluyan otras especies nativas para dilucidar con mayor precisión los 

elementos regulatorios del gen MSTN en peces amazónicos. En conjunto, los hallazgos 

del presente estudio satisfacen el objetivo general y los específicos, al demostrar que es 

posible secuenciar y comparar la región promotora del gen de la Miostatina en Piaractus 

brachypomus mediante el uso de herramientas moleculares disponibles. 

 

• Finalmente, la información generada constituye una base científica relevante para 

futuros programas de mejoramiento genético orientados a incrementar la calidad 

cárnica y el potencial productivo del pez Paco, consolidando su importancia como 

recurso estratégico en la acuicultura amazónica peruana. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

• Se recomienda proponer y realizar análisis en la misma línea de estudio, en otras 

especies de peces comerciales alimenticios en el Perú, con la finalidad de poder 

obtener un banco de datos del gen de Miostatina. Ello, permitirá el desarrollo de 

programas de mejoramiento genético de líneas superiores para ganancia de peso en 

estas especies y de tal forma generar una mayor rentabilidad económica en la 

Amazonía peruana. 

• Es de gran importancia tener en cuenta la diferencia en factores de transcripción, para 

poder maximizar la caracterización del gen de MSTN en peces nativos dulceacuícolas, 

de tal manera aportar en el desarrollo de inhibidores de la MSTN para la mejora 

genética de las cualidades alimenticias y de cultivo de dichas especies. 
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IX. ANEXOS 

Anexo 1 

Imagen de la especie del pez Paco (Piaratus brachypomus). A. Variedad Silvestre. B. 

Variedad Albina. 

 

 Nota. Autoría propia (2022). 
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Anexo 2 

Secuencia nucleotídica del gen de Miostatina de la Tilapia (Oreochromis 

niloticus). Código de acceso al Genbank: XM_003458832 (Longitud 3560 bp).  

