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Resumen

El objetivo del trabajo fue realizar la estandarizacion de los protocolos moleculares, diferenciar los
linajes de la tilapia roja y gris mediante microsatélites de ADN y evaluar los marcadores SCAR-
5F-X/5R y SCAR-5F/5R-Y como indicadores del sexo genético de O. niloticus. El microsatélite
UNH106 permiti6 diferenciar genéticamente los linajes de la tilapia roja de la gris. Los microsaté-
lites UNH136, UNH115 y UNH995 presentaron loci monomoérficos tanto en la tilapia roja como en
la gris en el lote poblacional del Centro Experimental de Genética de la Universidad Nacional de
Trujillo. Se describen los tamafios de fragmentos para los microsatélites y del gen de referencia
B actin. También se confirmé la efectividad de los marcadores SCAR como informativos en la de-
terminacion del sexo genético evaluados en hembras XXy YY y machos XY y YY de O. niloticus
roja y hembras XX y machos XY de O. niloticus gris.

Palabras clave: Tilapia; Oreochromis; microsatélites; marcadores SCAR; determinacién del sexo.
Abstract

The aims of this work was to develop a standardized molecular protocols, to differentiate red and
gray tilapia lineages using DNA microsatellites and to evaluate SCAR-5F-X/5R and SCAR-5F/5R-
Y markers associated with the phenotypic sex of O. niloticus. The UNH106 microsatellite allowed
differentiating genetically the lineages of red tilapia from gray. The markers UNH136, UNH115 and
UNH995 presented monomorphic loci in both the red and gray tilapia in the population stock of
the Centro Experimental de Genética of the Universidad Nacional de Trujillo. Fragment sizes for
microsatellites and the reference gene B actin are described. The effectiveness of SCAR markers
as informative in the determination of the genetic sex in XX and YY females and XY y YY males
of red tilapia and XX females and XY males of gray tilapia was also confirmed.

Keywords: Tilapia; Oreochromis; microsatellites; SCAR markers; sex determination.
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Introduccion

Las especies de tilapia se cultivan en paises tropicales y subtro-
picales con éxito productivo (Cnaani et al. 2008). En el Pert, la
acuicultura de la tilapia no estd muy desarrollada comparada con
otros paises latinoamericanos (Baltazar & Palomino 2004), como
Brasil, Chile y Ecuador, que se ubican entre los 18 principales
productores mundiales (FAO 2016).

Para obtener un éptimo cultivo de tilapia es necesario consi-
derar un adecuado manejo, alimentacién, buena calidad genética
y monosexo masculino (Ruiz 2012). Independientemente de la
especie, raza o linea de la tilapia, los machos tienen la propiedad
de crecer mds rdpido que las hembras e invierten menos energfa
en la reproduccién, por lo que muchas investigaciones han
enfatizado las técnicas para la obtencién de poblaciones 100%
machos genéticamente, pues tienen entre 20 y 30% mds peso que
una hembra (Castillo 2011). Sin embargo, la gran diversidad de
especies, poblaciones y linajes de tilapia, sumado a la similitud
fenotipica de la morfologfa corporal, dificulta su diferenciacion,
lo que es indispensable para estudios de poblaciones, parentesco,
manejo genético y productivo. En este sentido, la contribucién
de herramientas para la identificacién molecular ha significado
un claro aporte en la descripcién de secuencias del ADN de la
tilapia.

Sin embargo, las variaciones en los valores de diversidad
genética son propias de un lote poblacional particular. Por
ejemplo, Guyon et al. (2010) reportaron alrededor de 1358
marcadores, de los cuales 154 fueron microsatélites de impor-
tancia para la evaluacién de la radiacién de hibridos y otras
investigaciones. Cuevas (2010) estudiando Oreochromis aureus,
O. niloticus y O. mossambicus estimé la variabilidad genética
con ocho microsatélites: UNH145, UNH155, UNH160,
UNH166, UNH190, UNH207, UNH208 y UNH211; en-
contrando que O. mossambicus registraba los menores valores de
heterocigosidad al ser comparada con O. aureusy O. niloticus.
En el sur de China, con el uso de los microsatélites UNH995,
UNH954, GM024, GM119, UNH738, UNH971, GM677,
UNHS860 y UNH932 se reportaron loci polimérficos y he-
terocigosidad sobre 0.39 en seis poblaciones de Oreochromis
spp. (Dang-en Gu et al. 2014).

