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RESUMEN

La presente investigacion, logra la identificacion 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 Perq,
considerado un recurso icticola de gran importancia nutricional para la region de la selva
peruana. Con la informacidn reportada en el Genbank, se emple6 la secuencia del promotor del
gen de Miostatina del pez Tilapia (Oerochromis niloticus; Genbank con No. de acceso
XM_003458832) para disefiar 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 Unicas de aproximadamente 350 pb. Un andlisis bioinformético posterior de las
secuencias promotoras amplificadas alineadas permitié establecer su alta homologia
conservada (98%) entre los promotores de ésta especie con la de Tilapia. Asimismo, la
secuencia nucleotidica 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 gener6é un
arbol filogenético acorde a la historia evolutiva predicha. Se concluye que éstas secuencias
obtenidas del promotor del gen de Miostatina del pez Paco podrian ser Utiles para su edicion

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

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



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.



1. INTRODUCCION

En Perd, en los ultimos afios, se ha experimentado un notable crecimiento en la industria
de la acuicultura. siendo los principales grupos animales cultivados en agua dulce, los peces y
crustaceos, con especies que cuentan como fuente importante de proteina 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 importacion en
sus localidades (Mendoza, 2011). Ademas, el cultivo de especies icticolas y de algunos
crustaceos son base principal de ingresos econémicos para las poblaciones que habitan en las
riberas de rios y lagunas en todo el territorio peruano, sin embargo, existen signos de
sobrepesca sobre estas especies que afectan los ecosistemas acuaticos de estas zonas (Kleeberg,
2019). En la ultima década, se estd buscando peces nativos con mayor tasa reproductiva y de

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

El gen de Miostatina produce crecimiento muscular cuando es inhibido por mutacion
de tipo espontanea o inducida (Ohama et al., 2020). Se ha realizado amplificacion y
secuenciamiento en algunas especies de peces comerciales como la tilapia, salmoén y la trucha,
u otros como medaka, donde se ha inhibido la expresion génica de la Miostatina por técnicas
de edicion de genes que producen mutaciones y estan hoy disponibles comercialmente a nivel
mundial (Sawatari, 2010). Como fin se obtienen lineas de peces de mayor tamafio y peso
comercial, en menor tiempo y a menor costo; dando progresos significativos a la acuicultura

del futuro (Mesa, 2007).

Es asi que el presente estudio es una contribucion a la acuicultura peruana, ya que la

mejora en la produccion, asi como también en la economia nativa del sector amazonico, esta



directamente relacionada con la dinamica de crecimiento de las especies de peces cultivados,
iniciando con el proceso de identificacion y caracterizacion de uno de los genes mas destacados

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

1.1 Descripcion y Formulacion del Problema

La acuicultura es considerada una alternativa o suplemento que provee de proteina
animal en areas de la selva donde existe dependencia de estos peces como importante fuente
de alimento carnico. Lo mismo ocurre en algunas regiones de la costa norte y del centro del
Per( donde han empezado a criarse en cautiverio.

Entre las especies de mayor produccion en la acuicultura amazdnica, se encuentran la
gamitana con una tasa de crecimiento anual del 42% (en el periodo de 2002 a 2010), el sabalo
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 estad emergiendo y tiene el potencial de convertirse en

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

Hasta la actualidad, en el Per( no se ha realizado ningun analisis genético molecular
del gen de la Miostatina en especies de peces dulceacuicolas nativos mas importantes como
son el paiche, la gamitana, el boquichico, el zangaro, la palometa y otros de la Amazonia 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 caracterizacion de la
variabilidad genético molecular del gen de Miostatina, constituye el primer paso crucial para
obtener una nueva linea de peces nativos como el Paco con mayor ganancia de carne y mejor

calidad proteica de la misma (Mesa, 2007).

La informacion que se conoce del gen de Miostatina en peces, es todavia muy limitada,

ya que, si bien se ha descrito su secuencia nucleotidica y la conservacion de esta, entre algunas
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especies, falta dilucidar mas a nivel de su funcionalidad en la proliferacion celular y
crecimiento en masa de tejidos, en peces con importancia econdémica (Gabillard et al., 2013).
Si bien se han realizado estudios genéticos moleculares como la aplicacion de herramientas
para diferenciar entre especies de peces comerciales, por ejemplo, los Ilamados marcadores
moleculares o codigos de barras (Flores, 2018), no se tiene estudios referentes al gen especifico
Miostatina, en Piaractus brachypomus (pez ‘“Paco”). Por ello nos formulamos algunas
preguntas como ¢Cual es la variabilidad genética molecular del gen de la Miostatina en
Piaractus brachypomus (paco) y qué implicancias tendria su caracterizacion para programas de
mejoramiento genético en acuicultura amazénica?, ¢Es posible disefiar y validar primers
especificos que amplifiquen la region promotora del gen de la Miostatina en el paco?, ;Qué
grado de conservacion o variabilidad presenta la secuencia promotora de la Miostatina en

comparacion con otras especies de peces de interés acuicola?

El presente trabajo tratara de responder a estas preguntasy realizara un estudio genético
molecular del gen de la Miostatina, mediante el uso del anélisis del ADN por PCR con la
finalidad de obtener primers que permitan la amplificacion de la secuencia nucleotidica del
promotor en este pez comercial y obtener informacion génica que pueda ser utilizada para el

mejoramiento genético carnico de esta especie icticola.

1.2 Antecedentes

La miostatina (GDF8) es un miembro de la superfamilia de factores de crecimiento
transformante-p y desempefia un papel fundamental en la regulacion, desarrollo y
funcionamiento del musculo esquelético. Se expresa de manera exclusiva y actla inhibiendo
el crecimiento y la diferenciacion celular, como se documenté 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 nimero de fibras musculares, como se descubrio en la
investigacion realizada por McPherron et al. (1997). Dentro de esta superfamilia de factores de
crecimiento transformante-f, se han disenado estrategias efectivas para bloquear la via de
sefializacion 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
evidencid en el estudio de Xu et al. (2013). La Miostatina actia como un regulador negativo
del crecimiento del musculo esquelético. Asi también, en el ganado de doble musculatura por
la hipertrofia (aumento en el diametro de fibras) y/o hiperplasia (aumento en el nimero de
fibras) del mdsculo esquelético (Kambadur et al., 1997).

Radaelli et al. (2003), ha caracterizado la secuencia y patron de expresion de la
miostatina en varias especies de peces de importancia comercial.

Hasta la fecha, se ha llevado a cabo la caracterizacion molecular de la secuencia del
gen de la miostatina a partir del musculo 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), salmoén del Atlantico (Salmo
salar) (QDstbye 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 proteina que forma parte de la familia TGF (Transforming Growth
Factor), la cual engloba factores de crecimiento encargados de regular la proliferacion y
diferenciacion celular. Estos factores también modulan la sintesis de la matriz extracelular y la
funcién bioldgica de otros factores de crecimiento. Estas funciones se desempefian tanto
durante el desarrollo embrionario como en la vida adulta, contribuyendo asi al mantenimiento

de la homeostasis y la regulacion 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 Diferenciacion), también conocida como
MSTN, mientras exploraban posibles miembros de la superfamilia del TGF-p. Durante la
investigacion, el equipo identificé un nuevo gen que mostraba una sorprendente similitud con
los miembros previamente estudiados de esta superfamilia. En el curso de este estudio, se
demostro que la eliminacién de la region que codifica el dominio C-terminal de la proteina
provocaba un notorio aumento en la masa muscular esquelética en ratones. Este efecto se
atribuyd a una combinacién de hiperplasia e hipertrofia, revelando asi que la MSTN desempefia

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

Investigaciones posteriores confirmaron que las mutaciones en el gen MSTN eran
responsables de fenotipos de "doble musculatura”, como se observo 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 predisposicion genética de la Miostatina han sido caracterizados en
varias especies de peces de importancia comercial, segun Maccatrozzo y colaboradores en
2001. Se ha observado una considerable similitud entre las secuencias nucleotidicas de este
gen en vertebrados, especialmente dentro de la misma familia. Este alto grado de conservacion
en la secuencia sugiere que la relacion entre la estructura y la funcion estd ampliamente
conservada entre los vertebrados. En mamiferos y peces, la secuencia nucleotidica del gen de
la Miostatina se mantiene notablemente conservada, como se sefiala en el estudio de Gabillard

etal. (2013).
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En el salmén del Atlantico (Salmo salar) se han descrito dos isoformas de miostatina
mediante RT-PCR. Es asi que, laisoforma | de la MSTN se transcribe en el musculo esquelético
blanco como ARNmM de 2346 nucledtidos que codifica una proteina precursora de 373
aminoacidos. Esta isoforma | presenta 93% de identidad de secuencia con la isoforma Il que
fue aislada del musculo blanco como una secuencia parcial de ADNc de 1409 nucleotidos. En
comparacion con los mamiferos, en los peces se identificd en mas de 20 tejidos como el

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

La literatura cientifica ha informado sobre el aislamiento y la caracterizacion de copias
idénticas de ADN de Miostatina obtenidos a partir del musculo 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 salmén del
Atlantico (Salmo salar) (Ostbye et al. 2001), la carpa comun (Cyprinus carpio L.) (Sun, Yu, &
Tong, 2012). Asimismo, 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). Asi también, en los Gltimos
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
(Fletan japonés), logrando mutantes mejorados en cuanto al incremento de musculatura

(Ohama et al., 2020).

