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RESUMEN

La investigacion realizada en este estudio se relaciona directamente a la produccion
acuicola, la cual estd representada en el Per por la trucha, los langostinos, la concha de
abanico, entre otros, los cuales destacan principalmente por el aporte proteico que se encuentra
en el musculo. EI mejoramiento genético es una opcion infalible que pretende mejorar las
condiciones fisicas de la especie segin sea el objetivo del estudio, lo que se refiere a
incrementar la masa muscular (silenciamiento de Miostatina) de la especie acuicola Trucha
arcoiris y su variante albina o dorada, mediante el uso de técnicas moleculares como el
silenciamiento de genes reguladores al crecimiento, sin tener que incurrir en la transgénesis,
triploidizacion o en el uso de hormonas exdgenas, para lo cual primero debemos analizar el
gen responsable de inhibir a la hormona del crecimiento generada por el propio organismo
(Miostatina). Para lo cual, se realizo la extraccion de ADN en el Laboratorio de Mejoramiento
Genético y Reproduccion Animal de dos especimenes de trucha (Oncorhynchus mykiss), una
en variedad normal y la otra en su variedad albina. El alineamiento de las secuencias obtenidas
producto del secuenciamiento, evidencio que ambas variedades de trucha poseian el mismo
gen que codifica la Miostatina, dando asi resultados esperados en la investigacion, recalcando
que el gen de miostatina es un gen conservado en los vertebrados, y siendo este un gen de
interés comercial puesto que la proteina regula negativamente al crecimiento muscular, su
inhibicidn tiene gran interés comercial, asi como cientifico dentro del sector acuicola, dando

pie a programas de mejoramiento genético animal.

Palabras clave: Trucha arcoiris, miostatina, acuicultura, promotor, exon.



ABSTRACT

The research conducted in this study is related to aquaculture production, which is
represented in Peru by trout, prawns, scallops, among others, which stand out for the protein
content found in the muscle. Genetic improvement is an infallible option that aims to improve
the physical conditions of the species depending on the objective of the study, which refers to
increasing muscle mass (myostatin silencing) of the aquaculture species Rainbow trout and its
albino or golden variant, through the use of molecular techniques such as the silencing of
growth regulatory genes, without having to incur in transgenesis, triploidization or the use of
exogenous hormones, for which we must first analyze the gene responsible for inhibiting the
growth hormone generated by the body itself (Myostatin). For which, the DNA extraction was
carried out in the Genetic Improvement and Animal Reproduction Laboratory of two
specimens of trout (Oncorhynchus mykiss), one in normal variety and the other in its albino
variety. The alignment of the sequences obtained as a result of the sequencing, showed that
both varieties of trout had the same gene that encodes Myostatin, thus giving expected results
in the investigation, emphasizing that the myostatin gene is a conserved gene in vertebrates,
and this being a gene of commercial interest since the protein negatively regulates muscle
growth, its inhibition has great commercial and scientific interest within the aquaculture sector,

giving rise to animal genetic improvement programs.

Keywords: Rainbow trout, myostatin, aquaculture, promoter, exon.



I. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad que se ha desarrollado en Per( durante los Gltimos afios,
siendo los peces de agua dulce, principales en los grupos de cultivo. Los cultivos acuicolas
tienen una gran fuente proteica animal y valor nutricional el cual se determinara por el tipo de
sistema o tecnificacion de los cultivos, para lo cual se requiere la obtencion de una mayor
cantidad de materia prima, comercializadas dentro de las propias localidades, generando asi un

impulso econémico favorable para la implementacion de nuevas tecnologias (Mendoza, 2011).

1.1 Descripciéon y Formulacion del Problema

En Perd, el Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI, 2016) nos indica que la
produccion acuicola esta estructurada principalmente por la trucha, langostinos y concha de
abanico con el 53%, 28.7% y 12 % respectivamente, este sector va en crecimiento ya que
genera empleos en sectores rurales, pero es de alto costo con relacion a la compra de alimento
balanceado, para lo cual se destina el 60% del presupuesto, por lo cual se plantea buscar
alternativas para volver mas rentable el producto y mejorar la actividad econémica. En el 2019
las importaciones de trucha peruana se incrementaron en 152.5% al mercado asiatico a
diferencia de afos anteriores, esto se da principalmente por dificultades que actualmente
presenta el sector pesquero japones, asimismo cabe resaltar que el efecto del COVID-19 ha
manifestado una incidencia sobre la demanda y oferta de trucha (Promocion del PerG para la
Exportacion y el Turismo [PROMPERU], 2020).

El presente estudio busca, analizar las modificaciones que se puedan encontrar al
secuenciar parte de la region promotora y del exon 1 del gen de miostatina en dos truchas
diferentes, la trucha dorada y la trucha arcoiris silvestre, para asi dar pie a posibles estudios de

mejoramiento genético.



1.2 Antecedentes

La miostatina (GDF8) pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento
transformante-p, muy importante para la regulacion, desarrollo y funcionamiento del masculo
esquelético donde se expresa exclusivamente inhibiendo el crecimiento y la diferenciacion
celular (Hanset et al., 1982). La deficiencia del gen de miostatina ocasiona hipertrofia muscular
debido a una combinacion y aumento de un mayor numero de fibras en diferentes especies
(humanos, vacas, raton, ovino, y perro), sin consecuencias adversas (McPherron et al., 1997).

En esta superfamilia, se han desarrollado estrategias efectivas para bloguear la via de
sefializacion de Miostatina, realizando terapias para diversas enfermedades de desgaste
muscular como distrofia muscular, sarcopenia, asi como en pacientes con largos
confinamientos en cama. En efecto, los inhibidores de Miostatina han demostrado una gran
promesa para aumentar significativamente el crecimiento muscular en modelos animales (Xu
etal., 2013).

Actualmente, la miostatina se caracteriza en ratones como un regulador negativo del
crecimiento muscular esquelético (McPherron et al. 1997), en ganado de doble musculatura
por la hipertrofia (aumento en el didmetro de fibras) y/o hiperplasia (aumento en el nimero de
fibras) del musculo esquelético extremo (Kambadur et al., 1997). A su vez se puede observar
que en una delecion del gen de miostatina, el crecimiento de la masa muscular es inevitable,
observandose resultados similares de incremento de la masa muscular en perros y ovinos, por
ello considerando la importancia en el control del crecimiento del musculo, la miostatina
presenta un locus de gran interés para el mejoramiento genético puesto que puede desarrollar
la misma funcidn biol6gica en animales de granja, siendo una aplicacion con gran potencial en
la produccion de animales, para lo cual solo se requiere el secuenciamiento génico segun la

especie de interés (McPherron et al.,1997).



Asimismo, se podrian realizar diversas aplicaciones y asi disponer de futuras
herramientas biotecnoldgicas en diversas especies de interés comercial (Nadjar-Boger, &
Funkenstein, 2011), considerando la caracterizado reciente de la secuencia y patron de
expresion de la miostatina en varias especies de peces de importancia comercial segin lo
menciona Maccatrozzo (citado por Radaelli et al., 2003). Puesto que existen muchas
similitudes entre las secuencias nucleotidicas de vertebrados y mucho maés si pertenecen a la
misma familia, lo cual sugiere que la estructura y funcién de cada uno esta muy conservada
entre los vertebrados (Ansai & Kinoshita, 2014).

Cientificamente se ha reportado el aislamiento y caracterizacion molecular de la
secuencia de ADN de miostatina a partir del musculo esquelético en peces de importancia
comercial como: Tilapia (Oreochromis mossambicus), Basa (Morone chrysops) (Rodgers et
al., 2001), Paco (Piaractus mesopotamicus)(Gutierrez de Paula et al., 2014), salmon del
Atléntico (Salmo salar) (Dstbye et al. 2001), Trucha (Onchorynchus mykiss)(Rescan, Jutel &
Ralliére, 2001), Carpa comun (Cyprinus carpio L.) (Sun et al., 2012) Bagre de Canal (Ictalurus
punctatus) (Khalil et al. 2017), de igual manera en especies marinas de importancia comercial
como Lenguado (Paralichthys adspersus) (Delgado et al., 2008) e incluso en peces modelo de
laboratorio como: Medaka (Oryzias latipes) (Sawatari et al., 2010) y pez Cebra (Danio rerio)
(Xu et al., 2007; Acosta et al., 2005).

La ictiofauna peruana es muy diversa ya que cuenta con diversas especies nativas
reconocidas estimada en 1300 especies y 1064 registradas, distribuida de manera totalmente
diferenciada: 1) Drenaje al Océano Pacifico mediante los rios de la zona costera. 2) La cuenca
endorreica del Lago Titicaca y 3) El sistema amazdnico peruano, con subcuencas importantes:
Ucayali, Marafion, Madre de Dios y entre otros, reportandose aproximadamente el 4% de

especies en rios que drenan al Pacifico a lo largo de la Costa peruana (Ortega, 2012).



Trevifio (como se citd en Ortega, 2012) menciona que la diversidad de los rios de la
Sierra esta estrechamente relacionada con la altitud y la temperatura, ademas de la pendiente y
velocidad de la corriente, por lo cual los peces han desarrollado especiales adaptaciones ya que
tambien se puede observar el endemismo en las diversas cuencas hidrograficas, considerandose
que sobre los 1000 m.s.n.m ya se han registrado aproximadamente 80 especies, siendo en su
mayoria de los géneros Orestias, Astroblepus y Trichomycterus, afiadiéndose pocas especies
de pequefios caracidos de los géneros Ceratobranchia, Acrobrycon, Bryconamericus,
Hemibrycon y Creagrutus. Cabe resaltar que en el lago Titicaca (4000 m.s.n.m,) es el
ecosistema alto andino mas diverso para peces de agua dulce, principalmente del género
Orestias (mas de 30 especies), algunas especies de este género, especialmente las mas grandes
y con mayor importancia comercial, estan seriamente amenazadas y probablemente en peligro
de extincion. Por otro lado, la Amazonia Peruana presenta mas de 800 especies registradas
incluyendo a los 6rdenes Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes y Perciformes, ademas
de ello existe en este momento reportes de loricaridos para los géneros Ancistrus y
Chaetostoma, en las vertientes orientales de la Selva Alta (1000 m.s.n.m.).

En Perd se promulgo la Ley de Promocién y Desarrollo de la Acuicultura (Ley N°
27460), en el Decreto 001-2010 [Ministerio de Produccién]. Por lo cual se aprobd el Plan
Nacional de Desarrollo Acuicola hasta el afio 2021 para el desarrollo sostenible de la
acuicultura en el Pert, donde define como acuicultura a las actividades tecnoldgicas
direccionadas al cultivo de especies acuaticas en ambientes acuaticos naturales o artificiales de
manera controlada, incluyendo actividades de siembra y repoblamiento o resiembra, ademas
del procesamiento primario de los productos provenientes de dicha actividad para efectos de la
Ley (Ministerio de Produccion [PRODUCE], 2015).