A diferencia de los anteriores marcadores, se reportan los
microsatélites UNH995 y UNH 104 asociados al sexo fenotipico
en algunas familias de O. niloticus (Lee et al. 2003) y marcadores
SCAR (sequence characterized amplified regions) relacionados
con los cromosomas sexuales Y y X de O. niloticus (Sunet al.
2014). Estos marcadores son importantes para la diferenciacién
del sexo en juveniles, que solo es posible cuando los peces superan
los 100 g con la visualizacién de gonopodios.

Estas investigaciones son relevantes para O. niloticus, ya
que la comprobacién de su repetitividad en diferentes familias
facilitarfa el sexaje a temprana edad. Las especies de tilapia tie-
nen 44 cromosomas sin diferencias en el tamafio ni forma de
los cromosomas sexuales (McAndrew et al. 2016) y presentan
un periodo de indiferenciacién en la morfogénesis hasta los 15
dias después de la eclosion, que a pesar del sexo genético queda
definida en la singamia. La diferenciacién sexual fenotipica puede
ser modificada por efectos de la variacién de la temperatura,
salinidad u otros agentes quimicos, como hormonas (Faulkner

etal. 1981, Devlin & Nagahama 2002).

Tanto los microsatélites como los marcadores SCAR son
herramientas valiosas que deben ser evaluadas en las poblaciones
con un plantel productivo y con mayor utilidad en un plantel
orientado a la mejora genética, como el de la Universidad Na-
cional de Trujillo, que cuenta con poblaciones de tilapia de linaje
distinto, tilapia gris procedente de San Martin (Perd) y tilapia
roja de TilAqua International (Paises Bajos).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los microsatélites
del ADN para diferenciar linajes de tilapia gris y roja de la especie
O. niloticus y la evaluacién de los marcadores SCAR en hembras
y machos de tilapia roja y gris en dos generaciones Go y G1.

Material y métodos

Material biolégico.- Las muestras fueron obtenidas del
Centro Experimental de Genética de la Universidad Nacional
de Trujillo, Pert. Hembras XXy YY O. niloticus roja. G1 YY del
cruce de machos YY con hembras YY O. niloticus roja. Machos
XYy YY O. niloticus roja. Hembras XX y machos XY O. niloticus
gris generaciones Go y G1.

La determinacidn del sexo fenotipico se realizd por la obser-
vacién directa de las génadas del individuo y el sexaje visual de
las papilas genitales (Hussain 2004).

Extraccién de ADN total.- Se corté aproximadamente 15
mg de la aleta caudal de cada individuo. Las muestras fueron
guardadas a -20 °C por 24 horas. La extraccién del ADN total se
realiz6 mediante la combinacién y modificaciones de los métodos
descritos por Cawthom etal.(2011), Aljanabi & Martinez(1997)
y Kunhareang et al. (2010) modificado, que consistié en colocar
las muestras de la aleta caudal en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL, al cual se le agregé 800 pL de buffer de digestién (10
mM TRIS-HCL pH 8.0; 25 mM EDTA pH 8.0; 20 mM NaCl;
2% SDS; triton 0.5%, PVP 2%, mercaptoetanol 1%, 7 uL de
proteinasa K 20 mg/mL), se agité en vortex por 30 segundos,
se dejé reposar los tubos en forma horizontal por 15 minutos y
se incubaron a 55 °C por 1 hora. Se centrifugé a 14000 r.p.m.
por 5 minutos, se transfirié 400 pL del sobrenadante a un tubo
nuevo Eppendorf de 1.5 mL, se adicion6 100 pL de cloruro de
sodio 6 M y se agit6 en vortex por 30 segundos.