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

rio Orinoco. Se considera una especie de gran importancia en la acuicultura nativa de varios
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paises como Colombia, Brasil, Peri y Venezuela. Este pez ha sido también introducido y
cultivado en varios paises asiaticos, como por ejemplo Vietnam, Tailandia, Malasia y
Bangladesh. A pesar de encontrar otras condiciones en los paises de introduccién, son sus
caracteristicas bioldgicas como su naturaleza resistente, rapida tasa de crecimiento, calidad
superior de la carne, habito de alimentacion omnivoro, factores que la convierten en una

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

1.3 Objetivos

1.3.1 Obijetivo General.

Identificar y analizar la secuencia nucleotidica del promotor del gen de miostatina
involucrado en la generacién de musculo de la especie icticola Paco (Piaractus brachypomus)

con potencial comercial para la acuicultura peruana.

1.3.2 Objetivos Especificos.

e Evaluar primers especificos, disefiados para el pez Tilapia (Oreochromis niloticus)
y el pez Trucha (Oncorhynchus mykiss), en la secuencia promotora del gen de la

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

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

icticola Piaractus brachypomus (pez Paco).

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

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

genes.

1.4 Justificacién

En la década de los 50, la acuicultura a nivel mundial representaba tan solo el 4 % de
la produccién de productos pesqueros destinados al consumo humano. En un periodo de solo
70 afos, esta actividad ha experimentado un notable aumento, llegando a cubrir el 52 % de
dicho consumo. Sin embargo, dada la disminucion continua de las pesquerias y el aumento en
el consumo per céapita de productos pesqueros a nivel global, se estima que es necesario
quintuplicar la produccion acuicola actual para satisfacer la demanda proyectada para el
periodo 2030 y 2050. A pesar de ser una actividad relativamente nueva en comparacién con
otras practicas de produccion con milenios de antigliedad, el crecimiento de la acuicultura ha
sido excepcional. No obstante, enfrenta desafios comunes a otras actividades mas tradicionales,
como la necesidad de asegurar la sustentabilidad al mismo tiempo que se garantiza la seguridad

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

La acuicultura dulceacuicola en el Per desempefia un papel crucial en la mitigacion de
la pobreza y la garantia de seguridad alimentaria en diferentes regiones del pais. No obstante,
las comunidades involucradas en esta actividad se enfrentan a diversos desafios, que incluyen
el agotamiento de los recursos hidrobiolégicos con la consecuente pérdida de diversidad
bioldgica debido a la sobreexplotacion (FAO, 2020). Tambiéen se destacan problemas como la
contaminacion ambiental derivada de la alteracion de habitats acuaticos por acciones humanas
como la explotacion minera ilegal y la deforestacion en areas vulnerables; asimismo, el ingreso

de especies exoticas que afectan las poblaciones endémicas de peces, la baja productividad de
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las especies cultivadas, y la carencia de identificacion y conocimiento de genes asociados a
caracteristicas productivas, lo que conlleva a la falta de programas de mejora genética, entre
otros asuntos (Berger, 2020).

El gen de la miostatina actia como un regulador negativo del desarrollo de la masa
muscular esquelética en diversas especies animales. La inactivacion de este gen, ya sea por
mutaciones naturales o inducidas en laboratorio, conduce a la expresion de un fenotipo
hipermuscular , entendido como un gran desarrollo del musculo; ello ocurre mediante la
multiplicacion 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 econémico al
elevar el valor comercial de los animales, en términos de productividad y rentabilidad

(McPherron et al., 1997).

En la presente investigacion se ejecutara el secuenciamiento del promotor del gen de
Miostatina y se analizard comparativamente su secuencia nucleotidica con las de otras especies
comerciales de interés, buscando la base para su edicion génica futura como alternativa de
elevar su produccion y/o productividad (ganancia de peso del animal) aspecto gravitante para

la acuicultura peruana.
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1.5 Hipotesis
1.5.1 Hipdtesis 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 nucleotidica en comparacién con la secuencia reportada del
pez Tilapia.

1.5.2 Hipdtesis 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 nucleotidica en comparacidn con la secuencia reportada del pez Tilapia.



18

Il. MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

La miostatina se considera una proteina que pertenece a la superfamilia de los TGFp
(Factor de Crecimiento Transformante (), grupo de proteinas 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 regulacion de la proliferacion de diferentes tipos de
células. Estos efectos fueron identificados inicialmente en los primeros miembros descritos en
esta superfamilia. El conjuntoTGFp estd compuesto por diversas proteinas con multifuncion
de sefalizacion célula-célula, cuya accién es fundamental en la regulacion de las fases de
diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario y en la homeostasis de tejidos. Se ha
observado que estas proteinas tienen la capacidad de inhibir el crecimiento y la transformacion
de células (Fernandez, 2004).

La Miostatina (MSTN), también conocida como GDF8, desempefia un roll crucial en
el desarrollo, regulacion y funcionamiento del musculo esquelético. Es asi que, su expresion
actlia de manera exclusiva inhibiendo el crecimiento y la diferenciacion celular (Torres, 2013).
Se destaca como el principal factor que disminuye la cantidad de mioblastos en las divisiones
de diferenciacion terminal, asi como en el grado de alargamiento de las fibras musculares (Xu
et al., 2003). Como regulador negativo del desarrollo del musculo 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 mutacién natural en ganado vacuno europeo, donde los
especimenes que poseen dicha mutacion 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 mutacion de la Miostatina se atribuye a dos eventos principales: la hiperplasia,
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que implica un aumento en el nimero de células musculares, y la hipertrofia, que implica un
aumento en el tamafio de cada célula. En conjunto, estos procesos conducen a la formacion de
miofibras mas grandes y con mayor peso, contribuyendo significativamente al desarrollo de la
Ilamada "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 musculo esquelético extrema y/o hiperplasia (Kambadur et al., 1997). Asi
mediante una deleccion en el gen de la Miostatina, se observd un drastico 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 nimero de fibras musculares
(hiperplasia) como en su didmetro (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 expresion o funcién de la Miostatina, lo que subraya su papel clave
como regulador negativo del crecimiento muscular en diversas especies (McPherron et al.,
1997).

La identificacion de un fuerte regulador negativo de la masa muscular. como MSTN
ofrecio la perspectiva de controlar la masa muscular. Enfocado en el sector agronémico, el
manejo de la actividad de la MSTN puede ayudar a mejorar el manejo del crecimiento muscular
de los animales, asi como a definir una nueva estrategia para controlar la cantidad y la calidad
de la carne. Ademas, debido a que La funcién 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 clinicas (regeneracién, caquexia, etc.) (Gabillard

etal., 2013).
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En peces, la Miostatina desempefia un papel crucial en el crecimiento muscular,
lo que sugiere su potencial aplicacién como herramienta biotecnolégica 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 bioldgico 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 arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Garikipati et al., 2007), el
salmén del atlantico (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 tamarfio
comparable (300 a 400 nucledtidos) que estan separados por dos intrones, una estructura
similar se observa en el gen de Miostatina en los mamiferos (Ohama et al., 2020). Los peces
expresan al menos dos genes para MSTN: MSTN-1y MSTN-2. Hasta la fecha, los promotores
de MSTN-2 se han clonado solo a partir de salmonidos y peces cebra (Nadjar y Funkenstein,

2011).

Un analisis filogenético completo (Kerr et al., 2006) sugirid que varios de los genes de
los salmoénidos, anteriormente identificados como MSTN-2, son en realidad ort6logos de

MSTN-1, y se reclasificaron como MSTN-1a y MSTN-1b. Sin embargo, la similitud de
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secuencia y la agrupacion 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 identifico 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 expresion 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
proteina TBP (Tata binding protein) en el inicio de la transcripcion. 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 especifico de la region upstream del
gen de MSTN, mostro la presencia de un segmento de ADN DE 260 pb que es conservado en
el humano y que actla como un promotor que cuenta con una caja TATA y diferentes sitios de

ligacién para distintos factores de transcripcion (Alves, 2018).

Asi también, algunos estudios funcionales de este segmento de ADN demostraron su capacidad
para dirigir la transcripcién tanto in vitro como in vivo, confirmando que se trata del promotor
proximal del gen Mstn (Grade et al., 2009). Se demostrd que ademas de contener el promotor,
el fragmento estudiado presenta una regién que actla como potenciador, ya que ensayos de
electroporacién 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 denomin6 P/E (promotor/
potenciador). Los factores de transcripcion conservados, algunos no solo entre amniotas, sino
también en anfibios y en el gen mstn b de peces teledsteos, indica que existe un gran repertorio
ancestral de factores de transcripcion asociados en la regulacion del gen Mstn (Mantovani,

2015).
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2.4 Edicién molecular del gen de Miostatina

En consideracion 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 funcidn biologica. Tal aplicacion potencial
en la produccién de animales ha llevado a su secuenciamiento génico en varias especies de

mamiferos y aves, asi como en peces (McPherron 'y Lee, 1997; Cheng, 2003).