Oncorhynchus mykiss, perteneciente al orden Salmoniformes de la familia Salmonidae

del género Oncorhynchus, conocida cominmente como trucha arcoiris, Se caracteriza por ser



de cuerpo alargado, y agil de coloracion azul a verde oliva sobre una banda rosada a lo largo
de la linea lateral y plateada por debajo de ella, aunque esta pigmentacion puede variar segln
el habitad, tamafio, edad y condicién sexual color plateado y con motas de distintos colores.
Vive en rios y lagos de aguas frias y limpias. Se alimenta de preferencia de peces pequefios,
crustaceos y larvas de insectos, es nativa desde Alaska hasta México, fue introducida por
primera vez en 1874 en los diferentes continentes excepto Antartida con fines recreativos y el
desarrollo de la acuicultura, ya que es de crecimiento rapido y ademas de ser tolerante a
diferentes ambientes (T° 0 a 27°C), cabe resaltar que pueden ser iniciados en la alimentacién
con una dieta artificial como es el caso de los alevines grandes. Posee un ciclo de vida
anadromo (vivir en océanos, desovar en rios sobre todo muy oxigenado con temperaturas de 9-
14°C), pueden alcanzar de 7 a 10 kg en un periodo de 3 afos, a diferencia de las de agua dulce
que llegan a 4.5 kg en el mismo tiempo, en su reproduccion las hembras pueden producir hasta
2 000 huevos/kg de peso corporal, desovando solo una vez en primavera, aungque en algunos
casos de crianza selectiva pueden madurar méas temprano y desovar anualmente, ademas en la
manipulacion genética de los cromosomas sexuales en embrién esta produce hembras triploide
estériles evitando rasgos como la mandibula ganchuda que no es muy agradable lo cual
garantiza que al ser introducidos no se reproduzcan. La acuicultura de esta especie se ha
desarrollado por muchos tiempos y eficientemente empleando un manejo adecuado y definido
avalando eficientemente la produccién y comercializacién. Sin embargo, el aumento de la
produccion debe ser constantemente estudiada para evolucionar en la industria (FAO, 2022).
En PerG se ha alcanzado 93.4 TM , especialmente por la produccion de las zonas altoandina
donde su produccion y comercializacion se da de manera empirica, considerando que en
Apurimac se cuenta con 12 500 recursos hidricos especialmente en la produccion de truchas,
permitiendo una produccion de 104 TM, cabe resaltar que no siempre el éxito es de garantia a

pesar de tener las condiciones ambientales favorables para el cultivo de la trucha, sino que
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tambien la oferta y demanda hacia el producto que se ven relacionadas directamente con las
politicas publicas que fomentan esta actividad (PRODUCE, 2015).

El Ministerio de la Produccion (como se citdé en Rainuzzo, 2020) menciona que el
departamento de Puno lideré como primer productor de trucha arco iris a nivel nacional durante
el periodo del 2009- 2018, con un total de 284,019 t, seguido de Junin (21,855 t) y Huancavelica
(20,563 t), representando el 92.7% del volumen nacional considerando un crecimiento
anualmente.

Por ende, con todo lo mencionado anteriormente se puede determinar que la actividad
dirigida a la obtencidn de conocimientos es de suma importancia para poder determinar el
desarrollo sustentable de la acuicultura, sobre todo para determinar la biologia y ecologia de
nuevas especies para el cultivo, lo cual contribuye al desarrollo de la biotecnologia en esta
actividad, segun sea el enfoque del estudio (nutricidn, patologia y genética), ademas del
reforzamiento y perfeccionamiento de técnicas de cultivo existentes para poder implementar

nuevas herramientas y tecnologia para el desarrollo de la acuicultura en el pais.

1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo General.
) Identificar, secuenciar y analizar molecularmente el promotor y el exén 1 del
gen de la Miostatina de dos variedades de la trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) de la region

Junin — Huancayo.

1.3.2 Objetivos Especificos.
) Identificar y secuenciar una parte del promotor del gen de miostatina en la trucha

arcoiris (Onchorynchus mykiss) y su variedad albina o dorada.
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) Identificar y secuenciar una parte del exén 1 del gen de miostatina en la trucha
arcoiris (Onchorynchus mykiss) y su variedad albina o dorada.

) Analizar la variabilidad de las secuencias amplificadas del promotor y del exén
1 del gen de miostatina en la trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) y su variedad albina o
dorada.

) Determinar la capacidad de amplificacion de los primers disefiados para el
promotor y el exon 1 del gen de Miostatina en la trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) y su

variedad albina o dorada.

1.4 Justificacion

La acuicultura dulceacuicola en el Peru es una actividad que contribuye con la
mitigacion de la pobreza y la seguridad alimentaria. Sin embargo, las comunidades que
desarrollan acuicultura dulceacuicola se enfrentan con una serie de problemas graves como:
agotamiento de los recursos hidrobioldgicos por sobreexplotacion, carencia de programas de
mejora genética, contaminacion producto de la degradacion ambiental por la alteracion de los
habitats acuaticos producto de las actividades antrépicas como la deforestacion y explotacion
minera ilegal a lo largo de las areas amazonicas y altoandinas, introduccion de especies exoticas
que afectan a la ictiofauna endémica, construccién de centrales hidroeléctricas que afectan el
ciclo reproductivo por la migracion de los peces, la baja productividad de las especies
utilizadas, la falta de identificacion y conocimiento de genes asociados a caracteristicas
productivas entre otros problemas, cabe resaltar que la acuicultura intensiva se centra en
especies que tienen una mayor ganancia de peso entre ellas tenemos a la Trucha y la Tilapia

(80% y 10% respectivamente). El resto de la demanda es obtenida por la pesca masiva
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extractiva sin control de otras especies icticolas afectando su tasa poblacional al no estar
integradas como candidatas dentro de una actividad productiva (PRODUCE, 2015).

El gen de la miostatina es un regulador negativo de la masa muscular esquelética en
cualquier especie animal. Asimismo, la inactivacién por mutaciones naturales o inducidas del
gen de la miostatina induce un fenotipo hipermuscular por la proliferacion de ceélulas
musculares en los animales vertebrados que incluye a los peces, duplicando la musculatura por
lo cual hay una ganancia de peso, siendo esto un beneficio ya que su valor comercial aumenta
lo cual permite lograr animales con mayor carcasa y peso individual (McPherron et al., 1997).

En el presente estudio se realizara el secuenciamiento del gen de miostatina en
Oncorhynchus mykiss (Trucha de rio) principal especie cultivada de la ictiofauna peruana, esto
permitird obtener un banco génico o genoteca donde se analizara y determinaré las variaciones
nucleotidicas que se dan por mutaciones funcionales y asi evaluar su efecto en esta especie.
Igualmente, se desarrollara in silico el andlisis genético comparativo entre las diferentes
especies colectadas implementando genotecas de miostatina determinantes para la
investigacién preliminar dentro de un potencial programa de mejora genética con la aplicacion
de la posible aplicacion de la técnica de edicion de genes Crispr Cas9, permitiendo asi el
silenciamiento de la miostatina en especies de peces candidatos nativos e introducidos
continentales en el Per( (Varszhney et al., 2015), siendo Gtil como herramienta de mejora
genética y/o biotecnoldgica, puesto que permitiria elevar la produccion y/o productividad
(peso) en poco tiempo de los peces ya cultivados en piscigranjas, garantizando el creciente
consumo por la demanda cérnica icticola en las diferentes regiones del pais. De esta manera,
permitird una mejor toma de decisiones con el uso de técnicas biotecnoldgicas promisorias

enmarcado dentro de la politica acuicola peruana trazada como meta al afio 2030.
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1.5  Hipdtesis
1.5.1 Hipotesis nulas

. No se podra secuenciar el promotor y el exon 1 del gen de la Miostatina en la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

o El secuenciamiento nucleotidico del promotor y del exén 1 del gen de
Miostatina en los individuos analizados de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de la region

Junin - Huancayo no presentan polimorfismo genético molecular.

1.5.2 Hipotesis alternativas

o Se podra secuenciar el promotor y el exén 1 del gen de la Miostatina en la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

. El secuenciamiento nucleotidico del promotor y del exdn 1 del gen de
Miostatina en los individuos analizados de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de la regién

Junin — Huancayo, al menos uno presenta polimorfismo genético molecular.
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1 MARCO TEORICO

2.1  Bases teoricas sobre el tema de investigacion

La Miostatina es una proteina que juega un papel esencial en la regulacién, desarrollo
y funcionamiento del musculo esquelético donde se expresa exclusivamente inhibiendo el
crecimiento y la diferenciacion, siendo el principal factor que reduce el numero de mioblastos
en las divisiones de diferenciacion terminal asi como en el grado de alargamiento de las fibras
(Xu et al., 2003), en ratones se expresa durante la embriogénesis de las células del miotomo de
las somitas y continta funcionando en ratones adultos, ello demuestra que esta proteina
participa en la regulacion homeostatica posnatal suprimiendo el crecimiento muscular

(Rodgers et al., 2001).

2.2 Gen de miostatina

McPherron en 1997 identifico el gen de la Miostatina en mutaciones en ganado vacuno,
como un evento biolégico conocido como doble musculatura o hipertrofia muscular (Luc et al.
1997), esta mejora en el ganado se origind debido al incremento en el nimero de células
(Hiperplasia), como también en el tamafio de estas (Hipertrofia), dando como resultado

miofibras mas grandes y pesadas (Rodgers et al., 2007).

2.3 Edicion molecular del gen de Miostatina

El método clasico utilizado hace una década, para la modificacion genética era la
recombinacion homdéloga ampliamente utilizado en embriones, siendo las células madre de
linea germinal las que generaban animales knockout o knockin (Thomas, & Capecchi, 1987)
siendo la desventaja en la mayoria de los casos el tiempo para generar un animal modificado

genéticamente.
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Otro enfoque alternativo, era utilizar oligonucleétidos antisentido y ARN de
interferencia, sin embargo, estos planteamientos reducen soélo transitoriamente la expresion
génica, y el efecto suele ser incompleto ya que puede afectar a otros genes de manera
involuntaria. Actualmente, la edicién de genes o edicién del genoma, ha permitido que los
investigadores tengan una mejor precision e introducir de manera eficiente una variedad de
alteraciones genéticas en células de animales (Bono et al., 2015), el sistema CRISPR-Cas9
derivada de la bacteria Streptococcus pyogenes se ha convertido en una revolucionaria
herramienta para la edicion especifica del genoma (Edicion de genes) y poder asi controlar de
la expresion génica (Haselkorn et al., 2018), a la fecha se observan estudios de peces
modificados genéticamente con esta nueva herramienta, ya es el caso de, Ictalurus puctatus,
pez gato (Elaswad, et al. 2018; Khalil, et al. 2007), Salmo salar, salmén del atlantico

(Edvardsen, et al. 2014), Lutjanus guttatus, pargo flamenco (Torres, 2018) entre otros.
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11l METODO

3.1  Tipo de investigacion

Esta investigacion segn su propdsito es de tipo aplicada tecnoldgica puesto que se
pretende utilizar técnicas moleculares de vanguardia, ademas de ello por la profundidad del
objeto de estudio se puede decir que es una investigacion exploratoria ya que se requiere
investigar informacion especifica en la variedad albina de la especie en estudio, por los datos
investigados podemos mencionar gque es una investigacion de tipo cualitativa ya que se buscara
informacidn principalmente sobre el gen de Miostatina presente en la especie estudiada y su
variedad albina. De esta manera, por la manipulacion de variables tambien se podria decir que
es una investigacion experimental ya que se pretende analizar la secuencia nucleotidica del
promotor y exon 1 del gen de Miostatina en la especie acuicola de agua dulce de mayor
comercializacion en el pais la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y su variedad albina. Por
altimo, segn su inferencia esta investigacion es hipotética — deductiva ya que segun los
resultados obtenidos se podra corroborar la hipdtesis mediante la observacion y

experimentacion desarrollada.

3.2 Ambito temporal y espacial

3.2.1 Ambito temporal
Se evalud el secuenciamiento del gen de Miostatina en la trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) en el periodo desde el mes de junio del 2021 hasta el mes de junio del 2022.

3.2.2 Ambito espacial
Se evalud el secuenciamiento del gen de Miostatina en la trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) y su variedad albina obtenido en el laboratorio de Mejora Genética y Reproduccién
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Animal de la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad de Ciencias Naturales y

Matematica de la UNFV.

3.3 Variables

3.3.1 Variable independiente
Variabilidad genética de la secuencia nucleotidica del promotor y del exén 1 del gen de
Miostatina en la poblacion de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y de la variedad albina

procedentes de la zona de Junin — Huancayo.