De inmediato, se afiadié 300 pL de cloroformo frio y se cen-
trifugd a 14000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C, luego se transfirié
200 pL de la fase acuosa superior a un nuevo tubo. El ADN se
precipit6 agregando 200 pL de isopropanol, posteriormente se
incubé a -20 °C por 30 minutos. Se centrifugé a 14000 r.p.m.
por 7 minutos a 4 °C y se descarté el sobrenadante. Se lavé el
pellet con 1ml de etanol al 70% y se sec6 durante 15 minutos
a temperatura ambiente. El ADN fue resuspendido en 50 pL
de buffer TE (10 mM TRIS — 1mM EDTA con pH 8) y se

almacené a -20 °C.

Electroforesis.- La visualizacién de los fragmentos de ADN
se realiz6 en gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe DNA.
La electroforesis se llevé a cabo a 100 V, 100 mA por 30 minutos.
Las bandas de ADN fueron fotografiadas en el fotodocumen-
tador de imdgenes BIO-RAD Molecular Imager ChemiDoc
XR+ System. Se verificé la calidad del ADN extraido mediante
la amplificacién del gen endégeno {3- actin.

Amplificacién de ADN con microsatélites.- Los cebadores
usados fueron: UNH190 (5-TGTCTGGACGCGCTTTTGT-
3’F y 5-CGCGATCGAGCATTC-TAA-3’R), UNHI136
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(5-TGTGAGAATTCACATATCAC-TA-3’F y 5-TACTC-
CAGTGACTCCTGA-3R), UNH123 (5’ATCATCACA-
GACAGATTAGA-3F y 5-GATTGA-GATTTCATT-
CAAG-3‘R) y UNH106 (5°-GTCTC- TTTCTCTGT-
CACAAG-3’F y 5-CCTTCAGCATC-CGTATAT-3’R);
UNH115 (5-TCAAGCTAGCGATTTTT-3Ry 5-ACCTT-
CATCTCGGTCAG-3’F), UNH995 (5-G-CAGCACA-
ACCACAGTGCTA-3’R y 5-CCAGCCCTCTG-CA-
TAAAGAC-3’F), GM271 (5-TGGGAAGTCGTTCA-
TACAAAG-3'R y 5-GCAGCTGGATCAGTCTCTG3’F)
y GM180 (5-CGGCGGCGACTTGTAGTGTAA-3’F y
5-GGACGGTCTGGCGAGGAC-3'R) (GenBank ntimero
de accesiones: G12342, G12288, G12276, G12259, G12268,
G68274, BV005386, BV005346).

Se estandarizé la temperatura de hibridacién de los microsa-
télites usando seis temperaturas distintas. Se usé el termociclador
de Applied Biosystem Veriti de 96 pocillos de 0.2 mL.

La mezcla maestra se preparé de la siguiente manera: 2.5 pLL
de buffer 10X PCR-buffer MgCl, Invitrogen, 0.75 uL. MgCl,
50 mM Invitrogen, 0.5 uL dNTP 10 MmThermo Scientific, 1
pL primer, 0.1 pL Platinum® Taqg DNA Polymerase Invitrogen,
18.15pul agua DEPC y 1 uLL ADN. La PCR se realizé con las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3
minutos, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos;
la Tm varié de acuerdo con el primer por 45 segundos, extensién
72 °C por 1 minuto; extension final 72 °C por 7 minutos.

Con los microsatélites UNH106, UNH136y UNH995, y B

actin, se analizaron las poblaciones de tilapia roja y tilapia gris,

en muestras de 25 individuos de cada linaje.

Amplificacién con marcadores SCAR (Sun et al. 2014).-
Los cebadores usados fueron SCAR-5F (TAAATTAATGA-
CATTTCAGTTATG); SCAR-5R (CAGAAATGTAGACGC-
CAGGTATC); SCAR-5F-X (CTGGTTTGCAATAGTTA-
GGGTGCT); SCAR-5R-Y (TTA CAG CAC CCA GAG
TCAT) (Sun et al. 2014).

Para la preparacién de la mezcla maestra se us6 2.5 pL 10x
Coral Load PCR-Buffer Qiagen, 0.5 uL ANTP 10 mM Thermo
Scientific, 1 pL primer, 0.125 pL Hot Start Taq Plus, 15.875 pL
agua DEPC, 4 L ADN. La PCR se realizé con las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial a 94 °C por 5 minutos,
34 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C porl minutos; SCAR-
SE/5R-Y 53 °C por 1 minutos, SCAR-5F-X/5R 63 °C por un
minuto, extensién 72 °C por un minuto; extension final 72°C
por 7 minutos.