Recientemente, la secuencia del gen de Miostatina y su comportamiento de expresion
se han descrito en muchas especies de peces que destacan comercialmente (Maccatrozzo et al.,
2001). Existe gran similitud entre las secuencias nucleotidicas de miostatina en animales
vertebrados y mas adn si pertenecen una misma familia (Ferragut, 2003). El alto nivel de
conservacion de la secuencia de la Miostatina indica que la relacion entre su estructura y

funcidn estd muy conservada entre los vertebrados (Gabillard et al., 2013).

La literatura cientifica ha documentado el aislamiento y la caracterizacion de clones de
ADN de Miostatina obtenidos a partir del masculo esquelético de peces de importancia
comercial como: tilapia (Oreochromis mossambicus), pez basa (Morone chrysops) (Rodgers,
2001), el salmon del Atlantico (Salmo salar) (Ostbye et al. 2001), la trucha (Onchorynchus
mykiss) (Rescan et al., 2001), la carpa comun (Cyprinus carpio L.) (Sun, Yu, & Tong, 2012) y
el Paco (Piaractus mesopotamicus) (Gutiérrez de Paula et al., 2014), . Asi 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). Ademas, 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 edicion especifica del genoma, lo que
permite controlar de manera precisa la expresion genica (Haselkorn et al., 2018). Dentro de los
altimos reportes, se ha implementado el knockout del gen de Miostatina usando Sistema Crispr
Cas9, en Pagrus major (Pargo japonés) , en Paralichthys olivaceus (Fletan japonés), asi mismo
en Channa maculata (pez cabeza de serpiente manchada) (Ou et al., 2023) logrando mutantes

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

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

El Paco (Piaractus brachypomus, Cuvier, 1818) cominmente conocido como “Paco” en
el Per(, es un pez dulceacuicola perteneciente a la familia Caracidae, que tiene como hébitat a
la cuenca del Amazonas y del Orinoco, por lo que se le conoce también con los nombres:
“cachama blanca” en Venezuela y Colombia, 0 “pact blanco” en Bolivia y en Brasil como
“Caranha”, “pacu” y “pirapitinga” (Tafur, 2009). Esta especie nativa de la amazonia peruana,

presenta habitos alimenticios omnivoros con tendencia a lo frugivoro, por preferir frutas y

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

A los tres afios 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 participacion en la pesca,
actividad comercial de la localidad. Debido a estas consideraciones, la cria en cautiverio de
esta especie se ha venido desarrollando en la region del Amazonas desde la década del 50, con
el propdsito de satisfacer la demanda humana, ya sea en estado fresco o como pescado seco y

salado. En cuanto a su reproduccion, 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
dulceacuicola y que alcanza una talla promedio de 88 cm, teniendo como indicadores 6ptimos
el pH medianamente acido 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 ecoldgico con la Gamitana (Colossoma macropomum),
presentando similitudes en la forma, aunque difiere en su patron de coloracion, siendo gris
oscuro en el dorso y los lados con tonalidad anaranjada. Son estas dos especies las mas
importantes y cultivadas en la zona amazonica del pais. Es por eso que en los Gltimos afios se
realizan trabajos de hibridacién del Paco con la Gamitana obteniéndose la Pacotana y
Gamipaco, que con cruces para buscar el aprovechamiento de las caracteristicas 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 linea lateral (23-30 y 50-60, respectivamente) y por tener fila de 33 a
37 escamas debajo de la linea lateral (22—-32 y 49-56, respectivamente. Ademas, la presencia
de un ndmero intermedio de escamas en la linea 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 fisonomia
corporal P. brachypomus tiene un cuerpo significativamente mas profundo en la mitad y en el

borde anterior del peddnculo caudal y la distancia entre el hocico y el supraoccipital mas
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posterior es significativamente mayor. EI maxilar es significativamente mas largo que en P.

orinoquensis (Escobar et al., 2019).

La descripcion anatémica del pez indica que presenta un cuerpo comprimido y ovoide,
mas profundo en la vertical a traves 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 porcion anterior del ojo, sutilmente concavo desde el ultimo
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 insercion 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 coloracion, el pez Paco tiene el cuerpo en general de plateado a gris
oscuro, con region dorsal mas oscuro. Cerca de la posicién de las aletas, ventral, caudal y anal,

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

El paco es considerado como una especie rastica ya que se adapta facilmente al cultivo
en pozas 0 estanques con otras especies, donde por lo general la técnica de induccion de la
reproduccion y el mantenimiento de los estadios primarios de la especie, es conocida y facil 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 pais es limitado a la region amazonica, aunque
recientemente ha sido introducida en Limay otras ciudades del pais. El cultivo de esta especie

esta localizado en la zona selvatica de la Region.

Segun el Anuario Estadistico de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA., 2020), el
producto del cultivo de P. brachypomus en las diferentes localidades de nuestro pais, fue 1 871
(TM), cantidad menor a la obtenida un afio antes. Con la Cantidad mencionada, el pez Paco

ocupa un 1.2 % de las especies dulceacuicolas cosechadas dentro del pais.
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I1l. METODO

3.1 Tipo de investigacion

La investigacion descrita se enmarca dentro de un enfoque exploratorio, cualitativo,
descriptiva e hipotético-deductivo. Es de carécter exploratorio, ya que pretende obtener
informacion especifica sobre la especie objeto de estudio. Se considera cualitativa porque se
centra en la caracterizacion 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 andlisis de la secuencia nucleotidica 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 hipdtesis que se pondran a prueba mediante la observacion objetiva y la

experimentacion, con el fin de obtener conclusiones verificables.

3.2 Ambito temporal y espacial

3.2.1 Ambito temporal
Se estudi6 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  Ambito espacial

Se observd y evaluo el secuenciamiento del promotor del gen de la Miostatina en el pez
Paco (Piaractus brachypomus), haciendo uso del Laboratorio de Mejora Genética y
Reproduccion Animal de la Escuela Profesional de Biologia en la Facultad de Ciencias

Naturales y Matematica 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 nucleotidica del promotor del gen
de Miostatina en la poblacion de peces Paco (Piaractus brachypomus) procedentes de la
comunidad Santo Tomas 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 nucleotidos, del promotor del gen de Miostatina del pez Paco (Piaractus

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

3.4 Poblacion y muestra

3.4.1 Poblacion
Se evaluo a partir de cuatro muestras de tejido de las aletas caudales de especimenes en
estadio adulto del pez Paco (Piaractus brachypomus) procedentes de la provincia Alto

Amazonas de la regién 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.



3.5.1 Materiales de Bioseguridad
e Mandil de laboratorio o guardapolvo.
e Guantes quirdrgicos talla M, de la marca R&G.
e Mascarilla quirargica 3 pliegues, de la marca R&G.

e Cofia 0 malla para el cabello, dela marca R&G.

3.5.2 Material Biologico

Especimenes adultos del pez Paco (Piaractus brachypomus).

3.5.3 Materiales de laboratorio
e Tubo para centrifugacion o de fondo conico, capacidad de 50 ml.
e Bisturi estéril N° 23 marca Surgical Blades.

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

3.5.4 Reactivos
e Kitde extraction de ADN: Kid gSYNC DNA — extraction KIT- GENEaid.
e Agua de grado molecular en la marca BioRad de 500ml.
e Etanol absoluto alisado Merck.
e Agarosa— en la marca Cleaver Scientific CSL- AG 500.
e Red Safe TM Nucleic Acid Staining.
e Marcador Generuler DNA Ladder (100pb).
e Marcador Lambda HIND 11l — Thermo Scientific™
e Agente intercalante ECO-READY to use (2 000x)
e Buffer carga — Blue Juice Gel Loading (10x).

o 2Xpcr (I-STARMAX GH) — Master Mix — Intron

29
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Equipos

Agitador Vortex Mixer - WIZARD. Velp Scientific

Centrifuga refrigerada Eppendorf

Incubadora

Termociclador punto final (Marca SimpliAmp. Life tecnologies)
Campana de Flujo Laminar

Céamara de electroforesis horizontal

3.6 Procedimientos

3.6.1 Diseno de Primers

El disefio de primers se realizo utilizando la secuencia del promotor del gen de
Miostatina de la tilapia (Oreochromis niloticus), que fue descargada de la plataforma

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

codificacion KT987208.1. El proceso de disefio se realizé en el software virtual
Primer3 Plus, segun el método descrito por Untergasser et al. en 2012

Los primers del presente estudio, obtenidos bajo las condiciones y tamafio
deseados, se encuentran descritos en la tabla 1, consiguiendo asi 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 ™ %GC Tamaiio (pb)
Promotor 20
(Forward) TATCCCGTCAAGCACATGCC 60.46 52.63 359
Promotor - s A CTACTGGACCCAACGC 20 49.68 55

(Reverse)



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.6.2 Técnica de recoleccion de datos
Se obtuvieron de forma aleatoria, individuos del pez Paco (Piaractus brachypomus)

procedentes de la provincia Alto Amazonas de la region Loreto.