3.3.2 Variable dependiente
Secuencias nucleotidicas del promotor y exon 1 del gen de Miostatina de la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y de la variedad albina procedentes de la zona de Junin-

Huancayo.

3.4  Poblacién y muestra
3.4.1 Poblacién

Se trabajé con cuatro muestras de tejido de las aletas caudales de especimenes en
estadio adulto de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y su variedad albina criadas en la

piscigranja Acuatrout SAC de la region de Junin.

3.4.2 Muestra
Dos especimenes en estadio adulto de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y dos

especimenes en estadio adulto trucha arcoiris de la variedad albina.
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3.5 Instrumentos

3.5.1 Materiales de Bioseguridad

" Guardapolvo.
" Guantes quirdrgicos talla L - R&G.
" Mascarilla quirdrgica 3 pliegues - R&G.

= Cofia - R&G.

3.5.2 Material Bioldgico
v Especimenes adultos de trucha Arcoiris (Onchorynchus mykiss) y su variedad

albina.

3.5.3 Materiales de laboratorio
v Bisturi estéril N° 23 Surgical Blades.
v Tubo de fondo conico de 50 ml.

v Tubo eppendorf de 2.0, 1.5, 0.2 ml

3.5.4 Reactivos
v Agua grado molecular BioRad de 500ml.
v Kid gSYNC DNA — extraction KIT- GENEaid.
v Etanol absoluto alisado Merck.
v Agarosa -Cleaver Scientific CSL- AG 500.
v Buffer carga — Blue Juice Gel Loading (10x).
v Red Safe TM Nucleic Acid Staining.
v Marcador Generuler DNA Ladder (100pb).
4 Marcador Lambda HIND 111 — Thermo Scientific™

v Agente intercalante ECO-READY to use (2 000x)
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v 2Xper (i-STARMAX GH) — Master Mix — Intron
3.5.,5 Equipos

v Vortex Mixer - WIZARD. Velp Scientific
Centrifuga - Eppendorf
Incubadora
Camara Electroforética horizontal
Espectrofotometro - Implen®

Termociclador punto final (Marca SimpliAmp. Life tecnologies)

S S RN

Cabina de Flujo Laminar

3.6 Procedimientos

3.6.1 Disefio de Primers
1. El disefio de Primers se realiz6 con base a la secuencia del gen de Miostatina
la, de Oncorhynchus mykiss, descargado de la plataforma virtual Gen Bank

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), con codificacion DQ136028, en el software virtual

primer3 plus (https://www.primer3plus.com).

2. Los primers propios obtenidos bajo las condiciones y tamafio deseados, se
encuentran descritos en la tablal, teniendo asi primers con una temperatura de anillamiento no

muy diferente entre los pares de primers.



Tabla 1

Disefio de primers propios
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Nombre Secuencia (5" - 3") Long. pb ™ %GC
Miost-Prom-1F (1A) AAGGCAGCGATAGCATTGGT 20 63,1 50
Miost-Prom-1R (1A) AACCTCTGCGGTTTAAGCGA 20 62,8 50
Miost-Prom-2F (1B) TGTGCTTTCGCTTAAACCGC 20 62,6 50
Miost-Prom-2R (1B) TTGGGGTGTCTGATTTGCGA 20 62,9 50
Miost-Prom-5F (3C) TTCGCAAATCAGACACCCCA 20 62,9 50
Miost-Prom-5R (3C) ATTTTCCCCCTTGAGGCACC 20 63,4 55

Miost-Exonl-F GCAACTCTGTAGTCCGCCTT 20 62,9 55
Miost-Exonl-R AGGCACACATACGCAATCCA 20 63 50

3.6.2 Técnica de recoleccién de datos

Se obtuvieron especimenes en estadio adulto de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

y su variedad albina (dorada) cultivadas en la piscigranja Acuatrout SAC de la region Junin.

3.6.3 Toma de muestra de tejido.

La muestra de tejido sera separada del pez con ayuda de una hoja de bisturi estéril y se

colocara en un tubo de 2ml con agua libre de nucleasas.

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

1. Se coloco 100 ul de la muestra previamente homogenizada en un tubo de 1,5 ml

con 200 ul de buffer GT y 20 ul Proteinasa K. Se continuo con una agitacion en el vortex para

luego colocar los tubos a incubacion a 60 °C durante 40 minutos a agitacion continua de 80

RPM.

2. Terminada la incubacion se procedio a adicionar 200ul de buffer GTB y se

incubd por 20 minutos a 60° con una agitacion continua de 80 rpm, una vez finalizada la
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incubacion se adiciond 5 ul de Solucion Rnase A (10mg/ml) y se agitd vigorosamente por 10
segundos y se incub0 a temperatura ambiente durante 5 minutos.

3. Al finalizar la incubacién, se afiadié 200 ul de etanol absoluto alisado y agité
por 10 segundos. Luego esta mezcla fue colocada en la columna GS evitando agregar
precipitados. A continuacién, se centrifugd 1 minutos a 14 000 RPM vy se descart6 el tubo
colector.

4. Se coloc6 un nuevo tubo colector y se agregara 400 ul de buffer W1 para luego
proceder a centrifugar 30 segundos a 14 000 RPM. Para luego reemplazar el tubo colector por
uno nuevo, agregandose 600 ul de buffer de lavado para centrifugar nuevamente en las mismas
condiciones. Adicionalmente se volvio a reemplazar nuevamente el tubo colector y centrifugd
durante 3 minutos a 14000 RPM para secar la columna GS.

5. Finalmente, la columna fue colocada en el tubo definitivo de 1,5 ml y el ADN
fue diluido con 60 ul de buffer de elucion precalentado a 60 °C, para lo cual se centrifugd

durante 30 segundos a 14000 rpm.

3.6.5 Determinacion de la calidad y concentracion de ADN

Una vez obtenida el ADN, se evalu0 la calidad de manera cualitativa a través de un gel
de agarosa de la marca Cleaver Scientific CSL-AG500 (1%) para ello se tom6 1 ul del ADN y
se adiciond 2 ul de buffer carga (Blue Juice Gel Loading 3X). Se utilizé 10ul de RedSafe™
Nucleid Acid Staining como agente de tincion. Se tom6 como referencia el marcador
ThermoScientific™ Lambda DNA/Hindlll Marker. Las muestras fueron llevadas a
electroforesis a 90 voltios por 60 minutos, posteriormente se revelo el gel a través de un

fotodocumentador, permitiendo asi que la imagen digitalizada prevalga la integridad del ADN.
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La concentracién de ADN en ng/uL, fue realizada a través de un espectrofotdmetro
(Implen®) donde se determind la concentracion y la integridad del ADN a través de las

relaciones A260/280 (calidad de ADN puro), A260/230 (grado de contaminacion).

De la data obtenida de la cuantificacion por espectrofotometria, se realizé una dilucion
final a 10 ng/ pL, la cual fue corroborada por un nuevo célculo espectrofotométrico (Marca

Implen®).

3.6.6 Amplificacion mediante PCR

Para la amplificacion del gen de Miostatina mediante la PCR (Reaccion de Cadena de
la Polimerasa) se utilizd los primers o cebadores, disefiados con el software Primer 3
(Untergasser et al. 2012) (ver Tabla 1). Ademas de ello se describi6 los reactivos usados en el
Marter Mix para la amplificacion del gen de Miostatina (Tabla 2) asi como las condiciones de

ciclado para las muestras en evaluacion (ver Tabla 3).

Tabla 2

Primers utilizados para cada PCR en 2 muestras de Oncorhynchus mykiss.

Temperatura
Primer Forward (5°-3%) Reverse (5°-3”) de
Hibridacion
Miost-Prom-1 ~ AAGGCAGCGATAGCATTGGT  AACCTCTGCGGTTTAAGCGA 66.1
Miost-Prom-2  TGTGCTTTCGCTTAAACCGC TTGGGGTGTCTGATTTGCGA 65.8
Miost-Prom-5  TTCGCAAATCAGACACCCCA ATTTTCCCCCTTGAGGCACC 66.1

Miost-Exon-1 GCAACTCTGTAGTCCGCCTT AGGCACACATACGCAATCCA 66.1
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Tabla 3
Preparacion del master mix para la Amplificacion del gen de Miostatina en

Oncorhynchus mykiss.

. Concentracion Concentracion Volumen x
Reactivo . .
Inicial Final Muestra

2x PCR (i-STARMAX GH)

Master Mix — iINTRON 2X X 5l
Agua PCR - - 2 ul
Primer F 10puM 0.5puM 1l
Primer R 10uM 0.5uM 1pl
AND 1l
VVolumen Final 10 pl

Evaluacion del amplicon

Una vez obtenido el producto de PCR, este fue evaluado en un gel de agarosa Cleaver
Scientific CSL-AG 500 (2%) usando 2 ul del amplificado mas 2 ul de buffer carga (Blue
Juice Gel Loading 3X), para lo cual se utilizé 10ul del Agente intercalante Eco-Ready to use

(20000x), por lo cual se tom6 como referencia el marcador Generuler DNA Ladder de 100

pb.

3.6.7 Servicio de Secuenciamiento

Las muestras purificadas junto con una solucién de los primers fueron enviadas al
extranjero mediante una empresa nacional que brinda dicho servicio. Los resultados del
Secuenciamiento fueron enviados por via correo electrénico por la empresa Macrogen para su

posterior analisis in silico.

3.7 Analisis de datos
Mediante el software de CLC Genomics Workbench (versién 3.6.5)

(https://en.freedownloadmanager.org/userschoice/Clc Genomics Workbench V3.6.5 Win.h



https://en.freedownloadmanager.org/userschoice/Clc_Genomics_Workbench_V3.6.5_Win.htm)
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tm), se alineo, edit6 y determiné la diversidad nucleotidica de las secuencias de Miostatina en

las especies en estudio.

3.8 Consideraciones éticas

El manejo de los especimenes y los procedimientos aplicados en los mismos dentro del
laboratorio se realizd teniendo en cuenta los siguientes principios basicos: evitar el sufrimiento
innecesario de los animales, evitar riesgos del manipulador y fomentar la aplicacion de la regla
de las 3R (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo) (OIE, 2011). Dichas consideraciones han
sido aprobadas para la experimentacion con animales, de tal forma que se ocasione el minimo
dolor durante la experimentacion en los peces. Por lo tanto, los especimenes adultos de trucha
arcoiris adquiridos fueron sacrificados en condiciones no violentas, ya que estuvieron
inducidos mediante la regulacion de temperatura a un estado inconsciente para su posterior

procedimiento segun indicaba la metodologia descrita anteriormente.


https://en.freedownloadmanager.org/userschoice/Clc_Genomics_Workbench_V3.6.5_Win.htm)
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IV RESULTADOS

4.1  Extraccion de ADN, Cuantificacion y Calidad de ADN

Se realizé la extraccion de ADN en el laboratorio de Mejoramiento Genético y
Reproduccién Animal, de dos especimenes de trucha, una en variedad normal y otra albina,
siendo estas las Unicas diferentes encontradas en la localidad de Huancayo. Los valores de
cuantificacion se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4

PCR convencional- Condiciones del ciclado.

Paso Tiempo Temperatura Ciclos
Denaturacion Inicial 2 min. 95°C 5 ul
Denaturacion 10 seg. 95°C 2 ul
Alineamiento 30 seg. * 1l
Extension 30 seg. 72°C 1l
Extension final 45 seg 72°C 1pl
Conservacion 0 4°C 10 pl

* = La temperatura de alineamiento depende del Tm del set de primers usados para la PCR.

Tabla 5

Valores de Concentracion de ADN obtenidos por espectrofotometria y

fluorometria.