Andlisis de datos.- Se determind el tamafio de cada producto
amplificado mediante el software del fotodocumentador de geles
ChemiDoc XR+ System. Se comparé el tamano de bp en los
genotipos de hembras y machos en Oreochromis niloticus “tilapia
gris” y “tilapia roja” y se evalud cualitativamente la presencia o
la ausencia de bandas para cada marcador.

Resultados

Se obtuvo ADN de tilapia de buena calidad con el protocolo
modificado (Fig. 1). En la Tabla 1 y Figura 2 se presentan los
resultados de estandarizacién de la temperatura de hibridacién
para los microsatélites y SCAR-5F-X/5R y SCAR-5F/5R-Y, y de

P-actin, asi como el tamafo de los productos amplificados por

Tabla 1. Resultados de la temperatura de hibridacion (Tm) y el tamafio de fragmento amplificado con microsatélites y SCAR
en Oreochromis niloticus. (*)Se incluye los resultados de otros autores como referencia (Letras y nimeros en cursiva).

Temperatura Tamafio de Cebadores y fragmento amplificado segtin autores
Secuencia de cebadores segtin autores de Fragmento citados™
Marcadores . s A s ope ~
citados* Hibridaciéon Amplificado Referenci Tm (°C) Tamaiio de
(Tm) (°C) (bp) ererencias Fragmento (bp)
FTGT CIGGACGCGCITTIGT 167
UNH190 RCGC GAT CGA GCA TTC TAA 55 178 GenBank: G12342
F:ATC ATC ACA GAC AGA TTA GA Brifiez et al. 2011 145-208
UNHI23 R:GAT TGA GATTTC ATT CAAG 20 151 G12276 5 197
FTGT GAG AATTCA CAT ATCACT A
H1 172 1228 17.
UNHI136 R:TAC TCC AGT GAC TCC TGA > 12288 3
F:GTCTCT TTC TCT GTC ACA AG Brifiez et al. 2011 130-240
UNH106 R:CCT TCA GCA TCC GTATAT 55 154 Lamprea et al 2004 50 130
G12259 134
F:ACCTTC ATCTCG GTC AG Lee et al 2004 168/182
UNHI15 RTCA AGCAGCTGATITTT %8 143 G12268 55-60 149
UNH995 F:CCA GCC CTC TGC ATA AAG AC 55 172 Carleton et al ,2002 219/236
R:GCA GCA CAA CCA CAGTGCTA G68274 55 170
F:CGG CGG CGA CTT GTA GTGTAA
GM180 R:GGA CGG TCT GGC GAG GAC 61 171 BV005346 174
F:GCA GCT GGA TCAGTCTCT G Lee et al 2004 121a 125
GM271 R:TGG GAA GTC GTT CAT ACA AAG 50 702 Cnaani &kocher 2008 55-60 96 a 110
BV005386 117
F:GGC ATC ACA CCT TCT ACA ACG A )
B ACTIN RACG CTC TGT CAG GAT CTT CA 61 715 Jimenez et al 2011 135
SCAR5RY TTA CAGCAGCACCCAGAGTCAT
2 tal. 2014 2
Marker 5F TAA ATT AAT GAC ATT TCA GTT ATG » 80 ounetal. 20 o0 %
AR 5FX CTG GTT TGC AAT AGT TA( T GCT
SCAR SFX CTG GTT TGC c G GCTGC 63 903 Sun et al. 2014 60 925

Marker 5R CAG AAA TGT AGA CGC CCA GGT ATC
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PCR. Los fragmentos de los microsatélites UNH190, UNH123, Los perfiles genéticos para los microsatélitess UNH y GM

UNH136, UNH106, UNH115, UNH995, GM180y GM271  fueron monomdrficos. En la Figura 3, se observa muestras de

fueron:178, 151, 172, 154, 143, 172, 171 y 702 bp, respecti-  individuos de tilapia gris y individuos de tilapia roja amplificados

vamente. Para el SCAR-5F-X/5R fue de 903.30 + 38.40 bp,  con UNH136 y UNH995 monomérficos con similar velocidad

para el SCAR-5F/5R-Y fue de 280 + 17.29 bp y el tamafio del ~ de migracién para ambos linajes. No obstante, con el marcador

fragmento amplificado para f-actin fue de 715.0 + 40.87 bp. UNH106 no hubo amplificacién en ninguna muestra de los
individuos de tilapia gris.