        1 ttgaattctt tgccaccctc atgctaagaa aatttctcta gatccgcccc tggttactgt 

       61 tctatcagct ttaggttgtc cagccattct cctttgacct ctgacatcag caggcatttt 

      121 gacccagaga agtgttgctc gctggatatt tttttccccc tgggccattc tctaatggct 

      181 aagtatattt atctgaagca ctgccacaca gaacaactac acagaacaac tttagatgtt 

      241 acagaatttt aaagtacata cagtgcataa aaattaaaga catacatttt caaatagcct 

      301 tgacaccagc aatttatttt tctgatgtta gtgttactaa ctggccacac gatggcgctc 

      361 tgctctcatg tcgttcaacc aactgactat tttgaaaagt cctgggccaa gtattttcta 

      421 cattttagtt attctctttt gccctgacgt cgttgcccaa tgctcttttg agaaatatta 

      481 tatttccaga ttttcatgta agattattta ttcgcttttg acagaaagcc tgacctcaac 

      541 aaagcagatg atttaattgc cacttcgtaa cattacaact gtcatttttc ttcaggtggt 

      601 aaattcattt agaaattaac atttgaatgc agaatgcaaa tccaaaacgc tgccctttct 

      661 caaggacgca gaaagacatg cgagcaaaga tatgactgac tattggatat tctttagaga 

      721 agatacgcat tgtaaagttt aagaaaatga agaatgcaac ttctatcttt attcaagact 

      781 tgcattaaat tatttgtttt tgggtgatat aaaacattgt gtgagtgaga ttatcccgtc 

      841 aagcacatgc ccacagcctc cgttccttat gggttgacag cgaaaaaaaa gttttcatgt 

      901 cagtcggtta aaattcattg ttgcctgtcc agccaatcat agattttgac gacacaaaag 

      961 aggctaaagt tggagtataa aaaggtgcgc gctaataaac tatgatgcct atcagtgtgg 

     1021 gacattaatc caaccccagt tcagtcgcgc atcagctccg acacagtgca aaggattttt 

     1081 ttttaaacaa aacgtatttt taaaccacac ttcacaccta agagacaatg catctgtctc 

     1141 agatcgtgct gtatctgagc ttgctgattg cgttgggtcc agtagttctg agtgaccaag 

     1201 aggcgcacca gcagccttcc gtcagcaccc cagtagacac ggatcaatgc gctacctgcg 

     1261 aggtccggca gcagattaaa accatgcgat taaacgcgat aaagtctcag attctgagca 

     1321 agctgcgaat gaaggaagct cccaacatta gcagagagat cgtgaagcag ctcctgccca 

     1381 aagcgccgcc gctgcagcag cttctggatc agtacgacgt gctgggagat gacaacaggg 

     1441 aagaagtcct ggaggacgac gacgagcacg caaccacgga gacaattgta atgatggcaa 

     1501 ctgaacctga ttccgctgtc caggtggacg ggcaaccaaa gtgctgcttt ttctcaatta 

     1561 cgcagaagtt tcaagccagt cgcgtagttc gagcgcagct ttgggtgcat ctgcgtccat 

     1621 cggaagaagt gaccaccgtg ttcctgcaaa tctcccggct tataccggtc acagacggga 

     1681 acagacacat acgaatccgc tccttgaaga tcgacgtgaa tgccggggcc agctcttggc 

     1741 aaagtataga cgtcaagcaa gtgttgactg tgtggctgcg gcagccggag accaactggg 

     1801 gcatcgagat caacgctttc gattcgaggg gaaatgactt agctgtgacc ttcgcagagc 

     1861 cgggagagga gggtctgcaa ccgttcatgg aggtgaagat ttcagagggc cccaggcgtg 

     1921 cccggagaga ctcgggcctg gactgcgatg agaactctcc agagtcccgg tgctgtcgct 

     1981 acccactcac tgtggacttc gaggactttg gctgggactg gattattgca ccaaaacgct 

     2041 acaaggccaa ctattgctct ggggagtgtg agtacatgca cttacagaag tacccacaca 

     2101 cccacctggt gaacaaagcc aaccccagag ggactgcagg tccctgctgt accccaacaa 

     2161 agatgtcgcc aatcaacatg ctctacttta accgcaaaga gcaaatcatc tatggcaaga 

     2221 tcccctccat ggtggtggac cgttgtggat gctcctgagt tgggatggag agagaaaggg 

     2281 ggtgggggcg aaggggccga ggcgccatcc agcaccctac tttaagactg tttcacacca 

     2341 ccaatccacc agttccagtg ctttcctgca gaacacggtg caatagaatc agagtagagg 

     2401 ccacaaacag cccgaccttc ctgcagggca atgctttcat agttctcact tttctttcct 

     2461 ccagtgaaat cttagccata gaggcttgaa gccaggtgga tgcaagaatt caaacacaca 

     2521 cacacacaca caccgacaca tataacacat gctggacctt gaagtgaatg tagccagaaa 

     2581 tgatcacagt tttccaaaac agtgttatta ttctttgttt tttaaatgat ctgtgctctg 

     2641 tccatttata ccaacatgcc gtccgtttat acaccactcc acttgtagct gatatacaag 

     2701 ctatcacact tgatgctctg tgtttgtgat aatcattttt ttagttttgt tttcagagtg 

     2761 aaaccaggaa tcctcaagga ctttttgaaa gggctcggaa aaacacagct ggagactctt 

     2821 tagggtgata tttcacactg gtagaacatg ttttagtacc cctaagtgtc cccaagagtc 

     2881 aatgaaaagt taaactgcac aaaagactaa ctaatctgga gattaatctc tcttgtattg 

     2941 ctcaaagttt cagtttcaat gttttctccc cccaaaatga tgtggtggtt aatctctctt 

     3001 cagagcctat ggatacaaac atgttccacc agtctgaagt accactttag gtcttgtcag 

     3061 gtcctcattt attctgtcat acatacatgc aacaatatat ccaaccgaga gatcgttctc 

     3121 cctcagtcgc aattgtcagt atccaaccaa acagcccgac ctgcccgata cacttgaatt 

     3181 attctgattg taaattcaca tgactggaca gaaggacttg aactgaaggc acgatgaatg 
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     3241 cagcctccaa atgaaagtgt gtttaagaca gaaaacgatg tgaatgtcga aatcatgcct 

     3301 agactctgtc ttacaaacac agtttgcact atggcacacc aatagaaaga attggttgct 

     3361 acaaaaaaaa gttgtaaaaa ctgattttga tatgtttgct aatttgtatt gtattcatat 

     3421 gccatttgtt tccagtagga gttgcctttc tgaaccattg ttggtaaata tataaaactg 

     3481 caacctagca agataaatgt tgtaatgcag caactctata tacttgtttt aacaaataaa 

     3541 gtttctagct tgtttgaaga 

 

Nota. Dirección: 5’→ 3’ 
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Anexo 3 

Identificación de la secuencia nucleotídica amplificada de los primers 

diseñados en base a la secuencia del gen de Miostatina de la Tilapia (Oreochromis 

niloticus) en el Genbank. 