CUANTIFIACION POR

N° NOMBRE NOMBRE ESPECTROFOTOMETRIA
COMUN CIENTIFICO
ADN [ng/uL]  A260/A280
1 Trucha silvestre  Oncorhynchus mykiss 38.518 1.709
o Truchadorada o0 hnchus mykiss 33.088 1.723

(albina)

La data de cuantificacién de ADN luego de la extraccion con el gSYNC DNA Extraction

Kit — GENEaid, muestran un valor de 38.518 ng/pL y 33.088 ng/uL, para trucha comin y
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trucha albina, respectivamente. EI pardmetro de absorbancia A260/A280, indica el valor de
pureza de ADN, siendo su rango de calidad, valores entre 1.8 — 2.0; en nuestro procesamiento
se obtuvo 1.709 y 1.723, para trucha comun y trucha albina, respectivamente.

El anélisis cualitativo de la calidad de ADN se realiz0 a través de una electroforesis en
gel de agarosa al 1%, utilizando un marcador Thermo Scientific TM Lambda DNA/HindllI
Marker que detecta fragmentos de 564 bp a 23,130 bp, para evidenciar la presencia de ADN

genomico de alto peso molecular, como se observa en la figura 1.

Figural

Gel de electroforesis al 1% por encima de 23130 bp

Nota. Se visualiza bandas por encima de los 23130 bp que corresponde a ADN

gendmico (ADNg) de alto peso molecular. (M/M=Marcador Molecular).

4.2  PCR punto final
Posteriormente, se realiz6 la amplificacién del gen de la Miostatina, a través de una
PCR convencional utilizandose el set de primers descritos en la tabla 1 y las condiciones de la

tabla 3.
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A continuacion, se observa la amplificacion de un fragmento de 607 bp para Trucha
silvestre (comun) y Trucha dorada (albina), utilizando el set de primers MIOST-Prom-1F y

MIOST-Prom-1R para el promotor del gen de la Miostatina, segln la figura 2.

Figura 2

Gel de electroforesis al 2% para amplicon de 607 bp.

=
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Nota. Se visualiza un amplicon de 607 bp, que corresponde al fragmento 1 del promotor
de la Miostatina, Carril 1= Trucha Silvestre (coman), Carril 2= Trucha Dorada (albina), CN=

Control Negativo y M/M=Marcador Molecular de 100 bp.

Se realizé una PCR para la amplificacion de un fragmento de 505 bp en la Trucha
silvestre (comun) y Trucha dorada (albina), utilizando el set de primers MIOST-Prom-2F y

MIOST-Prom-2R para el promotor del gen de la Miostatina, segun la figura 3.
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Figura 3

Gel de electroforesis al 2% para amplicon de 505 bp.

Nota. Se visualiza un amplicon de 505 bp, que corresponde al fragmento 2 del promotor
de la Miostatina, Carril 1= Trucha Silvestre (comun), Carril 2= Trucha Dorada (albina), CN=

Control Negativo y M/M=Marcador Molecular de 100 bp.

Posteriormente, se realizé una PCR para la amplificacion de un fragmento de 566 bp
en la Trucha silvestre (coman) y Trucha dorada (albina), utilizando el set de primers MIOST -

Prom-5F y MIOST-Prom-5R, para el promotor del gen de la Miostatina, segun la figura 4.
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Figura 4

Gel de electroforesis al 2% para amplicdn de 566 bp

Nota. Se visualiza un amplicon de 566 bp, que corresponde al fragmento 5 del promotor
de la Miostatina, Carril 1= Trucha Silvestre (comun), Carril 2= Trucha Dorada (albina), CN=

Control Negativo y M/M=Marcador Molecular de 100 bp.

Finalmente, se realizé una amplificacion por PCR de un fragmento de 695 bp en la
Truchassilvestre (coman) y Trucha dorada (albina), utilizando el set de primers MIOST-EXON-
1F y MIOST- EXON -1R, que corresponde al Exén 1 del gen de la Miostatina, segun la figura

5.
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Figura 5

Gel de electroforesis al 2% para amplicdn de 695 bp
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Nota. Se visualiza un amplicon de 695 bp, que corresponde al exon 1 del gen de la
Miostatina, Carril 1= Trucha Silvestre (comun), Carril 2= Trucha Dorada (albina), CN=

Control Negativo y M/M=Marcador Molecular de 100 bp.

4.3  Analisis de Secuenciamiento Sanger

Por otro lado, se procedié a obtener la secuencia de referencia para realizar el
ensamblaje de los fragmentos y analizarlos posterior al secuenciamiento. Para ello se utilizo la

herramienta Primer Blast del NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se

analizo cada set de primers descrito en la Tabla 1, y se utilizé una base de datos nr (no
redundantes) para la comparacion de las secuencias, se observa que los primers tienen dos
lugares de anclaje en el mismo gen, ademas, obteniéndose como resultado final las secuencias

de referencia mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Secuencias de referencia para cada set de primers usando la herramienta

Primer BLAST.

Secuencia de

PRIMER Secuencia pb . Nombre de la Secuencia Start End
Referencia
Miost-Prom- AAGGCAGCGAT 20 Oncorhynchus mykiss
1F (1A) AGCATTGGT myostatin 1la gene,
Miost-Prom- AACCTCTGCGG 20 DQ136028.1 promoter region and 152 758
1R (1A) TTTAAGCGA complete cds
Miost-Prom-  TGTGCTTTCGC 20 Oncorhynchus mykiss
2F (2B) TTAAACCGC myostatin 1a gene,
Miost-Prom-  TTGGGGTGTCT 20 DQ136028.1 promoter region and 732 1236
2R (2B) GATTTGCGA complete cds
Miost-Prom-  TTCGCAAATCA 20 Oncorhynchus mykiss
5F (3¢) GACACCCCA myostatin 1a gene,
Miost-Prom- ATTTTCCCCCT 20 DQ136028.1 promoter region and 1151 1781
5R (3c) TGAGGCACC complete cds
Miost-Exonl- GCAACTCTGTA 20 Oncorhynchus mykiss
F GTCCGCCTT myostatin 1a gene,
Miost-Exonl- AGGCACACATA 20 DQ136028.1 promoter region and 2201 2896
R CGCAATCCA complete cds

Luego se realizo6 el ensamblaje mediante el uso de las lecturas Forward y Reverse y sus

secuencias de referencia obtenidas. Para ellos se uso el programa CLC Genomics Workbench

v3.6.5(https://en.freedownloadmanager.org/userschoice/Clc Genomics Workbench V3.6.5

Win.html). Este programa es un paquete completo para el analisis y la visualizacion de datos
y es compatible con todos los flujos de trabajo tipicos de la NGS y Sanger. Ademas, incluye

todas las herramientas de anélisis de secuencias de CLC Main Workbench.

En primer lugar, realizamos el Trimado (Trim) de las lecturas o recorte de calidad de
las bases, anotando las regiones de baja calidad. Luego se realiza el ensamblaje de las
secuencias obtenidas, en el ensamblado se observa anotaciones marcadas como conflictos
(“Conflict”). Las cuales denotan cambios de una base nitrogenada entre las lecturas y la

secuencia de referencia (Figura 6).


https://en.freedownloadmanager.org/userschoice/Clc_Genomics_Workbench_V3.6.5_Win.html
https://en.freedownloadmanager.org/userschoice/Clc_Genomics_Workbench_V3.6.5_Win.html
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Figura 6

Alineamiento de Secuencias. 1F y1R-Trucha normal 1* (PRIMER PROM 1A).
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Conflict
|Conflict

Conflict Conflict Conflict Conflict Conflict

Consensus

/!

= =

Coverage

1F_73

Trace data

1R_73

Trace data

Nota. Recorte de secuencias (Trimado), objetivo de mejorar la calidad de la secuencia
obtenida dentro de los parametros que pide el programa CLC Genomics Workbench, ademas

se observan cambios de una base nitrogenada denotado como Conflict.

El siguiente paso es corregir dichos conflictos para identificar la base precisa en la
secuencia Consenso (Consensus) y asi poder mejorar el andlisis del ensamblado con la
referencia, para cada uno de los sets de primers, como se observa para el caso de los primers

MIOST-Prom-1F y MIOST-Prom-1R para trucha normal (Figura 6).

En el caso de los primers MIOST-Prom-1F y MIOST-Prom-1R, se obtuvieron los

siguientes resultados para la Trucha albina (Figura 7).



Figura 7
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Alineamiento de Secuencias. 1F y1R-Trucha albina 12 (PRIMER PROM 1A)

DQ136028.1_Miost Prom 1FRT T c T

Nota. Se observa un Conflicto, un cambio de base en la secuencia consenso de tipo

Transversion (C por G), se procedio a corregir usando las herramientas del programa CLC

Genomics Workbench.

En el caso de los primers MIOST-Prom-2F y MIOST-Prom-2R, se obtuvieron los

siguientes resultados para la Trucha dorada (albina) (Figura 8).

Figura 8

Alineamiento de secuencias. 2F y 2R — Trucha albina 12 (PRIMER PROM 2B).
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Nota. Se observa la presencia de Conflictos, cambios de base en la secuencia consenso
de Trucha dorada (albina) respecto a la secuencia de referencia, se procedio a corregir usando
las herramientas del programa CLC Genomics Workbench.

Respecto a los primers MIOST-Prom-2F y MIOST-Prom-2R, se obtuvieron los
siguientes resultados para la Trucha silvestre (normal) (Figura 9).

Figura 9

Alineamiento de Secuencias. 2F y 2R — Trucha normal 1* (PRIMER PROM 2B)
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Trace data

Nota. Se observa la presencia de Conflictos, cambios de base en la secuencia consenso
de Truchasilvestre (normal) respecto a la secuencia de referencia, se procedio a corregir usando

las herramientas del programa CLC Genomics Workbench.

Para los primers MIOST-Prom-5F y MIOST-Prom-5R, se obtuvieron los siguientes
resultados para la Trucha dorada (albina) (Figura 10) y para trucha silvestre (comun) (Figura

11), respectivamente.



Figura 10

Alineamiento de Secuencias. 5F Y 5R — Trucha albina 3C (PRIMER PROM

30) v ™ w - i
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Nota. Se observa la presencia de Conflictos, cambios de base en la secuencia

consenso de Trucha dorada (albina) respecto a la secuencia de referencia, se procedio a

corregir usando las herramientas del programa CLC Genomics Workbench.

Figura 11
Alineamiento de Secuencias. 5F Y 5R — Trucha normal 3C (PRIMER PROM

3C)

EUD09952.1 _Miost_Prom_SFR
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Nota. Se observa la presencia de Conflictos, cambios de base en la secuencia consenso

de Trucha silvestre (comun) respecto a la secuencia de referencia, se procedi6 a corregir usando

las herramientas del programa CLC Genomics Workbench.
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Para los primers MIOST-Exon-1F y MIOST-Exon-1R, se obtuvieron los siguientes

resultados para la Trucha dorada (albina) (Figura 12) y para trucha silvestre (comun) (Figura

13), respectivamente.

Figura 12

Alineamiento de Secuencias. EIF y EIR —Trucha albina (PRIMER PROM EXON)
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Nota. Se observa la presencia de Conflictos, cambios de base en la secuencia consenso

de Trucha dorada (albina) respecto a la secuencia de referencia, se procedio a corregir usando

las herramientas del programa CLC Genomics Workbench.
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Figura 13
Alineamiento de Secuencias. Primers E1F y E1R — Trucha Normal (PRIMER

PROM — EXON)
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Nota. Se observa la presencia de Conflictos, cambios de base en la secuencia consenso
de Trucha silvestre (comun) respecto a la secuencia de referencia, se procedio a corregir usando

las herramientas del programa CLC Genomics Workbench.