Tilapia roja Tilapia gris

e

(a) M UNH190 UNH136 UNH123

o . : .
2000D > o o - - -

-- - - -

(b)  M_ _UNH123 UNH190 Bactin  ynHg9s GM180 GM271

700bp >E8 - e 14

-—
- >
200bp >« W B B - - -
Tilapia gris Tilapia roja
(a) f-actin
e —— e o L 715 bp
. UNHI136
- L -
UNH106
(©) < 154bp

d B - L < UNH995
@ = e - -.. 172 bp

Figura 1. Electroforesis en gel de
agarosa 1% de la extraccion de ADN
de muestras de aleta caudal de Oreo-
chromis niloticus.

Figura 2. Fragmentos amplificados por
PCR de microsatélites en Oreochro-
mis niloticus. A. UNH190, UNH136,
UNH123. B. UNH123, UNH190,
UNH995, GM189, GM271, B-actin
(gen endodgeno). Marcador 100bp, las
flechas indican el tamafio de fragmento
del marcador.

Figura 3. Microsatélites UNH en Oreo-
chromis niloticus “tilapia gris y roja”. A.
Control de amplificacion secuencia de
un gen enddgeno B-actin. B. UNH136.
C. UNH106. D. UNH995. Marcador
de DNA 100bp, las flechas indican el
tamanfo de fragmento de las muestras.
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El marcador SCAR-5F-X/5R amplific6 en todas las muestras
de hembras grises y rojas, asf como en los machos grises y rojos
excepto en los machos YY; de manera opuesta, con el marcador
SCAR-5F/5R-Y se obtuvo producto amplificado en todas las
muestras de los machos grises y machos rojos XY y YY (Fig.

4ayb).
Asi también, los marcadores SCAR-5F-X/5R y SCAR-5F/5R-

Y correlacionaron con el sexo fenotipico de las progenies G1
del cruce de hembra YY O. niloticus roja con macho YY O.

niloticus roja'y G1 del cruce de hembra XX y macho XY tilapia
gris (Fig. 5ayb).

Discusion

Las modificaciones realizadas tomando como base los mé-
todos de extraccién de ADN de Aljanabi & Martinez (1997)
y Kunhareang et al. (2010) permitieron mejorar la calidad del
extracto de ADN de muestras de aleta caudal de tilapia. La
adicién de tritdén al 0.5% en la mezcla del amortiguador de
extraccién fue lo mds relevante de las modificaciones realizadas.

Hembra gris Hembraroja Machogris Machorojo Macho rojo

XX XX

(@)

XY XY XY

280bp 5 !

(b)

e !

B
Hembra gris Hembraroja Machogris  Macho rojo  Macho rojo
XX XX XY XY YY
T BeMawTenTR = =
Evwm ; s =

1

Figura 4. Marcadores SCAR en muestras de aleta caudal de hembras y machos
de Oreochromis niloticus gris y roja. A. SCAR-5F/ 5R-Y. B. SCAR-5F-X/5R.

Marcador de DNA 100bp.

3%

Go Go
—

|2

(@)

-

|

G1
YY

Go
YY

Gl Go Go
AL s s

(b)

\

- e e W s <280Dp

DS -

Figura 5. Marcador SCAR en muestras de aleta caudal de machos y hembras de Oreochromis niloticus. A. SCAR-
5F-X/5R: G1 YY (Progenie), Go YY (Padres: macho y hembra YY), G1XY (Progenie), Go XX (Madre), Go XY
(Padre). B. SCAR-5F/ 5R-Y, G1 YY (Progenie), Go YY (Padres: macho y hembra YY), G1XY (Progenie), Go XX

(Madre), Go XY (Padre).
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Los microsatélites, marcadores codominantes, se distinguen
por su alto grado de polimorfismos que permiten detectar varia-
ciones genéticas entre poblaciones y dentro de ellas (Romana-
Eguia et al. 2004). Sin embargo, requieren de estandarizacién
tanto en la calidad del ADN extraido como en la hibridacién
de los cebadores. Asi también, el tamafio de fragmentos de los
microsatélites puede diferir entre poblaciones, dependiendo del
grado de diferenciacién genética existente entre ellas.