3.6.3 Toma de muestra de tejido.

Se separd las muestras del tejido del pez, haciendo uso de una hoja de bisturi estéril y

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

3.6.4 Extraccion de ADN de tejido mediante gSYNC DNA Extraction Kit — GENEaid.

Para la extraccion de ADN de las muestras, se empled el Kit de extraccion GENEaid, y
se siguieron las siguientes etapas:

1. Se utilizé 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 realizé la agitacion
del tubo usando el vortex, y se coloc6 el mismo en incubacién a 60 °C durante un tiempo de
40 minutos, asimismo se considerd una agitacion continua de 80 RPM (Este paso se repitio de
forma simultanea en las 4 muestras).

2. Finalizando la incubacion se adicion6 200ul de buffer GTB y se incubd
nuevamente, pero esta vez a un tiempo de 20 minutos y a una temperatura de 60°C,
manteniendo agitacion continua de 80 rpm. Una vez finalizada la segunda incubacién, se
agreg0 5 ul de Solucion Rnase A (10mg/ml) y se agitd rapidamente por 10 segundos y se incubd
una tercera vez, a temperatura ambiente durante un tiempo de 5 minutos.

3. Al finalizar la tercera incubacion, se afiadio 200 ul de etanol absoluto alisado y

se agito 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 centrifugd por 1 minuto a 14 000 RPM vy se
descarto el tubo colector.

4. Se cambi6 a un nuevo tubo colector y se agreg6 400 ul de buffer W1 para llevar
a centrifugacion por 30 segundos a 14 000 RPM. Se reemplaz6 nuevamente el tubo colector, y
se adicion0 600 ul de buffer de lavado llevando a centrifugacion nuevamente bajo las mismas
condiciones. Para finalizar este paso, y obtener el secado de la columna GS, se reemplaz6
nuevamente el tubo colector y centrifugo durante 3 minutos a 14000 RPM.

5. Por altimo, 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 elucion precalentado a 60 °C, para

ello se centrifug6 a 14000 rpm durante 30 segundos.

3.6.5 Descripcion de la calidad y determinacion de la concentracion de ADN

Con el ADN extraido, se realiz6 la evaluacion de la calidad de manera cualitativa
empleando de un gel de agarosa de la marca Cleaver Scientific CSL-AG500 (1%), para ello se
tomo 1 ul del ADN y se agregd 2 ul de buffer carga (Blue Juice Gel Loading 3X). Para la
tincion se utiliz6 como agente,10ul de RedSafe™ Nucleid Acid Staining. Para la referencia se
tomo al marcador ThermoScientific™ Lambda DNA/HindlIl 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 determind la integridad del

ADN.

3.6.6 Amplificacion mediante PCR

Para realizar la amplificacion del promotor del gen de Miostatina mediante la técnica
PCR (Reaccion de Cadena de la Polimerasa) se empleo los primers o cebadores, disefiados con

el software Primer 3 (ver Tabla 1). Asimismo, se describi0 los reactivos usados en el Marter
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Mix para la amplificacion, asi como también las condiciones de ciclado para las muestras en

estudio (ver Tabla 2).

Tabla 2

Preparacion del master mix para la Amplificacion del promotor del gen de Miostatina

en Piaractus brachypomus.

. Concentracién Concentracion Volumen x
Reactivo . .
Inicial Final Muestra

2x PCR (i-STARMAX GH)

Master Mix — iINTRON 2X X 5l
Agua PCR - - 2 ul
Primer F 10uM 0.5uM 1l
Primer R 10pM 0.5uM 1l
ADN 1ul
Volumen Final 10 pl

3.6.7 Evaluacion del amplicon

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), ademas se utilizé 10ul del Agente intercalante

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

100 pb.

3.6.8 Servicio de Secuenciamiento

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

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

los resultados fueron enviados por via correo electrénico por la empresa Macrogen para su

analisis in silico.
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3.7 Analisis de datos
A traveés del uso del software de QIAGEN CLC Genomics Workbench (version 3.6.5),
se realizé la alineacion, edicion y determinacion de la diversidad nucleotidica de las secuencias

del promotor de Miostatina de la especie en evaluacion.

3.8 Consideraciones éticas

La bioética es importante porque aplica a todas las fases y procesos de la investigacion,
cuyo objetivo base es generar informacién que mejore el bienestar de los animales que
intervienen en la investigacion, la calidad del estudio cientifica 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 manipulacién de los mismos, y fomentar la aplicacion de la regla de las
3Rs (Reduccion, 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 experimentacion con animales, de tal forma que se ocasione el

minimo dolor durante la experimentacidn con peces (Manrique et al., 2018).

La frase “animales de laboratorio” refiere a cualquier animal vertebrado que son
comunmente utilizados en experimentacion (como roedores, conejos, aves y primates no
humanos), también animales de granja o pecuarios, animales de vida silvestre y animales
acuaticos (peces, moluscos o crustaceos) que se usen en investigacion cientifica, en ensefianza
de ciencias o0 en pruebas o ensayos de laboratorio. En este estudio se empled 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
investigacion, estaran acorde con todos los procedimientos y protocolos recomendados por la
Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio (2017) y respaldada por la ASOPEBAID

(Asociacion para el empleo y bienestar animal en la investigacion y docencia del Peru, 2017).
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IV. RESULTADOS

4.1 Extraccién y Cuantificacién de la Calidad del ADN

La extraccion de ADN, se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de Mejoramiento
Genético y Reproduccion Animal, de dos ejemplares del pez Paco (Piaractus brachypomus).

Usando las condiciones de amplificacion 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
Extension 20 seg. 72°C 40
Extension final 10 min 72°C 1
Conservacion o 4°C 1

Para el anlisis cualitativo de la calidad de ADN extraido, se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa al 1%, donde se utiliz6 un marcador de peso molecular denominado fago
Lambda DNA/HindlIl que reconoce fragmentos de ADN que se caracterizan por un tamafio de
564 a 23,130 bp; de tal forma se evidencié ADN gendémico, como se logra observar en la Figura

1.



37

Figura 1

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

M 1 2 3 4 5 6

Nota. Se logra la visualizacion de una banda préxima a la banda de 23 130 bp que

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

4.2 PCR punto final

Después de evaluar la calidad del ADN de las muestras, se procedié con la
amplificacion 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 latabla 2. Se observo la amplificacion de un fragmento de ADN, cuyo tamafio
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 amplicon de aproximadamente 350 bp.

M 1 2 3 4 5 6

Nota. Obsérvese un amplicon 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 Analisis del Secuenciamiento Sanger

Se procedi6 al montaje o ensamblado de las secuencias, usando el programa CLC

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

overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/giagen-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
Configuracion de los parametros para el ensamblado.

EAssemble Sequences [ == |

1. Select at least two
nucleotide sequences

Trimrming

2. Setassembly parameters Trim sequence ends before assembly

Alignment options

Minimum aligned read length: |50
Alignment stringency: Medium

Conflicts
i@ Vote (A, C, G, T)
(71 Unknown nudeotide (M)
- | (71 Ambiguity nudeotides (R, ¥, etc.)

D Output opltions

o Create full contigs, induding trace data
[] Show tabular view of contigs

[] create only consensus sequences

(28] [Erwen ][ 3w ][ /o

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

Illumina Analisis con FastQC.

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

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

Después de definirse los parametros se realiz6 el trimado (eliminacion de regiones de
baja calidad) de los extremos antes del ensamblaje. Luego, se procede al sobrelapamiento

minimo de 50 nucleétidos de longitud entre los segmentos Forward y Reverse de cada muestra.

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

Identificacion y correccion de conflictos de las bases en las lecturas

pareadas.
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Continuamente, se realiz6 la correccion de los conflictos detectados, para identificar la
base especifica en la secuencia Consenso (Consensus) y asi mejorar el analisis 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 verificacion de los picos y la
calidad de los mismos en las lecturas de Forward y Reverse, a fin de obtener la base

nucleotidica correcta (Figura 5).

Figura 5

Obtencidn de secuencias consenso.

K ormuct
" {

K i ' ] [
Consarss GOAGCTOCTTCACGATCTICTCTACTAATGTTGOOAGCTTCCTTCATTCOCAGCTTGCTCAGAATCTGAGACTITATCGCOTTTAATCOGCATGGTTTTAATC

Contact

' L "o ~ e

' ’ '
Cormeran TGCTGCCOGGACCTCGCAGGTAGCGCATTGATCCOGTGTCTACTGGGGTIGCTGACGOAAGGCTGCTGGTGCGCCTCTTGGICACTCAGAACTACTGGACCCAA

‘CQMNI

Corsanus COGCAATCAGCAAGCTCAGATACAGCACAA
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Luego de la resolucion de los sitios de conflictos, se identificaron las siguientes secuencias de

consenso para la regién 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 realizo el analisis de similitud (Altschul et al., 1997;

http://ncbi.nim.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 informacion de las

secuencias ensambladas (Figura 6).