Una vez resueltos los sitios de conflicto, al final se obtuvo las siguientes secuencias de
consenso, para cada region

> Consensus_PROM_1A _trucha_normal

ATGTGCACTACGTTACCAAACTGGGCACCATACCACATTGTGCAGTAATTT
AACTAAATGCTAAATCGATTTAAGGTCTTAAAGCCATGAATAGTCATACCTGGAT
GACTACACCTTCTTGCCATCATTCTACTCGAGATTGTCCATAGGTCATCGTTGAA
ATTGTTGCCTGTTTGACTACACTTTATAATGGCGGCTGTAGCTTGTAGGACGTAAT
TATATTTTTAAAACACTCTCAACAGCAATTAGTAGCTGTGTCGACTATGTCGTGG
+AGGTAAATTGTGCGCATACAATCAGGATACTGATACTTGTACAATATCACCCTC
TTGTGGCATGCTTGACTTCTCAGTGATTTATTACAATGTTTAAAGTAAGGAATAT

ATTCAGTTGTTGCTATAAACTAATGCCATAGATTATAATCCTGTCTCCCAGGCCTT
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TGCTGGAAGTGTACCCCCGTGCAGCTTCCCTGTGTCTAAATTTTAGGCTACTACT

GAGTCTGCCAAGGGGTCTGGACCATTATG

> Consensus_PROM_2B_trucha_albina

CATATGTGCTCGGATATATTTCAAACCAATTGTTGTCAGTTAAAAAAAAA
ATATATATATGACGAGTTCGTTCTTGACGAATGCGTAAATCTGTAAAACTCATGG
AGGAGTGTGCGTAAAACTGTATAGTCCATAAGTGTAAATTAGTTAAAGTCGTTTA
GTATGTTTTCTTTCACATAAGGGATATAGTCTCAAATTCCATAATGATAATAGGC
TATAAACCATTGACATGACTCGTGACCAAGTCATTGTGTCATGCCATCCATATTG
CTGCGTAAAATGTACATAATTTAGACGATTTGATTGACTTTCATTAGAACCTATA
TGTTACTTTTCATCTGTAAATGAAAATAATATTTCATAACCTGTGTGTAATGTTGC
AACTGTAGTTGTCGATAAGCCGCACGATG

> Consensus_PROM_2B_trucha_normal

CATCCATATTGCTGCGTAAAATGTACATAATTTAGACGATTTGATTGACTT
TCATTAGAACCTATATGTTACTTTTCATCTGTAAATGAAAATAATATTTCATAACC
TGTGTGTAATGTTGCAACTGTAGTTGTCGATAAGCCGCACGATG

> Consensus_PROM_3C _trucha_albina

AATGGTATCTATCCTATAGCCTATTGATTAATACATTTTGCCTTTGGAAAG

TAGGTTTGGAGACATGTAGGTCTACTTCATGTAGCCTATAGGTCTACATAGACTA

AATATTGGTTCCTGTCATATTTGTAAATAATTGACCTTACATTTTCAAGAGAGATT

CAAAAAAATAGGCAAGCTGATCATATAACTAACTGATTGTAAAAGAAGTGGTCA

TAACTCAGATTAATTTGATCCCTGTAGCTTTGATGGGATGCAGGGGCGGACTGGC

CATCTGGCATTCCCGACAAATGTCTGAAGGGTTGGTAAATTCTTTGCCTAGAGGG

CCTGTCTAACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGCAAAATGATAATTATCTGGCTAA

TAATGGTGGCCTCAATTAATAAAATGGGCTGGTGTGGGG



39

> Consensus_PROM_3C_trucha_normal

GTATCTATCCTATAGCCTATTGATTAATACATTTTGCCTTTGGAAAGTAGG
TTTGGAGACATGTAGGTCTACTCCATGTAGCCTATAGGTCTACATAGACTAAATA
TTGGTTCCTGTCATATTTGTAAATAATTGACCTTACATTTTCAAGAGAGATTCATA
AAGATAGGCAAGCTGATCATATAACTAACTGATTGTAAAGAAGTGGTCATAACT
CAGATTAATTTGATCCCTGTAGCTTTGATGGGATGCAGGGGCGGACTGACCATCT

GGCATTCCTGGCAAATGTCAGAAGGGTTGGTAAATTCTTTGCCTAGAGGGCCTGT

CTAACTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGCAAAATGATAATTATCTGGCTAATAA
TGGTGGCCTCAATTAATAAAATGGGCTGGTGTGGGG

> Consensus_PROM_EXON_trucha_albina

TTTGGGATTCCATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGA
CGCAGGTTCTGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTCCAGTGGGTCTTGGT
GATCAAACCGCGCACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCA
ACATGCGAGGTCCGACAGCAGATCAAAAACATGAGATTACACGCCATCAAGTCC
CAAATTCTTAGCAAACTGCGACTCAAGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTT
GTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTTTGCAGCAACTTCTTGACCAGTACG
ATGTTCTTGGAGATGACAATAAGGATGGACTTATGGAAGAAGATGATGAACATG
CCATCACAGAAACAATCATGACAATGGCCACTGAACGTAAGTTTGACAGACTAT
TATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACAAAACGTTAGGACAACCTGTTT
TTTCCATGACTAGACTGACCAGGTGAATCCAGGTGAAAGCTATGATCCCTTATTG
ATGTCACTTGTTGAATCAACTTCAACCCGTGTAGATGAAGGGGAGGAGACAGGT
TAAATAATAATTTTTAAGCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGCGTA

> Consensus_PROM_EXON _trucha_normal

TTTGGGATTCCATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGA

CGCAGGTTCTGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTCCAGTGGGTCTTGGT
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GATCAAACCGCGCACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCA
ACATGCGAGGTCCGACAGCAGATCAAAAACATGAGATTACACGCCATCAAGTCC
CAAATTCTTAGCAAACTGCGACTCAAGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTT
GTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTTTGCAGCAACTTCTTGACCAGTACG
ATGTTCTTGGAGATGACAATAAGGATGGACTTATGGAAGAAGATGATGAACATG
CCATCACAGAAACAATCATGACAATGGCCACTGAACGTAAGTTTGACAGACTAT
TATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACAAAACGTTAGGACAACCTGTTT
TTTCCATGACTAGACTGACCAGGTGAATCCAGGTGAAAGCTATGATCCCTTATTG
ATGTCACTTGTTGAATCAACTTCAACCCGTGTAGATGAAGGGGAGGAGACAGGT

TAAATAATAATTTTTAAGCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGCGTATG

Una vez obtenidas las secuencias consenso se procedio a utilizar el programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) para el andlisis de la similitud (Altschul et al., 1997;

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con secuencias de aminoacidos para el gen de la Miostatina ya

existentes en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), en

el sitio de internet http://ncbi.nIm.nih.gov.blast/, obteniéndose lo observado en las figuras 14,

15, 16, 17, 18, 19, 20.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://ncbi.nlm.nih.gov.blast/

Figura 14

Consensus_PROM_1A _trucha_normal

Oncorhynchus mykiss myostatin 1a gene, promoter region and complete cds
Sequence ID: DQ136028.1 Length: 5470 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 193 to 713 GenBank Graphics
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Figura 15

Consensus_PROM_2B_trucha_albina

Oncorhynchus mykiss myostatin 1a gene, promoter region and complete cds
Sequence ID: DQ136028.1 Length: 5470 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 780 to 1189 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
752 bits(407) 0.0 409/410(99%) 0/410({0%) Plus/Plus
Query 1 CATATGTGCTCGGATATATTTCAAACCAATTGTTGTCAGTTaaaaaaaaaaTATATATAT 6@

Shjct 780 CATATGTGCTCGGATATATTTCAAACCAATTGTTGTCAGCTAAAAAAAAAATATATATAT 839
Query 61 GACGAGTTCGTTCTTGACGAATGCGTAAATCTGTAAAACTCATGGAGGAGTGTGCGTAAA 120

Sbjct 34@ GACGAGTTCGTTCTTGACGAATGCGTAAATCTGTAAAACTCATGGAGGAGTGTGCGTAAA 899

Query 121 ACTGTATAGTCCATAAGTGTAAATTAGTTAMAGTCGTTTAGTATGTTTTCTTTCACATAA 18

Sbjct 9@@ ACTGTATAGTCCATAAGTGTAAATTAGTTAAAGTCGTTTAGTATGTTTTCTTTCACATAA 959
Query 181 GGGATATAGTCTCAAATTCCATAATGATAATAGGCTATAAACCATTGACATGACTCGTGA 248

Shjct 960 GGATATAGTCTCAAATTCCATAATGATAATAGGCTATAAACCATTGACATGACTCGTGA 1819
Query 241 CCAAGTCATTGTGTCATGCCATCCATATTGCTGCGTAAAATGTACATAATTTAGACGATT 388

Sbhjct 1028 CCAAGTCATTGTGTCATGCCATCCATATTGCTGCGTAAAATGTACATAATTTAGACGATT 1879

Query 301 TGATTGACTTTCATTAGAACCTATATGTTACTTTTCATCTGTAAATGAAAATAATATTTC 3b6@

Sbjct 1@3@ TTGACTTTCATTAGAACCTATATGTTACTTTTCATCTG 1139

Query 361 ATAACCTGTGTGTAATGTTGCAACTGTAGTTGTCGATAAGCCGCACGATG 418

Sbjct 1148 ATAACCTGTGTGTAATGTTGCAACTGTAGTTGTCGATAAGCCGCACGATG 1189
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Figura 16

Consensus_PROM_2B_trucha_normal

Oncorhynchus mykiss myostatin 1a gene, promoter region and complete cds
Sequence ID: DQ136028.1 Length: 5470 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 1039 to 1189 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
279 bits(151) 4e-71 151/151(100%) 0/151(0%) Plus/Plus
Query 1 CATCCATATTGCTGCGTARAAATGTACATAATTTAGACGATTTGATTGACTTTCATTAGAA 68

Sbjct 1839 CATCCATATTGCTGCGTAAAATGTACATAATTTAGACGATTTGATTGACTTTCATTAGAA 1898

Query &1 CCTATATGTTACTTTTCATCTGTAAATGAAAATAATATTTCATAACCTGTGTGTAATGTT 120

CELEECEETEE T e e e e e e er e e e ry
Sbjct 1099 CCTATATGTTACTTTTCATCTGTAAATGAAAATAATATTTCATAACCTGTGTGTAATGTT 1158

Query 121  GCAACTGTAGTTGTCGATAAGCCGCACGATG 151

CELLEEEEEEETEEEE e ey |
Sbjct 1159 GCAACTGTAGTTGTCGATAAGCCGCACGATG 1189



Figura 17

Consensus_PROM_3C_trucha_albina

Oncorhynchus mykiss myostatin 1a gene, promoter region and complete cds
Sequence ID: DO136028.1 Length: 5470 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 1314 to 1735 GenBank Graphics

Score

747 bits(404)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 417/423(99%) 1/423(0%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1

1314

61
1374

1554

381

1614

361

1673

421
1733

AATGLTATCTATCCTATAGCCTATTGATTAATACATTTTGCCTTTGGAAAGTAGGTTTGEG

FEPELTECEETEEE e e er e re e e e e e e e et Teerrrrnn
AATGGTATCTATCCTATAGCCTATTGATTAATACATTTTGCCTTTGGAGAGTAGGTTTGG

AGACATGTAGGTCTACTTCATGTAGCCTATAGGTCTACATAGACTAAATATTGGTTCCTG

CELLLLEDCEEDEE T e e e e e e e e e e Ly
AGACATGTAGGTCTACTTCATGTAGCCTATAGGTCTACATAGACTAAATATTGGTTCCTG

TCATATTTGTAAATAATTGACCTTACATTTTCAAGAGAGATTCaaaaaaaTAGGCAAGCT

CELREEECCEETEEr e e e e e e e e e e e e e et e et vk T
TCATATTTGTAAATAATTGACCTTACATTTTCAAGAGAGAT TCAGAAAGATAGGCAAGCT