En los resultados del trabajo, los tamafios de los fragmentos
amplificados concordantes con los registrados en la base de datos
del GenBank (htt//:www.ncbi.nlm.nih.gob) fueron: UNH136
(G12288),UNH190 (G12342), UNH123 (G12276), GM180
(BV005346), UNH106 (G12259)y UNH995 (G68274). Sin
embargo, los fragmentos para UNH115 registraron 143 bp, lo
que difiere de lo reportado por Lee et al. (2004) (G12268); para
GM271 se registré 702 bp, distinto de los resultados de Lee et
al. (2004) y Cnaani & Kocher 2008, quienes reportaron de
121 a 125 bp y de 96 a 110 bp, respectivamente. El fragmento
amplificado del control interno PCR f actin fue 715 bp, distinto
de lo registrado por Jiménez et al. (2011).

Las diferencias en los fragmentos de la PCR, particularmente
con el marcador GM271, se explicaria debido a la amplificacién
intensificada en el proceso de replicacién, que suele ocurrir por
la presencia de secuencias repetidas como los microsatélites (Le-
flak et al. 2016). La secuencia del gen enddégeno f-actin puede
explicarse como consecuencia de una insercién en la secuencia.
Sin embargo, se necesitan pruebas de secuenciacién y realizar
una alineacién con la base de datos GenBank.

Del grupo de microsatélites evaluados en el Centro Experi-
mental de Genética de la Universidad Nacional de Trujillo, el
UNH106 fue el tinico microsatélite que permitié diferenciar ge-
néticamente la tilapia roja de la tilapia gris y se obtuvo producto
de la PCR en todas las muestras de tilapia roja; sin embargo, en
las muestras de tilapia gris, la amplificacién fue negativa, debido
probablemente a los cambios en la secuencia de hibridacién del
genoma, lo que impidid la complementariedad de bases con uno
o ambos cebadores utilizados.

Por otro lado, la presencia de los loci monomérficos anali-
zados con los microsatélites UNH106, UNH136, UNH995
explica y confirma la variacién genética reducida, propia de las
lineas genéticas establecidas, con la evaluacién con microsaté-
lites adicionales podria evidenciar con mayor aproximacién la
variacién genética existente. Estas difieren notoriamente de las
poblaciones en las que se producen cruzamientos aleatorios y
estdn sujetas a efectos evolutivos, como las mutaciones, seleccién
natural, migraciones o deriva genética, como las reportadas por
Hassanien & Gilbey (2005) en poblaciones de O. niloticus del
rio Nilo. Para el marcador UNH106 se observé polimorfismo
con el valor de 6.01 para el nimero efectivo de alelos y hetero-
cigosidad promedio de 0.76. Asi también, Brifez et al. (2011)
y otras investigaciones registraron polimorfismos con distintos
microsatélites.

Con relacién a la determinacién del sexo en la tilapia, la
plasticidad genética que presentan los genomas masculino y
femenino, y la ocurrencia de cambios de expresién de los genes
en las etapas iniciales de diferenciacién gonadal dificultan el
manejo de cruzamientos. Puede darse el caso de que fenotipi-
camente un individuo sea macho cuando genéticamente estaba

programado para ser hembra y viceversa. Por ello, es necesaria la
identificacién del sexo genético de los individuos para programar
cruzamientos con fines de mejora productiva.