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

Andlisis de similitud de las secuencias consenso obtenidas en el NCBI.
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Show results in 3 new window

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

secuencia precisa coincidente (Figura 7).
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Analisis de similitud de las secuencias consenso obtenidas en el BLASTn del pez Paco

(Piaractus brachypomus).

A.

BLAST @ » blastn suite » results for RID-22WPSK9C013

< Edit Search Save Search

Search Summary v

Home Recent Results Saved Strategies Help

@ How to read this report? @ BLAST Help Videos

“DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 22WPSK9C013 Search expires on 03-28 18:41 pm Download All v o
Program BLASTN® Citation v Organism only top 20 will appear u exclude
Database nt See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism
Query ID Icl|Query_44915
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ | | ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘
Query Length 351
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns > Show (2]
select all 100 sequences selected GenBank  Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
- - Max | Total Query E Per.
Description Scientifc Nama Score | Score Cover |value | ldent | AS5LO" Aceession
- - -
PREDICTED is niloticus myostatin (mstn), MRNA Oreochromis niloticus 616 616 100% 1e-171 98.86% 3560 XM 0034588325
is aureus x O is niloticus myostatin gene, complete cds Oreochromis aureus x Oreoch... 616 616 100% 1e-171 98.86% 3939  KC5832581
is niloticus MSTN gene, promoter region and partial cds Oreochromis niloticus 611 611 100% d4e-170 9858% 2413  FJ972683 1
Orechromis niloticus myostatin (MSTN) gene, complete cds Oreochromis niloticus 596 596 100% 1e-165 97.73% 3215 KT987208.1
B.
BLAST @ » blastn suite » results for RID-22X19AGW013 Home Recent Results Saved Strategies Help

Search Summary v

© How to read this report?

@ BLAST Help Videos  DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 22X19AGWO013 Ssearch expires on 03-28 18:47 pm Download All v -
A i only top 20 will appear exclude
Program BLASTN @  Citation v {9rg anis menlvion (L L
. Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  See details v ‘ b - e
+ Add organism

Query ID Icl|Query_22851
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ | ‘ ‘ to | ‘
Query Length 345
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Selectcolumns ' Show

select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

. - Max | Total Query E Per.
Description Scientifc Nama Score | Scare | Gover |value | ldent | 2100 Aeme=T
- - -

PREDICTED is niloticus myostatin (mstn), MRNA Oreochromis niloticus 623 623 100% 7e-174 100.00% 3560 XM 0034588325

Orzochromis aureus x Oreochromis niloticus myostatin gene. complete cds Oreochromis aureus x Orsoc... 623 623 100% 7e-174 100.00% 3339  KC583258.1

is niloticus MSTN gene. promoter region and partial eds 818 618 100% 3e-172 99.71% 2413  FJ972683 1

Orechromis niloticus myostatin (MSTN) gene,_complete cds 603 603 100% Ge-168 98.84% 3215 KT987208.1

PREDICTED: Simoct myostatin b (mstnb), mRNA Simochromis diagramma 480 480 79% 2130 98.90% 1663  XM_040027551.1

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 implicd que las lecturas no corresponden a ninguna especie
icticola 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 homologia a la especie indicada.

4.4 Anélisis Filogenético

Con la informacion molecular de las tres secuencias , se alinearon las tres secuencias
con el programa Clustal X (Versién 2.1) (Larkin et al., 2007). Después, se procedid con la
eliminacion de los “Gaps”, dando como resultado una secuencia consenso de 307 nucle6tidos.
A partir de ello, se confeccioné el arbol filogenético usando el programa MEGA X (Kumar et
al., 2018). Ademas se compararon las secuencias nucleotidicas alineadas de la secuencia del
promotor del gen de Miostatina de 307 nucledtidos de las dos ejemplares del pez Paco
(Piaractus brachypomus) con la secuencia nucleotidica de la Tilapia publicado en el Genbank

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

Arbol 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).

Pez Paco Silvestre

Pez Paco Albino

Pez Tilapia

Nota. La historia evolutiva de la especie se infirié utilizando el método UPGMA. El célculo de
las distancias evolutivasse realiz6 usando el método de Maxima Verosimilitud Compuesta
(Tamura et al., 2004). Se eliminaron todas las posiciones ambiguas para cada par de
secuencias (opcién de eliminacion por pares). Se regitré un total de 307 posiciones en el
conjunto de datos final. Los andlisis 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 s6lo
se visualiza dos nucleétidos diferentes entre las secuencias de ambas. Pero, hay 157 nucledtidos
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 nucleotidicas 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 nucleétidos.

Silvestre  AGCAAGCTCA GTACAGCACG ATTGAGACA GATGCATTGT CTCTTATGTG AGTGGTTTAA AAATACGTTT TGTTTAAAAA
Albino  AGCAAGCTCA GTACAGCACG ATETGAGACA GATGCATTGT CTCTTATGTG AGTGGTTTAA AAATACGTTT TGTTTAAAAA

Tilapia BEcCABECTCE cTHicERTATGC BETTcACAEE CARRAARAAG BTHTBATGTC AGTEGEBTTAA AARTERTTET TCEE TETEEA

Silvestre  AAAATCCTTT GACTGTGTCG GAGCATGCGC GACTGAACTG GGGTTGGATT AATGTCCACA CTGATAGGCA TCATAGTTTA
Albino  AAAATCCTTT GACTGTGTCG GAGCATGCGC GACTGAACTG GGGTTGGATT AATGTCCACA CTGATAGGCA TCATAGTTTA

Tilapia ECEABTCARA GAlTRTCACC BEACARAACE GECTAAAGTH GCRE TRTARA AABGTECECE CTEATARACH ARCANCEETA

Silvestre  TTAGCGCGCA CCTTTTTATA CTCCAACTTT AGCCTCTTTT GTGTCGTCAA AATCTATGAT TGGCTGGACA GGCAACAATG
Albino  TTAGCGCGCA CCTTTTTATA CTCCAACTTT AGCCTCTTTT GTGTCGTCAA AATCTATGAT TGGCTGGACA GGCAACAATG

Tilapia  TEBAGHGHGEA CATTERATEEA BECCEBABTTE AGHCECEEAT GEIECGACAR ABTCHARGEA il TinmA BACAABACEH
Silvestre  AATTTTAACC GACTGACATG AAAACTTTTT TTTCGCTGTC AACCCATAAG GAAGGAGGIT GTGGGCA

Albino  AATTTTAACC GACTGACATG AAAACTTTTT TTTCGCTGTC AACCCATAAG GAAGGAGGIT GTGGGCA

Tilapia ABTTTTAABC BACTEACATA ABABACAATE BATCEETETC ABRTECETEEH Gl AlGAGCET CElcCERR

Nota. Sombreado de color verde son los nucleétidos diferentes entre las dos variedades del pez Paco
(Piaractus brachypomus). Y el sombreado de color fucsia son los nucle6tidos diferentes de las
secuencias del pez Paco con el pez Tilapia (Oerochromis niloticus).
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V. DISCUSION

Dentro del andlisis cualitativo de la calidad de ADN extraido 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 andlisis 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 disefio de primers referenciados en la Tabla 1, se dispone el uso de la
temperatura de anillamiento o hibridacion 5 °C menor a la temperatura de fusién mas baja del
par de primers utilizados, lo que se logré usando el programa virtual de ThermoFisher

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

dependiendo del kit de amplificacion y los UM de primer agregados en las condiciones del
ciclado de PCR (Innis y Geldand, 1990). En este paso se utiliz6 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 mamiferos (bufalos), se realiza una
estandarizacién de la temperatura de fusion, a fin de favorecer la amplificacién correcta de
exones de miostatina (Reyes, 2014), siendo esta etapa del estudio, crucial para la correcta

amplificacion en la PCR.

La amplificacion por PCR de cada fragmento del promotor del gen de la Miostatina,
mostraron amplicones con alta homologia, 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 continud con la secuenciacion Sanger. Con esta etapa se logrd


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 procedio a utilizar diferentes programas ya descritos en los
resultados para el proceso de analisis de similitud de la base de datos del NCBI (National Center

for Biotechnology Information).