GATCATATAACTAACTGATTGTAAAAGAAGTGGTCATAACTCAGATTAATTTGATCCCTG

CELLLLECCEED PR LR L P e L C LR LR LT
GATCATATAACTAACTGATTGTAAAAGAAGTGGTCATAACTCAGATTAATTTGATCCCTG

TAGCTTTGATGGGATGCAGGGGCGGACTGGCCATCTGGCATTCCCGACAMATGTCTGAAG

CEPELTECEEETEEEE e Ee e e e e e e et e e e e
TAGCTTTGATGGGATGCAGGEGCGGACTEGGCCATCTGGCATTCCCGACAAATGTCTGAAG

GGTTGGTARATTCTTTGCCTAGAGGGCCTGTCTRACEEEEE bttt ttgtttttttGl

GGTTGGTARATTCTTTGCCTAGAGGGCCTGTCTAACTTTTTTTATTTATT-TTTTTTTGL

GCARAATGATAATTATCTGGCTAATAATGGTGGCCTCAATTAATAAAATGGGCTGGTGTG

CEVPETECEEET R Ee e e e e e e e e e e e e e e
GCAAAATGATAATTATCTGGCTAATAATGGTGGCCTCAATTAATAAAATGGGCTGGTGTG

GGG 423

[1]
GGG 1735

6l
1373
128
1433
138
1493
248
1553
388
1613
368
1672
420

1732

44



Figura 18

Consensus_ PROM_3C_trucha_normal
Oncorhynchus tshawytscha isolate 05Bonn-04-07 myostatin 1a gene, promoter region and complete cds

Sequence ID: EU009953.1 Length: 5506 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 1266 to 1684 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
743 bits(402) 0.0 413/419(99%) 0/419(0%) Plus/Plus
Query 1 GTATCTATCCTATAGCCTATTGATTAATACATTTTGCCTTTGGAAAGTAGGTTTGGAGAC 68

Sbjct 1266 GTATCTATCCTATAGCCTATTGATTAATACATTTTGCCTTTGGAAAGTAGGTTTAGAGAC 1325

Query 61 ATGTAGGTCTACTCCATGTAGCCTATAGGTCTACATAGACTAAATATTGGTTCCTGTCAT 128

Sbjct 1326 ATGTAGGTCTACTCCATGTAGCCTATAGGTCTACATAGACTAAATATTGGTTCCTGTCAT 1385

Query 121  ATTTGTAAATAATTGACCTTACATTTTCAAGAGAGATTCATAAAGATAGGCAAGCTGATC 13@

Sbjct 1386 ATTTGTAAATAATTGACCTTACATTTTCAAGAGAGATTCAGAAAGATAGGCAAGCTGATC 1445

Query 181  ATATAACTAACTGATTGTAAAGAAGTGGTCATAACTCAGATTAATTTGATCCCTGTAGCT 248
FLVLELLEEEEEE D FEVEE LT L EE L T e

Sbjct 1446 ATATAACTAACTGATCGTAAAGAAGTGGTCATAACTCAGATTAATTTGATCCCTGTAGCT 15@5

Query 241 TTGATGGGATGCAGGGGCGGACTGACCATCTGGCATTCCTGGCAAATGTCAGAAGGGTTG 380

Sbjct 1506 TTGATGGGATGCAGGGGCGGACTGACCATCTGRCATTCCTGGCGAATGTCAGAAGGGTTG 1565

Query 381  GTAAATTCTTTGCCTAGAGGGCCTGTCTAACTTCEE TTTTT
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Figura 19
Consensus_PROM_EXON_trucha_albina
Oncorhynchus mykiss myostatin 1a gene, promoter region and complete cds

Sequence ID: DQ136028.1 Length: 5470 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) ¥ See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 2244 to 2887 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1184 bits(641) 0.0 643/644(99%) 0/644(0%) Plus/Plus
Query 1 TTTGGGATTCCATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGACGCAGGTTC 68

Sbjct 2244 TTTGGGATTCAATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGACGCAGGTTC 2383

Query 61 TGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTCCAGTGGGTCTTGGTGATCAAACCGCGC  12@

Sbjct 2304 TGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTCCAGTGGGTCTTGGTGATCARACCGE 2363

Query 121  ACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCAACATGCGAGGTCCGACAGC 1&@

Sbjct 2364 ACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCAACATGCGAGGTCCGACAGC 2423

Query 181  AGATCAAAAACATGAGATTACACGCCATCAAGTCCCAAATTCTTAGCAAACTGCGACTCA 248

Sbjct 2424 TCAAAAACATGAGATTACACGCCATCAAGTCCCARATTCTTAGCAAACTGCGACT! 2433

Query 241  AGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTTGTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTT  38@

Sbjct 2484 AGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTTGTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTT 2543

e thtipatimichinmminimiii g

Sbjct 2544 TGCAGCAACTTCTTGACCAGTACGATGTTCTTGGAGATGACAATAAGGATGGACTTATGG 26@3

R m N i

Sbjct 2604 AAGAAGATGATGAACATGCCATCACAGAAACAATCATGACAATGGCCACTGAACGTAAGT 2663

Query 421 TTGACAGACTATTATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACAAAACGTTAGGACAA 4388

Sbjct 2664 TTGACAGACTATTATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACAAAACGTTAGGACAA 2723

Query 481 CCTGTTTTTTCCATGACTAGACTGACCAGGTGAATCCAGGTGAAAGCTATGATCCCTTAT 548

Sbjct 2724 CCTGTTTTTTCCATGACTAGACTGACCAGGTGAATCCAGGTGAAAGCTATGATCCCTTAT 2783

Query 541 TGATGTCACTTGT TGAATCAACTTCAACCCGTGTAGATGAAGGGGAGGAGACAGGTTAAA  6B8@

Sbjct 2784 TGATGTCACTTGTTGAATCAACTTCAACCCGTGTAGATGAAGGGEAGGAGACAGGTTAAA 23843

Query 681 TAATAATTTTTAAGCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGCGTA 644

Sbjct 2844 TAATAATTTTTAAGCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGCGTA 2887
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Figura 20

Consensus_PROM_EXON_trucha_normal

Oncorhynchus mykiss myostatin 1a gene, promoter region and complete cds
Sequence ID: DQ136028.1 Length: 5470 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 2244 to 2889 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1138 bits(643) 0.0 645/646(99%) 0/646(0%) Plus/Plus
Query 1 TTTGGGATTCCATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGACGCAGGTTC 68

Sbhjct 2244 TTTGGGATTCAATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGACGCAGGTTC 2383

Query 61 TGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTCCAGTGGRGTCTTGGTGATCARACCGCGC 128

CECEEDCEREE T L L e e e e e et e e
Sbjct 2304 TGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTCCAGTGGGTCTTGGTGATCAAACCGCGL 2363

Query 121  ACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCAACATGCGAGGTCCGACAGC 188

Sbjct 2364 ACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCAACATGCGAGGTCCGACAGC 2423

Query 181  AGATCAAAAACATGAGATTACACGCCATCAAGTCCCARATTCTTAGCAAACTGCGACTCA 248

CELEEEEEREEL LR E L e L e e LR LT
Sbjct 2424 AGATCAAAAACATGAGATTACACGCCATCAAGTCCCAAATTCTTAGCAAACTGCGACTCA 2483

Query 241  AGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTTGTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTT 308

Sbjct 2484 AGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTTGTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTT 2543

Query 381  TGCAGCAACTTCTTGACCAGTACGATGTTCTTGGAGATGACAATAAGGATGGACTTATGG 368

I||||||IIII||I||I||IIII||||||IIII||I||II|IIII||||||IIII||I||
Sbjct 2544 TGCAGCAACTTCTTGACCAGTACGATGTTCTTGGAGATGACAATAAGGATGGACTTATGG 2603

Query 361  AAGAAGATGATGAACATGCCATCACAGAAACAATCATGACAATGGCCACTGAACGTAAGT 428

Sbhjct 2604 AAGAAGATGATGAACATGCCATCACAGAAACAATCATGACAATGGCCACTGAACGTAAGT 2663

Query 421  TTGACAGACTATTATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACARAACGTTAGGACAA 488

CECEEREELEE LR R TR e e e e e
Sbjct 2664 TTGACAGACTATTATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACAAAACGTTAGGACAA 2723

Query 481 CCTGTTTTTTCCATGACTAGACTGACCAGGTGAATCCAGGTGAAAGCTATGATCCCTTAT 548
oyttt
Query 541 TGATGTCACTTGTTGAATCAACTTCAACCCOTGTAGATGAAGGGGAGGAGACAGGTTARA  bBB
ettt .
Query 681 TAATAATTTTTAAGCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGCGTATG 646

Sbhjct 2844 TAATAATTTTTAAGCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGLCGTATG 2389

Finalmente, se realiz6 un alineamiento de las secuencias consenso, para cada uno de
los sets de primers para ambos organismos Trucha silvestre (comun) y trucha albina (dorada),

en las figuras 21, 22 y 23, respectivamente.
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Figura 21
Alineamiento de la secuencia consenso PROM_2B_trucha_albina

(dorada)_vs_ Trucha silvestre (normal).
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| | | |
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Figura 22
Alineamiento de la secuencia consenso_PROM_3C _trucha_albina (dorada) vs_

Trucha silvestre (normal).
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Figura 23
Alineamiento de la secuencia consenso PROM_EXON_trucha_albina

(dorada)_vs_ Trucha silvestre (normal)

20 40 60 80
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V DISCUSION DE RESULTADOS

La extraccion de ADN se realizo utilizando el gSYNC DNA Extraction Kit — GENEaid,
arrojando valores de 38.518 ng/pL y 33.088 ng/pL, ademas de ello se determiné el pardmetro
de absorbancia (A260/A280) valor que determina la pureza de ADN en el rango de calidad de
1.8 - 2.0. Para el trabajo de investigacion se obtuvieron 1.709 y 1.723 tanto para trucha comun
como para trucha albina respectivamente. Valores que se encuentran por debajo del minimo
aceptable, el cual se debe a la calidad en la extraccion, obteniéndose ADN de menor pureza y
con presencia de contaminantes los cuales afectan directamente al rendimiento de la PCR.

Al realizar el andlisis cualitativo de la extraccion a través de un gel de agarosa se
observa que existe la presencia de ADN de alto peso molecular debido a que existe una banda
por encima de los 20 000 bp. Este andlisis ayud6 a detectar la no presencia de “smear o
chorreo” que representa ADN degradado lo que dificultaria el proceso de PCR.

Segun Innis & Geldand (1990) mencionan que se debe usar una temperatura de
anillamiento o hibridacion 5 °C por debajo de la temperatura de fusion mas baja del par de
primers utilizados, lo cual no se ve reflejado con las temperaturas de hibridacion observadas
en la tabla 1 siendo obtenidas del programa virtual de ThermoFisher SCIENTIFIC, Tm

Calculator (https://www.thermofisher.com), la cual toma consideraciones dependiendo del kit

de amplificacion y los uM de primer adicionados en las condiciones de PCR. Al momento de
realizar una gradiente de temperatura para descartar lo dicho por Innis & Geldand (1990), se
observo una mayor especificidad a la hora de observar las bandas en el gel de agarosa, lo que
concuerda con Rychlik et al. (1990), el cual menciona que las temperaturas de hibridacion
demasiado bajas pueden llevar a eventos de inespecificidad en los primers utilizados.