Forward: 5҅-TATCCCGTCAAGCACATGCC-3՚, Reverse: 5҅-GCGTTGGGTCCAGTAGTTCT-3՚ 

 

TTGAATTCTTTGCCACCCTCATGCTAAGAAAATTTCTCTAGATCCGCCCCTGGTTACTGTTCTATCAGCTTTAGG

TTGTCCAGCCATTCTCCTTTGACCTCTGACATCAGCAGGCATTTTGACCCAGAGAAGTGTTGCTCGCTGGATATT

TTTTTCCCCCTGGGCCATTCTCTAATGGCTAAGTATATTTATCTGAAGCACTGCCACACAGAACAACTACACAGA

ACAACTTTAGATGTTACAGAATTTTAAAGTACATACAGTGCATAAAAATTAAAGACATACATTTTCAAATAGCCT

TGACACCAGCAATTTATTTTTCTGATGTTAGTGTTACTAACTGGCCACACGATGGCGCTCTGCTCTCATGTCGTT

CAACCAACTGACTATTTTGAAAAGTCCTGGGCCAAGTATTTTCTACATTTTAGTTATTCTCTTTTGCCCTGACGT

CGTTGCCCAATGCTCTTTTGAGAAATATTATATTTCCAGATTTTCATGTAAGATTATTTATTCGCTTTTGACAGA

AAGCCTGACCTCAACAAAGCAGATGATTTAATTGCCACTTCGTAACATTACAACTGTCATTTTTCTTCAGGTGGT

AAATTCATTTAGAAATTAACATTTGAATGCAGAATGCAAATCCAAAACGCTGCCCTTTCTCAAGGACGCAGAAAG

ACATGCGAGCAAAGATATGACTGACTATTGGATATTCTTTAGAGAAGATACGCATTGTAAAGTTTAAGAAAATGA

AGAATGCAACTTCTATCTTTATTCAAGACTTGCATTAAATTATTTGTTTTTGGGTGATATAAAACATTGTGTGAG

TGAGATTATCCCGTCAAGCACATGCCCACAGCCTCCGTTCCTTATGGGTTGACAGCGAAAAAAAAGTTTTCATGT

CAGTCGGTTAAAATTCATTGTTGCCTGTCCAGCCAATCATAGATTTTGACGACACAAAAGAGGCTAAAGTTGGAG

TATAAAAAGGTGCGCGCTAATAAACTATGATGCCTATCAGTGTGGGACATTAATCCAACCCCAGTTCAGTCGCGC 

ATCAGCTCCGACACAGTGCAAAGGATTTTTTTTTAAACAAAACGTATTTTTAAACCACACTTCACACCTAAGAGA

CAATGCATCTGTCTCAGATCGTGCTGTATCTGAGCTTGCTGATTGCGTTGGGTCCAGTAGTTCTGAGTGACCAAG

AGGCGCACCAGCAGCCTTCCGTCAGCACCCCAGTAGACACGGATCAATGCGCTACCTGCGAGGTCCGGCAGCAGA

TTAAAACCATGCGATTAAACGCGATAAAGTCTCAGATTCTGAGCAAGCTGCGAATGAAGGAAGCTCCCAACATTA

GCAGAGAGATCGTGAAGCAGCTCCTGCCCAAAGCGCCGCCGCTGCAGCAGCTTCTGGATCAGTACGACGTGCTGG

GAGATGACAACAGGGAAGAAGTCCTGGAGGACGACGACGAGCACGCAACCACGGAGACAATTGTAATGATGGCAA

CTGAACCTGATTCCGCTGTCCAGGTGGACGGGCAACCAAAGTGCTGCTTTTTCTCAATTACGCAGAAGTTTCAAG

CCAGTCGCGTAGTTCGAGCGCAGCTTTGGGTGCATCTGCGTCCATCGGAAGAAGTGACCACCGTGTTCCTGCAAA

TCTCCCGGCTTATACCGGTCACAGACGGGAACAGACACATACGAATCCGCTCCTTGAAGATCGACGTGAATGCCG

GGGCCAGCTCTTGGCAAAGTATAGACGTCAAGCAAGTGTTGACTGTGTGGCTGCGGCAGCCGGAGACCAACTGGG

GCATCGAGATCAACGCTTTCGATTCGAGGGGAAATGACTTAGCTGTGACCTTCGCAGAGCCGGGAGAGGAGGGTC

TGCAACCGTTCATGGAGGTGAAGATTTCAGAGGGCCCCAGGCGTGCCCGGAGAGACTCGGGCCTGGACTGCGATG

AGAACTCTCCAGAGTCCCGGTGCTGTCGCTACCCACTCACTGTGGACTTCGAGGACTTTGGCTGGGACTGGATTA

TTGCACCAAAACGCTACAAGGCCAACTATTGCTCTGGGGAGTGTGAGTACATGCACTTACAGAAGTACCCACACA 