Luego el secuenciamiento del promotor del gen, se realiz6 un blaseo de la secuencia
obtenida en el NCBI (Altschul et al., 1997). No se obtuvo resultados. Ante ello, para finalizar
se emple6 un alineamiento de las secuencias consenso en el BLASTn a fin de obtener la
secuencia especifica. Coincidiendo con la secuencia reportada (Codigo Genbank:
XM_003458832, Anexo 2) de miostatina del pez Tilapia (Oreochromis niloticus) y guardando

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

Del mismo modo, del anélisis filogenético se encontré mas similitud entre las
secuencias nucleotidicas 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 edicidn génica efectiva de un gen buscan
que la secuencia de ARN guia del sistema Crispr Cas tenga como “secuencia blanco” una zona
cercana al promotor del gen cuya expresion se desea regular. Para crear este tipo de escenario,
se recomienda que el ARN guia sea disefiado para sitios blancos ubicados lo mas cerca posible

del extremo N-terminal de la proteina que se modificara (Lo més cerca al promotor). De esta
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manera, se asegura la disfuncion total del gen blanco (Bortesi y Fischer, 2015; Cong et al.,
2013). Este hecho tiene especial aplicacion 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 edicion génica a futuro del gen de Miostatina en el pez Paco en el Perd.
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VI. CONCLUSIONES

e En el presente trabajo de investigacion se logré identificar y secuenciar con
intervencion de los primers disefiados de la especie icticola Tilapia reportada en el
Genban (No. de acceso XM_003458832), a la regién promotora del gen de miostatina
de dos variedades (Silvestre y Albina) del pez Paco (Piaractus brachypomus; Cuvier,
1818).

e Se confirmo que el disefio de primers empleados para parte de la regién promotora son
especificos para las dos variedades de Paco. Por ende, al observarse el perfil
electroforético de productos amplificados en el gel de agarosa, se distingue una sola
banda nitida sin presentar “smearring o chorreo”. Asimismo, tampoco se observa
dimeros u otros productos que puedan crear la suspicacia de que no son especificos para
la region promotora disefiada.

e 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 andlisis del secuenciamiento de los amplicones, indican que el gen
de miostatina presenta un alto grado de conservacion, 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 ultimo, ya que
no se hallaron diferencias significativas entre los resultados obtenidos del
secuenciamiento Sanger para las secuencias de la region promotora, con las registradas

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

Asimismo, la secuencia consenso de 307 nucleétidos fue del 99.35% entre las dos
variedades del pez Paco que con respecto a la secuencia de la Tilapia permitio
identificar una similitud aproximada del 48.86%. Estos resultados, complementados
con el arbol filogenético obtenido, sugieren una relacion evolutiva coherente con la
historia filogenética de ambas especies, aunque se recomienda realizar estudios méas
exhaustivos que incluyan otras especies nativas para dilucidar con mayor precision los
elementos regulatorios del gen MSTN en peces amazdnicos. En conjunto, los hallazgos
del presente estudio satisfacen el objetivo general y los especificos, al demostrar que es
posible secuenciar y comparar la region promotora del gen de la Miostatina en Piaractus

brachypomus mediante el uso de herramientas moleculares disponibles.

Finalmente, la informacidén generada constituye una base cientifica relevante para
futuros programas de mejoramiento genético orientados a incrementar la calidad
carnica y el potencial productivo del pez Paco, consolidando su importancia como

recurso estratégico en la acuicultura amazonica peruana.
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VIil. RECOMENDACIONES

Se recomienda proponer y realizar analisis en la misma linea de estudio, en otras
especies de peces comerciales alimenticios en el Per(, con la finalidad de poder
obtener un banco de datos del gen de Miostatina. Ello, permitira el desarrollo de
programas de mejoramiento genético de lineas superiores para ganancia de peso en
estas especies y de tal forma generar una mayor rentabilidad econdémica en la
Amazonia peruana.

Es de gran importancia tener en cuenta la diferencia en factores de transcripcion, para
poder maximizar la caracterizacion del gen de MSTN en peces nativos dulceacuicolas,
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.
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Secuencia nucleotidica del gen de Miostatina de la Tilapia (Oreochromis

niloticus). Cdodigo de acceso al Genbank: XM _003458832 (Longitud 3560 bp).
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ttgaattctt
tctatcagcet
gacccagaga
aagtatattt
acagaatttt
tgacaccagc
tgctctcatg
cattttagtt
tatttccaga
aaagcagatg
aaattcattt
caaggacgca
agatacgcat
tgcattaaat
aagcacatgc
cagtcggtta
aggctaaagt
gacattaatc
ttttaaacaa
agatcgtgcet
aggcgcacca
aggtccggca
agctgcgaat
aagcgccgcce
aagaagtcct
ctgaacctga
cgcagaagtt
cggaagaagt
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gcatcgagat
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caacgctttc
gggtctgcaa
ctcgggcctg
tgtggacttc
ctattgctct
gaacaaagcc
aatcaacatg
ggtggtggac
aaggggccga
agttccagtg
cccgaccttce
cttagccata
caccgacaca
tttccaaaac
ccaacatgcc
tgatgctctg
tcctcaagga
tttcacactg
taaactgcac
cagtttcaat
ggatacaaac
attctgtcat
aattgtcagt
taaattcaca

atgctaagaa
cagccattct
gctggatatt
ctgccacaca
cagtgcataa
tctgatgtta
aactgactat
gccctgacgt
agattattta
cacttcgtaa
atttgaatgc
cgagcaaaga
aagaaaatga
tgggtgatat
cgttccttat
ttgcctgtcce
aaaggtgcgc
tcagtcgcgce
taaaccacac
ttgctgattg
gtcagcaccc
accatgcgat
cccaacatta
cttctggatc
gacgagcacg
caggtggacg
cgcgtagttce
ttcctgcaaa
tccttgaaga
gtgttgactg
gattcgaggg
ccgttcatgg
gactgcgatg
gaggactttg
ggggagtgtg
aaccccagag
ctctacttta
cgttgtggat
ggcgccatcc
ctttcctgcea
ctgcagggca
gaggcttgaa
tataacacat
agtgttatta
gtccgtttat
tgtttgtgat
ctttttgaaa
gtagaacatg
aaaagactaa
gttttctccc
atgttccacc
acatacatgc
atccaaccaa
tgactggaca

aatttctcta
cctttgacct
tttttcceccce
gaacaactac
aaattaaaga
gtgttactaa
tttgaaaagt
cgttgcccaa
ttcgcttttg
cattacaact
agaatgcaaa
tatgactgac
agaatgcaac
aaaacattgt
gggttgacag
agccaatcat
gctaataaac
atcagctccg
ttcacaccta
cgttgggtcc
cagtagacac
taaacgcgat
gcagagagat
agtacgacgt
caaccacgga
ggcaaccaaa
gagcgcagct
tctccecgget
tcgacgtgaa
tgtggctgcg
gaaatgactt
aggtgaagat
agaactctcc
gctgggactg
agtacatgca
ggactgcagg
accgcaaaga
gctcctgagt
agcaccctac
gaacacggtg
atgctttcat
gccaggtgga
gctggacctt
ttctttgttt
acaccactcc
aatcattttt
gggctcggaa
ttttagtacc
ctaatctgga
cccaaaatga
agtctgaagt
aacaatatat
acagcccgac
gaaggacttg

gatccgcccc
ctgacatcag
tgggccattc
acagaacaac
catacatttt
ctggccacac
cctgggccaa
tgctcttttg
acagaaagcc
gtcatttttc
tccaaaacgc
tattggatat
ttctatcttt
gtgagtgaga
cgaaaaaaaa
agattttgac
tatgatgcct
acacagtgca
agagacaatg
agtagttctg
ggatcaatgc
aaagtctcag
cgtgaagcag
gctgggagat
gacaattgta
gtgctgcttt
ttgggtgcat
tataccggtc
tgccggggcece
gcagccggag
agctgtgacc
ttcagagggc
agagtcccgg
gattattgca
cttacagaag
tccectgetgt
gcaaatcatc
tgggatggag
tttaagactg
caatagaatc
agttctcact
tgcaagaatt
gaagtgaatg
tttaaatgat
acttgtagct
ttagttttgt
aaacacagct
cctaagtgtc
gattaatctc
tgtggtggtt
accactttag
ccaaccgaga
ctgcccgata
aactgaaggc

tggttactgt
caggcatttt
tctaatggct
tttagatgtt
caaatagcct
gatggcgctc
gtattttcta
agaaatatta
tgacctcaac
ttcaggtggt
tgcccectttet
tctttagaga
attcaagact
ttatcccgtce
gttttcatgt
gacacaaaag
atcagtgtgg
aaggattttt
catctgtctc
agtgaccaag
gctacctgcg
attctgagca
ctcctgccca
gacaacaggg
atgatggcaa
ttctcaatta
ctgcgtccat
acagacggga
agctcttggc
accaactggg
ttcgcagagce
cccaggcgtg
tgctgtcgcet
ccaaaacgct
tacccacaca
accccaacaa
tatggcaaga
agagaaaggg
tttcacacca
agagtagagg
tttctttecct
caaacacaca
tagccagaaa
ctgtgctctg
gatatacaag
tttcagagtg
ggagactctt
cccaagagtc
tcttgtattg
aatctctctt
gtcttgtcag
gatcgttctc
cacttgaatt
acgatgaatg



3241
3301
3361
3421
3481
3541

cagcctccaa
agactctgtc
acaaaaaaaa
gccatttgtt
caacctagca
gtttctagcect

Nota. Direccion: 5’— 3’

atgaaagtgt
ttacaaacac
gttgtaaaaa
tccagtagga
agataaatgt
tgtttgaaga

gtttaagaca
agtttgcact
ctgattttga
gttgcctttc
tgtaatgcag

gaaaacgatg
atggcacacc
tatgtttgct
tgaaccattg
caactctata

tgaatgtcga
aatagaaaga
aatttgtatt
ttggtaaata
tacttgtttt

69

aatcatgcct
attggttgct
gtattcatat
tataaaactg
aacaaataaa
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Anexo 3

Identificacion de la secuencia nucleotidica amplificada de los primers
disefiados en base a la secuencia del gen de Miostatina de la Tilapia (Oreochromis

niloticus) en el Genbank.