El gen de miostatina ha sido identificado en diversas especies de vertebrados, la funcion

de la miostatina es muy estudiada en lo que se refiere al agro, ganado, aves y diversos


https://www.thermofisher.com/
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mamiferos (McPherron et al., 2013). Pero aln se desconoce la funcion exacta dentro de los
teledsteos, ya que posee al menos dos genes paralogos son expresados en diversos tejidos,
estudios en mamiferos indican que el gen de la miostatina esta altamente conservado durante
la evolucidn de los vertebrados, lo que nos indica que la funcién de ser un gen de regulacion
negativa tambien ha sido conservado (Reyes & Rojas, 2014). En la tabla 5, podemos observar
que el blast realizado a los primers, se aparean con la region de Miostatina 1a de Oncorhynchus
mykiss reportado por Garitipaki et al., (2006), observando un asolapado en los productos de
amplificacion de cada primer, en el caso del primer Miost-prom-1 el producto de amplificacion
va desde el par base 152, hasta el par base 758, el primer Miost-prom-2, va desde el par base
732 al par base 1236, el primer Miost-prom-5, va desde el par base 1151 al par base 1781, y
para finalizar el primer que amplifica parte del promotor y parte del exdn, el primer Miost-
exonl que va desde el par base 2201 al par base 2896. Este andlisis blast para los primers nos
afirma la capacidad de amplificacion para la region promotora para el gen de Miostatina de
Oncorhynchus mykiss, de esta manera los productos amplificados por los tres primeros pares
de primers generan un “asolapamiento” in silico que permitiria tener una secuencia consenso
de casi toda la region promotora (75% aprox.). Y el par de primer del exén 1, genera un
producto de amplificacion de casi toda la region del exdn 1del gen de miostatina esto nos daria
una direccion, para poder utilizar herramientas moleculares més actuales (Doudna et al., 2004)
y realizar un posible programa de mejoramiento genético.

Las PCRs realizadas para amplificar a cada uno de los fragmentos del promotor y del
Ex6n 1 del gen de la Miostatina, evidencian el amplicén correspondiente, observandose que
ambos tipos de variedades de trucha (Silvestre o comin y Dorada o albina) presentan el gen en
estudio. Sin embargo, para corroborar que efectivamente es el gen de interés, se procedié con
la secuenciacion Sanger para lograr obtener la secuencia de cada uno de los amplicones

obtenidos con el set de primers testeados en el presente trabajo.
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Para obtener la secuencia de referencia para el analisis de los alineamientos se usé los
primers y mediante un BLAST se obtuvo las secuencias de referencia para cada primer,
utilizando en software CLC Genomics Workbench (version 3.6.5), para visualizar y
discriminar los conflictos hallados por error de paridad de bases nitrogenadas, encontrandose
transversiones o transiciones, que fueron arregladas de manera manual.

El alineamiento de secuencias mostré que ambas variedades de trucha tienen el gen que
codifica a la Miostatina, lo que indica que se puede realizar las modificaciones genéticas
usando herramientas CRISPR-Cas, pueden ser posibles en ambos organismos, si bien son
pocos los estudios que describen la expresién de Miostatina durante el desarrollo en peces, es
importante precisar de qué manera el gen influye en el desarrollo del pez, es de esperar que los
patrones de expresion sean distintos en peces con diferentes mecanismos de crecimiento
muscular y en diferentes érganos segun lo menciona De Santis y colaboradores (Como lo cita
Torres, 2012)

En un trabajo previo se obtuvo la region promotora y region codificante de la
miostatina-1 para O. mykiss (Garikipati et al., 2006), que consta de 5470pb. En el presente
estudio, si bien no se realizé un secuenciamiento a todo el gen, se realiz6 un blaseo de las
region obtenidas con la subida al NCBI (Altschul et al., 1997) por Garikipati(2006) para trucha
arcoiris, las cuales se observan en las figuras 14, 15, 16,17, 19, 20, en las que podemos observar
que las secuencias obtenidas son préacticamente iguales a las reportadas por Garikipati (2006),
para trucha arcoiris, con lo que podemos indicar que el gen de miostatina es un gen muy
conservado, esto se debe a que las especies analizadas por Garikipati son truchas pertenecientes
a la region de Kearneysville en USA. y las truchas arcoiris analizadas en el presente trabajo
son truchas que son importadas desde USA, segun lo indicado por el Gerente de Acuatrout
SAC., mientras que las truchas albinas o doradas, son truchas que son obtenidas por seleccion,

lo que se podria referir a truchas propias de este continente, al analizar las Figuras 19 y 20,
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podemos observar que el blast obtenido, toma como referencia la secuencia obtenida por
Garikipati (2006), en la que se observa que los primer-exon-1 F y R amplifican la misma region
para las truchas provenientes de USA como para las truchas obtenidas en este continente, si
bien las truchas doradas, son producto de entrecruzamientos de organismos importados, el
entrecruzamiento generaria variacion en el gen de miostatina, pero las variaciones con respecto
a las obtenidas por Garikipati (2006), son nulas, lo que nos podria indicar que se trata de un
gen muy conservado dentro de la misma especie, o dentro de la misma familia Salmonidae, lo
cual también es comprobado por Reyes & Rojas (2014) en su trabajo referente a miostatina en
bufalos, que si bien solo indica que es muy conservada en mamiferos. En el presente estudio
podemos indicar que también es conservada en peces de la misma familia filogenética, ya que
se observa en la figura 18, que el consenso obtenido para el primer Miost-Prom-5 blaseo con
la especie Salmon real o Chinook, reportada por Campbell et al. (2011) lo cual confirma que
el gen de miostatina es un gen conservado dentro de la misma familia filogenética, lo que
tambien se puede observar a la hora de realizar la alineacion de las secuencias amplificadas por
cada par de primers en las figuras 21, 22 y 23, donde se observan pequefias variaciones dentro
de la propia secuencia, ya que el porcentaje de similitud entre estas es mayor a 99%, cual podria
darse por presencia de ruido en el secuenciamiento, ya que podemos observar variaciones en
la secuencia en las figuras 21 y 22. Pertenecientes al promotor del gen de miostatina, mientras
que en la figura 23, no se observa ningun tipo de variacion en el secuenciamiento de la region
amplificada por el primer del exonl(Miost-exonl), algo que también fue reportado por Reyes
& Rojas (2014) y McPherron & Lee (1997), cuando compararon las secuencias del gen entre
ratas, humanos, porcinos y bovinos sugiriendo que el alto grado de conservacion de las

secuencias de estos animales conlleva a conservar la funcion del gen.



54

VI CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré identificar y secuenciar con ayuda de los primers
disefiados con el software primer 3plus, para la especie Oncorhynchus mykiss (Trucha arcoiris),
parte de la region promotora y del exonl del gen de miostatina y tambien para su variante
albina.

Se logro identificar y secuenciar parte de la region promotora del gen de miostatina de
la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y en su variedad albina, para los 3 juegos de primers
disefiados, (Miost-Prom-1, Miost-Prom-2, Miost-Prom-5).

Durante el trimado del secuenciamiento del producto del primer Miost-Prom-1, para
la variante albina, debido a la cantidad de regiones conflictos que poseia el cromatograma, el
programa no pudo realizar un trimado y este no pudo ser reportado a diferencia de las demas
secuencias, esto debido a que presentaba muchas regiones conflicto.

Se logro identificar y secuenciar parte del exonl del gen de miostatina de la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), y en su variante albina, para el juego de primers disefiados
para esta region (Miost-Exon-1).

El analisis del secuenciamiento de los amplicones nos indican que el gen de miostatina
es un gen altamente conservado dado que el porcentaje de similitud dado por el NCBI es de
99% casi todos los secuenciamientos obtenidos, para parte de la region promotora y del exonl,
ya sea para la trucha arcoiris y para su variante albina , puesto que no se encontraron diferencias
significativas, entre los resultados obtenidos del secuenciamiento sanger para las secuencias de
la regién promotora, con las registradas en el NCBI, puesto que el valor de E (Expect) al
realizar el blast en el software virtual es un valor de 0.0 que corresponde segun el propio NCBI
a resultados mayores a 1/10% y un valor de 4e", el cual equivale 1/10°® aproximadamente,

lo cual nos indica que son especies relacionadas filogenéticamente.
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Al comparar las secuencias obtenidas del secuenciamiento sanger de la region exon 1
con las registradas en el NCBI, para la variante albina y de la variante normal, no se encontraron
diferencias significativas, ya que el valor de E dado por el propio NCBI, indica que son especies
relacionadas filogenéticamente.

Se determino que los primers disefiados para parte de la regién promotora y parte del
exonl son especificos para la especie disefiada (Trucha arcoiris), puesto que, al momento de
visualizar el producto de amplificacion en un gel de agarosa, se observan bandas nitidas sin
“smearring” o chorreo, ni dimeros u otros productos que puedan dar a entender que no son

especificos para la region disefiada.
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Vil  RECOMENDACIONES

En este trabajo solo se ha desarrollado una extraccion de ADN con un kit comercial,
es conveniente desarrollar otros protocolos de extraccion de ADN con otros Kkits comerciales,
ello permitiria tener un espectro de protocolos, a fin de mejorar el producto de amplificacion

para los primers disefiados.

Se recomienda realizar el estudio a mas variantes albinas, a fin de poder determinar
maés secuencias del gen de miostatina a fin de determinar si no existen variaciones con las

especies de otros pisos altitudinales.

Se recomienda el uso de méas de una empresa de secuenciamiento, debido a que los
distintos protocolos de secuenciamiento que estas manejan, podria variar el resultado, lo que
daria un espectro mas amplio del analisis de los resultados, lo que podria identificar nuevas

variantes.

Se recomienda realizar estudios similares en Truchas arcoiris en otros departamentos
que posean un desarrollo acuicola para esta especie, para asi poder tener una base de datos de
estos organismos, con la finalidad de poder desarrollar un programa de mejoramiento

genético, para generar una rentabilidad econdmica para estas regiones.
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IX ANEXOS
Anexo 1

Cromatografia de la lectura 1F_74 (trucha albina primer prom 1a)

Trim
* I i i i
1F 74 GTCGCGGCAGTGACTCCTAATGTAGCGGTGCTCACTGGAGGATGGTGACCTGCTCTCTGCGTAATACCGATTCCCCTGTGTCCATACTCCGCCCACCCTCCCTG

Trace data

Trim
o 240

Trace data |

Trim
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Anexo 2

Cromatografia de la lectura 1R_73 (trucha normal primer 1a)

Trirm
ﬁ i T ¥ ¥ T
IR 7 GTCETAC T C T G T G AT AAT GG TEC AGACCCC T TO G CAGAC TCAG TAG TAGC C TAAAAT T TAGA CACAGS CAAGC TOCACGOGGO TACACTTCCAGCAAAGGCC

Trace duis

1R_TE

Trasie: ks

0 iy w0 = -
[ [ [ [ )
1R 71 ACAGDSTRATATTGTACAAGT ATCAGTATCCTGATTGTATGCSCACAAT T TACCTCCACGATAT COACACAGC TACTAATTGC TGO TSAGASTGTTT TAAA

T 0 T T
AT AATATAAT TACGTCCTAGAAGE TACAGE CGCCATTATAAAGTGTAGTCARACAGGCARCAATTTCAACGATGACE TATGGACAAT ST AGAATGA T GGGA

Trim
1z
]
1F_I ACAACCECOAATCATOCCCGOATGACCAT TCT TGGGT TTAARAACCCCOCCCCCAT TTATCCTEC TAAGT TTATTAT TT TACAAAG TGO OAGGOSGCLT

Trise: 2943

Anexo 3

Cromatografia de la lectura ELR_89 (trucha normal primer exon)

Trorm
Trorm
] [ " " ]
E1F 25 MMAANGC THAMAT TAT TAT T TACC TG TET ST EECE T TCATE TACACGOST TEAAGT TEA T TCAAC AAGT SACATCAATAASSGATCATASE TT TCACS THGAT

1Eo 1ac oo oo o
5 [ ¥ v ]
E1R 2% TOACE TEGTCAGT CTAGTCATGEALAAAACAGET TETCCT ARCGT TT TG TACACTCAC TG TATAGT TAGT TACAT TEAATAATAGTCTGTCAAACT TACGT TCA

W W (] i "
E1f 88 GAGGCCAT TGTCATGAT TETT TC ToGGAT SGAATGT TEAT CATE TTET TECATAAGTCCATEST TATTGTCATE TCCAAGAACATEST AL TEAT CAAGARET TE

e
E1R_as

Trecs dnin

e as
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Anexo 4

Cromatografia de la lectura EIR_78 (trucha normal primer promz2b)

—
3
LA %l'..':"'.“-I‘I."‘..‘I.!'“"'“..“‘II.“.!'“I'l“m.'“‘-'.z".._‘.'l"m'.IIL-'.