CCCACCTGGTGAACAAAGCCAACCCCAGAGGGACTGCAGGTCCCTGCTGTACCCCAACAAAGATGTCGCCAATCA

ACATGCTCTACTTTAACCGCAAAGAGCAAATCATCTATGGCAAGATCCCCTCCATGGTGGTGGACCGTTGTGGAT

GCTCCTGAGTTGGGATGGAGAGAGAAAGGGGGTGGGGGCGAAGGGGCCGAGGCGCCATCCAGCACCCTACTTTAA

GACTGTTTCACACCACCAATCCACCAGTTCCAGTGCTTTCCTGCAGAACACGGTGCAATAGAATCAGAGTAGAGG

CCACAAACAGCCCGACCTTCCTGCAGGGCAATGCTTTCATAGTTCTCACTTTTCTTTCCTCCAGTGAAATCTTAG

CCATAGAGGCTTGAAGCCAGGTGGATGCAAGAATTCAAACACACACACACACACACACCGACACATATAACACAT

GCTGGACCTTGAAGTGAATGTAGCCAGAAATGATCACAGTTTTCCAAAACAGTGTTATTATTCTTTGTTTTTTAA

ATGATCTGTGCTCTGTCCATTTATACCAACATGCCGTCCGTTTATACACCACTCCACTTGTAGCTGATATACAAG

CTATCACACTTGATGCTCTGTGTTTGTGATAATCATTTTTTTAGTTTTGTTTTCAGAGTGAAACCAGGAATCCTC

AAGGACTTTTTGAAAGGGCTCGGAAAAACACAGCTGGAGACTCTTTAGGGTGATATTTCACACTGGTAGAACATG

TTTTAGTACCCCTAAGTGTCCCCAAGAGTCAATGAAAAGTTAAACTGCACAAAAGACTAACTAATCTGGAGATTA

ATCTCTCTTGTATTGCTCAAAGTTTCAGTTTCAATGTTTTCTCCCCCCAAAATGATGTGGTGGTTAATCTCTCTT

CAGAGCCTATGGATACAAACATGTTCCACCAGTCTGAAGTACCACTTTAGGTCTTGTCAGGTCCTCATTTATTCT

GTCATACATACATGCAACAATATATCCAACCGAGAGATCGTTCTCCCTCAGTCGCAATTGTCAGTATCCAACCAA 

ACAGCCCGACCTGCCCGATACACTTGAATTATTCTGATTGTAAATTCACATGACTGGACAGAAGGACTTGAACTG

AAGGCACGATGAATGCAGCCTCCAAATGAAAGTGTGTTTAAGACAGAAAACGATGTGAATGTCGAAATCATGCCT

AGACTCTGTCTTACAAACACAGTTTGCACTATGGCACACCAATAGAAAGAATTGGTTGCTACAAAAAAAAGTTGT

AAAAACTGATTTTGATATGTTTGCTAATTTGTATTGTATTCATATGCCATTTGTTTCCAGTAGGAGTTGCCTTTC

TGAACCATTGTTGGTAAATATATAAAACTGCAACCTAGCAAGATAAATGTTGTAATGCAGCAACTCTATATACTT

GTTTTAACAAATAAAGTTTCTAGCTTGTTTGAAGA 
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Anexo 4 

Secuencia nucleotídica de la región promotora y de la región codificadora del gen de 

Miostatina de la Tilapia (Oreochromis niloticus) y la ubicación de los primers:  

Forward: 5҅-TATCCCGTCAAGCACATGCC-3՚, Reverse: 5҅-GCGTTGGGTCCAGTAGTTCT-3՚ 

 

 

Nota. Sombreado de color verde es el codon de inicio y el último codon de la proteína 

de la Miostatina de Tilapia. 
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Anexo 5 

Obtención de la secuencia nucleotídica consenso del pez Paco Silvestre.  
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Anexo 6 

Obtención de la secuencia nucleotídica consenso del pez Paco Albino.  

 

 

 

 