Forward: S-TAICCCGTOAAGOACATGEE-3', Reverse: S-GCGTTGGGTCCAGTAGTTCT-3°

TTGAATTCTTTGCCACCCTCATGCTAAGAAAATTTCTCTAGATCCGCCCCTGGTTACTGTTCTATCAGCTTTAGG
TTGTCCAGCCATTCTCCTTTGACCTCTGACATCAGCAGGCATTTTGACCCAGAGAAGTGTTGCTCGCTGGATATT
TTTTTCCCCCTGGGCCATTCTCTAATGGCTAAGTATATTTATCTGAAGCACTGCCACACAGAACAACTACACAGA
ACAACTTTAGATGTTACAGAATTTTAAAGTACATACAGTGCATAAAAATTAAAGACATACATTTTCAAATAGCCT
TGACACCAGCAATTTATTTTTCTGATGTTAGTGTTACTAACTGGCCACACGATGGCGCTCTGCTCTCATGTCGTT
CAACCAACTGACTATTTTGAARAGTCCTGGGCCAAGTATTTTCTACATTTTAGTTATTCTCTTTTGCCCTGACGT
CGTTGCCCAATGCTCTTTTGAGAAATATTATATTTCCAGATTTTCATGTAAGATTATTTATTCGCTTTTGACAGA
AAGCCTGACCTCAACAAAGCAGATGATTTAATTGCCACTTCGTAACATTACAACTGTCATTTTTCTTCAGGTGGT
AAATTCATTTAGAAATTAACATTTGAATGCAGAATGCAAATCCAAAACGCTGCCCTTTCTCAAGGACGCAGARAG
ACATGCGAGCAAAGATATGACTGACTATTGGATATTCTTTAGAGAAGATACGCATTGTAAAGTTTAAGAAAATGA
AGAATGCAACTTCTATCTTTATTCAAGACTTGCATTAAATTATTTGTTTTTGGGTGATATAAAACATTGTGTGAG
TGAGAT O REERSAEEE  »CAGCCTCCGTTCCTTATGGGT TGACAGCGAAAAARAAGTTTTCATGT
CAGTCGGTTAAAATTCATTGTTGCCTGTCCAGCCAATCATAGATTTTGACGACACAAAAGAGGCTAAAGTTGGAG
TATAAAAAGGTGCGCGCTAATAAACTATGATGCCTATCAGTGTGGGACATTAATCCAACCCCAGTTCAGTCGCGC
ATCAGCTCCGACACAGTGCAAAGGATTTTTTTTTAAACAAAACGTATTTTTAAACCACACTTCACACCTAAGAGA
CAATGCATCTGTCTCAGATCGTGCTGTATCTGAGCTTGCTGATTGCGTTGEGTCCAGTAGTTCTGAGTGACCAAG
AGGCGCACCAGCAGCCTTCCGTCAGCACCCCAGTAGACACGGATCAATGCGCTACCTGCGAGGTCCGGCAGCAGA
TTAAAACCATGCGATTAAACGCGATAAAGTCTCAGATTCTGAGCAAGCTGCGAATGAAGGAAGCTCCCAACATTA
GCAGAGAGATCGTGAAGCAGCTCCTGCCCARAGCGCCGCCGCTGCAGCAGCTTCTGGATCAGTACGACGTGCTGG
GAGATGACAACAGGGAAGAAGTCCTGGAGGACGACGACGAGCACGCAACCACGGAGACAATTGTAATGATGGCAA
CTGAACCTGATTCCGCTGTCCAGGTGGACGGGCAACCAAAGTGCTGCTTTTTCTCAATTACGCAGAAGTTTCAAG
CCAGTCGCGTAGTTCGAGCGCAGCTTTGGGTGCATCTGCGTCCATCGGAAGAAGTGACCACCGTGTTCCTGCAAA
TCTCCCGGCTTATACCGGTCACAGACGGGAACAGACACATACGAATCCGCTCCTTGAAGATCGACGTGAATGCCG
GGGCCAGCTCTTGGCAAAGTATAGACGTCAAGCAAGTGTTGACTGTGTGGCTGCGGCAGCCGGAGACCAACTGGG
GCATCGAGATCAACGCTTTCGATTCGAGGGGAAATGACTTAGCTGTGACCTTCGCAGAGCCGGGAGAGGAGGGTC
TGCAACCGTTCATGGAGGTGAAGATTTCAGAGGGCCCCAGGCGTGCCCGGAGAGACTCGGGCCTGGACTGCGATG
AGAACTCTCCAGAGTCCCGGTGCTGTCGCTACCCACTCACTGTGGACTTCGAGGACTTTGGCTGGGACTGGATTA
TTGCACCAAAACGCTACAAGGCCAACTATTGCTCTGGGGAGTGTGAGTACATGCACTTACAGAAGTACCCACACA
CCCACCTGGTGAACAAAGCCAACCCCAGAGGGACTGCAGGTCCCTGCTGTACCCCAACARAGATGTCGCCAATCA
ACATGCTCTACTTTAACCGCAAAGAGCAAATCATCTATGGCAAGATCCCCTCCATGGTGGTGGACCGTTGTGGAT
GCTCCTGAGTTGGGATGGAGAGAGARAGGGGGTGGGGGCGAAGGGGCCGAGGCGCCATCCAGCACCCTACTTTAA
GACTGTTTCACACCACCAATCCACCAGTTCCAGTGCTTTCCTGCAGAACACGGTGCAATAGAATCAGAGTAGAGG
CCACAAACAGCCCGACCTTCCTGCAGGGCAATGCTTTCATAGTTCTCACTTTTCTTTCCTCCAGTGARATCTTAG
CCATAGAGGCTTGAAGCCAGGTGGATGCAAGAATTCAAACACACACACACACACACACCGACACATATAACACAT
GCTGGACCTTGAAGTGAATGTAGCCAGAAATGATCACAGTTTTCCAAAACAGTGTTATTATTCTTTGTTTTTTAA
ATGATCTGTGCTCTGTCCATTTATACCAACATGCCGTCCGTTTATACACCACTCCACTTGTAGCTGATATACAAG
CTATCACACTTGATGCTCTGTGTTTGTGATAATCATTTTTTTAGT TTTGTTTTCAGAGTGAAACCAGGAATCCTC
AAGGACTTTTTGAAAGGGCTCGGAAAAACACAGCTGGAGACTCTTTAGGGTGATATTTCACACTGGTAGAACATG
TTTTAGTACCCCTAAGTGTCCCCAAGAGTCAATGAAAAGTTAAACTGCACAAAAGACTAACTAATCTGGAGATTA
ATCTCTCTTGTATTGCTCAAAGTTTCAGTTTCAATGTTTTCTCCCCCCAAAATGATGTGGTGGTTAATCTCTCTT
CAGAGCCTATGGATACAAACATGTTCCACCAGTCTGAAGTACCACTTTAGGTCTTGTCAGGTCCTCATTTATTCT
GTCATACATACATGCAACAATATATCCAACCGAGAGATCGTTCTCCCTCAGTCGCAATTGTCAGTATCCAACCAA
ACAGCCCGACCTGCCCGATACACTTGAATTATTCTGATTGTAAATTCACATGACTGGACAGAAGGACTTGAACTG
AAGGCACGATGAATGCAGCCTCCAAATGAAAGTGTGTTTAAGACAGAAAACGATGTGAATGTCGAAATCATGCCT
AGACTCTGTCTTACAAACACAGTTTGCACTATGGCACACCAATAGAAAGAATTGGTTGCTACAAAAAAAAGTTGT
AAARACTGATTTTGATATGTTTGCTAATTTGTATTGTATTCATATGCCATTTGTTTCCAGTAGGAGTTGCCTTTC
TGAACCATTGTTGGTAAATATATAAAACTGCAACCTAGCAAGATAAATGTTGTAATGCAGCAACTCTATATACTT
GTTTTAACAAATAAAGTTTCTAGCTTGTTTGAAGA
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Secuencia nucleotidica de la region promotora y de la region codificadora del gen de