Anexo 5

. .
(g SCCTIGACACAAT TCAGACATEGAT TCCATASTTOETRTORCCTA

Tosce s A o [ a s
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Anexo 6

Cromatografia de la lectura 2R_79 (trucha albina primer prom2b)

Trirn
% 0 ' ' T
AT

Anexo 7

Cromatografia de la lectura 2F_79 (trucha albina primer prom 2b)

Trirn Frim
% I ¥
IF 7% GLGCCCCGGATGAATGAAGCAGCATATETGETCEGATATAT T TCARACCAAT TETTGTCAGT TAARAGARATATATATGTCACACTTGTTTICTTGTGTAATTTG
G
! e 3
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Triaiie Sk

5F_as

Trisine ik
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Anexo 8

Cromatografia de la lectura 5F_85 (trucha normal primer prom 3c)

Trarm
ﬂ T 0 I T
[ [ [ [
SF A% AMAACCGGCAGCTATTAGTTTCGTAGAGTATT LG TAGS

CCTACAT TACAGGCCATTTOGC TATATAT T TOGAATGGETATC TATCCTATASCC TATTGATTAATA

CETTT TEATGC GG TEAT G T GGG CC TCCC TG TEG TGO GACA TCCACGACAACC GCCCCE TEEG T T TEAT T T TTCE T T TOCC TAGAGGSCC TCTC TACT TTTA

Tromcm dula |

Anexo 9

Cromatografia de la lectura 1R_74 (trucha albina primer prom 1a)

hIIIIIIIIlIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIlIllIlIlIllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllllllIIIIIIIIllIIlIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlllIIIIlIIIIIlllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

74 TAAGGTAGGGACCAGAACCOGAGT TGAGTACATGTCAACCAAGT ITTTOCATCCACTTTGTAAGTGCTGCTCTATTATATGT TGAAGC TCCACT TOGAGTAAAC

"=

Tries
lIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!!! T T T £
IR 74 AGATAATCCCAGGTCTCTACGTA

AACTAACAAGGAC TGGGGCATTAT TAACACAGCGGGACGACCAATGC TATCGCTGCCTTACAAAGAGCCCTGTAGTTAG

we_ra

Troce deta

[ :l‘
g Ancu.ccc.:mmc.cu..cmmmuunmccm.ucu.c.ccc“Eu“.c.cmumc'“u.cm“m.mm"

Trmce Sets

R_r4

TGTCCCTCTTTT veuuvnv TcTTGacTCATCTGTGGGT N\Atccecucumcc tuc:ﬂccAc1AcctcAccthﬂccctCCAcmcfuvrmeActc

Trece deta

Trien

e_r4

Triw Seta




Anexo 10

Cromatografia de la lectura 5R_86 (trucha albina primer prom 3c)

= = =
]

Trime deda

Tracs Znin

rirm
5F_a8 Anﬁmﬁmﬂcnrﬂﬁmﬁuﬂﬁunt!u
Trace: Znta |
W

Anexo 11

Cromatografia de la lectura 5R_85 (trucha normal primer prom 3c)

Trirm Triem
ﬁ ] [ [ . h
S AT AAEATTETOATET OO AT AD CAGE AT TT TAT TAAT TEASSE CASE AT TA T TAGET A RATAAT TAT CATT T T SO0 A A AR A A A AR A AT A AR A DD
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Anexo 12

Cromatografia de la lectura 5R_86 (trucha albina primer prom 3c)

20 0 - 0 -

3 » % 0 e
M CTAGCTTITOATGGCATGCAGGGGCCOACTGOCCATC TG GCAT TCCCOACAAA TG TC TGAACGGT TGGTAAAT TCT T TCCC TACAGGGCCTGTCTAACTTITTTTY

Tean
" e - -

' ' ] 1
M TTITTATIGGTI I T T T T TG TGCAAAAAGATGATAATTGGCTGAATAATGATGGCGTCCTTAATTAAA

Triem
5 8% AADm“ucl‘ﬂcmwﬂA“A’!‘
. s
e eus. 4. M

Anexo 13

Cromatografia de la lectura E1F_89 (trucha normal primer exdn)

Trem
Tram
] [} [] []
E1F_ a8 MMMRMMHMRNETMALTT T GGG

TEAT T T T TATAGCAAAC TECSCACET TAGAT AATGCATE TEACGCAGGTTC TGAT TTATCTCAGT T TCATGGT TGE T T CGGT

=0 a0 "o o e

& N h ¥ il
CCAGTEGEGTCTTOGTEAT CARAACCOCGEACCACTAGCECOET G CAC GHATGACSECGAGEASTOETCAACA TECEAGGT OO GACAGE AGA T CAMA AR AT GRS

E1F_as

Trace -S43
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Anexo 14

Cromatografia de la lectura ELR_90 (trucha albina primer exén)

E1R_90

Trace data

E1R_90

Trace data

E1R_90

Trace data

E1R_90

Trace data

E1R_90

Trace data

E1R_90

Trace data

Anexo 15
Cromatografia de la lectura ELF_90 (trucha albina primer exén)

Trim
Trim

an 50 8 100

I I I I
E1F_20 NMNNNANNTTANATTTGGGATTCATTTTTATAGCAAACTCCGCACCTTAGATAATGCATCTGACGCAGGTTCTGATTTATCTCAGTTTCATGGTTGCTTTCGGTC

n Aol Y| Nooan fi alatfan. fi
e s oan ™o el o e oo o

i\

nf

T T T I T

E1F 90 CAGTGGGTCTTGGTGATCAAACCGCGCACCACCAGCCCCCTGCCACGGATGACGGCGAGCAGTGCTCAACATGCGAGGTCCGACAGCAGATCAAAAACATGAGA

Anaf il

vV

Trace data ||/

5 " o o "
E1F 90 TTACACGCCATCAAGTCCCAAATTCTTAGCAAACTGCGACTCAAGCAAGCTCCCAATATCAGCAGAGATGTTGTCAAGCAGCTCCTGCCTAAGGCACCACCTTT

Trace data

E1F_90

Trace data

420 440 a0 400 500 530
I 1

1 1 1 1
E1F_ 90 CCACTGAACGTAAGTTTGACAGACTATTATTCAATGTAACTAACTATACAGTGAGTGTACAAAACGT TAGGACAACCTGTTTTTTCCATGACTAGACTGACCAG

Trace data

A W

54 560 580 00 620
| ] | 1 ]
EIF 90 GTGAATACAGGTGAAAGCTATGATCCCTTATTGATGTCACTTGTTGAATCAACTTCAACCCGTGTAGATGAAGGGGAGGAGACAGGTTAAATAATAATTTTTAA

i
At ey

Trace data Mo

N
YV VY

I I
E1F_%0 GCCTTGAGACAATTGAGACATGGATTGCGTAGTTGGTGTGGCCTA

i
f N
Trace dafa f\-'\‘l ‘!{\JJ\:W
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Anexo 16

Imagen de la especia Oncorhynchus mykiss
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Anexo 17

Imagen de la especie Oncorhynchus mykiss (Variedad Albina)
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Anexo 18

Representacion grafica de regiones del promotor y exén secuenciados y

analizados.
(1- 2285) (2286-2657) (3730-4097) (5090-5470)
Promotor Exon Intron ExonZ2 IntronZ  Exon3
- — G —
I icez-Priom -
ﬂm Pfl:l'l'-gl
1-Fram-5, : Mliast-Exon-1 :
Primer Star - End

Miost-Prom_1 152 - 758

Miost Prom_2 732-1236
Miost_Prom_5 1151 - 1781
Miost_Exon_1 2201 - 28596



Anexo 19

Matriz de consistencia

TITULO |PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA
Objetivos
Objetivo General. Hipotesis nulas Tipo: Aplicada Tecnoldgica
SECUENCIA e . . . . L .
Identificar, secuenciar y analizar No se podré secuenciar el promotor | ambito Temporal y Espacial
MIENTO Y Los altos . , . . i .
" molecularmente el promotor y el exon 1 |y el exon 1 del gen de la Miostatina | Temporal: Se evaluo el gen de
ANALISIS costos del . . . ; . .
. del gen de la Miostatina de dos en la trucha arcoiris (Oncorhynchus | miostatina entre los periodos de
DEL alimento dentro . P X . .
variedades de la trucha arcoiris mykiss). Junio 2021 a Junio del 2022
PROMOTOR del rubro . L - - P - .
Y DEL EXON acuicola (Onchorynchus mykiss) de la region El secuenciamiento nucleotidico ambito Espacial: Se evaluo la
L Junin — Huancayo. del promotor y del ex6n 1 del gen | secuencia del gen de miostatina en la
| DEL GEN DE | disminuyen la . - . . T o - .
. Objetivos Especificos. de Miostatina en los individuos trucha arcoiris y su variante albina
MIOSTATINA | rentabilidady |.7 2" : . . .
identificar y secuenciar una parte del analizados de trucha arcoiris obtenido en el LMGYRA de la
ASOCIADO aumentan los . ' .
AL costos del promotor del gen de miostatina en la (Oncorhynchus mykiss) de la UNFV
trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) y | regién Junin - Huancayo no poblacion: Se trabajo con cuatro
CRECIMIENT | producto, se . : . . - .
0 deben buscar | SY variedad albina o dorada. presentan polimorfismo genético muestras de tejido de las aletas
. Identificar y secuenciar una parte del molecular. caudales de especimenes en estadio
MUSCULAR |alternativas que | __~ . : o . L
EN DOS meioren la | €XON 1 del gen de miostatina en la trucha | Hipotesis alternativas adulto de trucha arcoiris y su
Jor arcoiris (Onchorynchus mykiss) y su Se podra secuenciar el promotor y | variedad albina criadas de la
VARIEDADES | rentabilidad de . ; . : . . :
. variedad albina o dorada. el exon 1 del gen de la Miostatina | piscigranja Acuatrout SAC de la
DE TRUCHA los cultivos . e . S .
. Analizar la variabilidad de las en la trucha arcoiris (Oncorhynchus | region Junin.
ARCOIRIS acuicolas para . o X -9 . ]
(ONCORHYN obtener secuencias amplificadas del promotory | mykiss). técnicas e instrumentos:
CHUS meiores del ex6n 1 del gen de miostatina en la El secuenciamiento nucleotidico Extraccion de ADN de tejido
J trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) y | del promotor y del exén 1 del gen | mediante gSYNC DNA Extraction
MYKISS, resultados y . ) . . T ) .
- su variedad albina o dorada. de Miostatina en los individuos Kit — GENEaid
WALBAUM aminorar el : . . o o .
1792) DE LA costo al Determinar la capacidad de analizados de trucha arcoiris Amplificacion mediante PCR
- . amplificacion de los primers disefiados | (Oncorhynchus mykiss) de la Secuenciamiento
REGION consumidor . e . e
JUNIN final para el promotor y el exon 1 del gen de | region Junin — Huancayo, al menos | analisis de datos en software de CLC
Miostatina en la trucha arcoiris uno presenta polimorfismo Genomics Workbench (version
HUANCAYO . . o
(Onchorynchus mykiss) y su variedad genético molecular. 3.6.5)
albina o dorada.