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

Forward: S-TAICCCGTOAAGOACATGEE-3', Reverse: S-GCGTTGGGTCCAGTAGTTCT-3°

|Secuencia del Promotor]|

[ Secuencia Codificadora|

ATG = Codon de inicio
TGA = Ultimo codon

TTGRATTCTTTGCCACCCTCATGCTAAGRAARATTTCTCTAGATCCGCCCCTGGTTACTGTICTATCAGCT
TTAGGTTGTCCAGCCATTCTCCTTTGACCTCTGACATCAGCAGGCATTTTGACCCAGAGARGTGTTGCTC
GCTGGATATTTTTITCCCCCTIGGGCCATTCTCTAATGECTAAGTATATTTATCTGAAGCACTGCCACACA
GARACAACTACACAGAACAACTTTAGATGTTACAGRATTTTAAAGTACATACAGTGCATAARARTTAAAGA
CATACATITTCARATAGCCTTGACACCAGCAATTTATTTTICTIGATGTITAGTGTTACTARCTGGCCACAC
GATGGCGCTCTGCTCTCATGTCGTTCAACCAACTGACTATTTTGARRAGTCCTGGGCCARGTATTITTCTA
CATTTTAGTTATTCTCTTITTGCCCTGACGTCGTTGCCCAATGCTCTTTTGAGARATATTATATTTCCAGA
TTTTCATGTAAGATTATTTATTCGCTITTGACAGARAGCCTGACCTCAACARAGCAGATGATTTAATTGC
CACTTICGIAACATTACAACTGTICATTITICTICAGGTGGTAAATTCATTTAGAAATTAACATTTGAATGC
AGAATGCARAATCCAAAACGCTGCCCTTITCT CAAGGACGCAGARAGACATGCGAGCAAAGATATGACTGAC
TAITGGAIATTCTITAGAGAAGATACGCATTGTARAGTITAAGAANATGAAGAATGCARCTTCTATCTTIT
ATTCARGACTIGCATTAAATTATTIGITITITITGGGTGATATAAAACATTIGI GTGAGT GAGAT
CACAGCCTCCGTTCCTTATGGGTTGACAGCGARARRARAGTTTTCATGTCAGTCGGTITA
AR ATTCATTGTTGCCTGTCCAGCCARTCATAGATTTTGACGACACARAAGAGGCTARAGTTGGAGTATAR
ARAGGTIGCGCGCTAATAAACTATGATGCCTATCAGT GTGGGACATTRAATCCAACCCCAGTICAGTCGCGC
ATCAGCTCCGACACAGTGCAAAGGATTITITTTTTAAACARAACGTATITITAAACCACACTTCACACCTA
AGAGRCA-CAT CIGICICAGATCGIGCIGIATCTGAGCTIGCTIGATIGEGTTGGGTCCAGTAGTICTC
AGTGACCAAGAGGCGCACCAGCAGCCTTCCGTCAGCACCCCAGTAGACACGGATCAATGCGCTACCTGEG
AGGTCCGGCAGCAGATTAARACCATGCGATTARACGCGATARAGTCTCAGATTCTGAGCARGCTGCGAAT
GAAGGRAGCTCCCAACATTAGCAGAGAGAT CGTGRAGCAGCTCCTGCCCARAGCGCCGCCGCTGCAGCAG
CTITCTIGGATCAGTACGACGTGCTGGGAGAT GACARCAGGGAAGAAGT CCTGGAGGACGACGACGAGCACG
CAACCACGGAGACAATTGTAATGATGGCAACTGAACCTGATTCCGCTGICCAGGTGGACGGGCAACCAAR
GIGCIGCITITICTICARTTACGCAGARAGT ITCAAGCCAGTCGCGTAGTICGAGCGCAGCTITITIGEGTIGCAT
CIGCGICCATCGEAAGAAGTGACCACCGIGTICCTGCARATCTCCCGGCTITATACCGGICACAGACGEGA
ACAGACACATACGAATCCGCTCCTTGRAAGATCGACGTGARTGCCGGGGCCAGCTCTTGGCARAGTATAGR
CGTCAAGCAAGTGTTGACTGTIGTGGCTGCGGCAGCCGRAGACCAACTGGGGCATCGAGATCARCGCTTTIC
GATTCGAGGGGARATGACTTAGCTGTGACCTTCGCAGAGCCGGGAGAGGAGGGTCTGCAACCGTTCATGGE
AGGTGRAGATTTCAGAGGGCCCCAGGCGT GCCCGGAGAGACTCGGGCCTGGACTGCGATGAGAACTCTICC
AGAGTICCCGGTGCIGICGCTACCCACTCACTGIGGACTICGAGGACTITGGCT GGGACTGGATTATTIGCA
CCARMACGCTACAAGECCAACTATTGCTICIGGGGAGT GTGAGTACATGCACTTACAGAAGTACCCACACA
CCCACCTGGTGAACARAGCCARCCCCAGAGGGACTGCAGGTCCCTGCTGTACCCCAACRARGATGTCGCC
AATCARCATGCTCTACTTTAACCGCAAAGAGCARATCATCTATGGCRAGATCCCCTCCATGGT GGTGGAL
CGTTGTGGATGCTC C-GTT GGGATGGAGAGAGAALGGGEGT GGGGGCGARGGGGCCGAGGCGCCATCC
AGCACCCTACTTTAAGACTGITTCACACCACCAATCCACCAGTTCCAGTIGCTITCCTGCAGAACACGGIG
CAATAGARATCAGAGTAGAGGCCACARACAGCCCGACCTICCTGCAGGGCARTGCTITICATAGTITICICACT
TITCITICCTCCAGTGARA T CTTAGCCATAGAGGCTTGARGCCAGGT GGAT GCARGARTTCARACACACH

Nota. Sombreado de color verde es el codon de inicio y el tltimo codon de la proteina

de la Miostatina de Tilapia.
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Anexo 5

Obtencion de la secuencia nucleotidica consenso del pez Paco Silvestre.

2 © o 0 100 1 ‘:a

(Conflict Conflict

Cons#fisis ACTTCTGGACCCAACGCCATCAGCAAACTCAGATACAGCCCGATTTGAGACAGATGCATTGTCTCTTAGGTGTGAAGTGTGG- TTTAAAAATACGTTTTGTTTAAAAAAAAATCCTTTGCACTGTGTCGGAGCTGATGCGCGACTGAAC
»
7

RS, [

1F-P1 ACTTCTGGACCCAACGCCATCAGCAAACTCAGATACAGCCCGATTTGAGACAGATGCATTGTCTITTAGGTGTGAAGTGTGG - TTTAAAAATACGTTTTGTTTAAAAAAAAATCCTTTGCACTGTGTCGGAGC TGATGCGCGACTGAAC

Trace data
1R-P1
Trace data
" w = @ w0 » @
Consensus TGGGGTTGGATTAATGTCCCACACTGATAGGCATCATAGTTTATTAGCGCGCACCTTTTTATACTCCAACTTTAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGET AACAATGAATTTT. TGACATGAAAACTT
Coverage

1F-P1 TGGGGTTGGATTAATGTCCCACACTGATAGGCATCATAGTTTATTAGCGCGCACCTTTTTATACTCCAACTTTAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGCTGGACAGGCAACAATGAATTTTAA!

Consensus TTTTTTCCCTGT T TT TGGGCTTGACGG
. 1
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Anexo 6

Obtencion de la secuencia nucleotidica consenso del pez Paco Albino.

Gonflict

ContBeas TTTAGAACTTTCTGGA T TCAGAT, TCT TGCATTGTCTTTTAGGTGTGAAGTGTGGTTTAAAAATACGTTTTGTTTAAAAAAAAATCCTTTGCA - CTGTGTCGGAGCTGATGCGCE

TS, |

1F-Pal [TTTAGAACTTTCTGGACCCAACCCCCTCAGCAAGCTCAGATACAGCACGATCTGAGACAGATGCATTGTCTTTTAGGTGTGAAGTGTGGTTTAAAAATACGTTTTGTTTAAAAAAAARATCCTTTGCA-CTGTGTCGGAGCTGATGLGLE

e |t Mottt oM st sl
1R-Pal
Trace data

Gonflict

Consensus .ncTGncTEGGE1TEGATmncTcccacncmnneccncnneﬁmTmccccec.\ccTTTTTAmcTccucT1TAecc1cT1TTeTGTcc,TcuancTnc,nTes:1sc,.u:Aes:.ucAmeuﬁwbuccc.\cmacnc
Coverage

1F-Pal ACTGAACTGGEGETTEEATTAATETCCCACACTGATAGGCATCATAGT TTATTAGCGCGCACCTTTTTATACTCCAACTTTAGCCTCTTTTGTGTCGTCAAAATCTATGATTGGCTGGACAGGCAACAATGAAT TTHAACCGACTGACATG

o o o e oot A

Teenson 0 P A e A M A A

Comston 1

1F-Pal RARRCTTTTTTTECGCTGTCARCCCATA)

Trace data f. : ) f'l

1R-Pal

Trace date