En las especies de tilapia no se registran diferencias en los
cromosomas sexuales, pues existe similitud en el tamafno y
morfologfa de los pares de cromosomas (2n= 44) (Majumdar &
McAndrew 1986) y hay secuencias de ADN repetido en todos los
cromosomas (Martins et al. 2004). Segtin las evidencias cromo-
sémicas en espermatocitos en paquiteno de O. niloticus, basado
en la homologia genética que ocurre entre cromosomas homé-
logos, se registrd sinapsis parcial entre el par cromosémico de
mayor tamano (cromosoma 1); al respecto, Carrasco et al. (1999)
propusieron que estos serfan los cromosomas sexuales. Estudios
sobre O. mossambicus mediante pruebas de hibridacién in situ
por fluorescencia FISH y la sinapsis de cromosomas homdlogos
en paquiteno de hembras y machos sostienen también que el par
1 corresponderia a los cromosomas sexuales (Campos-Ramos
et al. 2003). Ferreira & Martins (2008) mediante el analisis de
secuencias repetidas por FISH reportaron diferencias entre los
cromosomas del primer par de cromosomas y los propusieron
como los sexuales.

Diversas investigaciones sobre microsatélites asociados a la
segregacion en funcién del sexo fenotipico de la tilapia han
identificado grupos de ligamiento LG1 y LG23 relacionados
con el sexo de O. aureus (Lee et al. 2004). En O.hornorum, el
microsatélite UNH168 fue consistente en la amplificacién y
asociacidn al sexo fenotipico femenino, mientras que otros mi-
crosatélites estaban presentes en muestras de ambos sexos (Zhu et
al. 2016). Los marcadores microsatélites UNH995 y UNH104
relacionados con la diferenciacién del sexo en O. niloticus fueron
determinados por Lee et al. (2003) y el microsatélite UNH898
fue propuesto como el mejor marcador asociado a los genes
determinantes del sexo, por diferenciar machos de hembras con
una sensibilidad de 96.71% (Naranjo et al. 2015). Ademis de
los genes en los crosomomas sexuales, proponen la presencia
de genes autosémicos en la determinacién del sexo (Lee et al.

2003, Eshel et al. 2011).

Sun et al. (2014) disefaron cebadores SCAR de muestras de
O. niloticusy reportaron cuatro marcadores ligados al sexo asig-
nados al grupo de ligamiento LG23 y que hibridan por FISH con
los cromosomas mds pequenos, el par 22. De estos marcadores,
SCAR-5F-X/5R y SCAR-5F/5R-Y fueron probados en la presen-
te investigacion y se confirmd su asociacién con la diferenciacién
del sexo fenotipico en hembras y machos de linajes distintos de
tilapia roja y gris, producto de la PCR para SCAR-5F-X/5R de
903.3 + 38.40 y para el SCAR-5F/SR-Y de 280.70 + 17.29 bp.
Esto concuerda con lo reportado por Sun et al. (2014), quienes
proponen que SCAR-5F-X/5R y SCAR-5F/5R-Y se distinguen
por la presencia de delecciones o inserciones de varios cientos
de pares de nucleétidos que se diferencian en el tamafio de los
fragmentos amplificados entre los marcadores y se asocian a los
cromosomas sexuales YX.

Los resultados de varias investigaciones demuestran la posible
existencia de genes determinantes del sexo en diferentes cromo-
somas del complemento, siendo los cromosomas candidatos a la
presencia de genes mayores de determinacién del sexo los pares
cromosémicos 1y 22 del complemento cromosémico.
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Conclusiones

Los microsatélites UNH136, UNH115, UNH995 y los
SCAR-5F/5R-Y, SCAR-F-X/5R presentaron loci monomérfi-
co y no diferencian a O. niloticus “tilapia gris” de O. niloticus
“tilapia roja”. Mientras que con el microsatélite UNH106 si se
pudo diferenciar a O. niloticus “tilapia roja” de O. niloticus “ti-
lapia gris”. Para la B-actin, SCAR-5F/5R-Y y SCAR-5F-X/5R,
el tamano de fragmentos amplificados por la PCR es de 715,
280 y 903 pb, respectivamente. Mientras que en los microsa-
télites UNH190, UNH123, UNH136, UNH106, UNH115,
UNH995, GM180 y GM271 los fragmentos fueron de 178,
151, 172, 154, 143, 172, 171 y 702 bp, respectivamente. La
temperatura de hibridacién éptima fue de 50 °C para UNH123
y GM271; para los marcadores SCAR-5F/5R-Y fue de 53 °C;
para UNH190, UNH136, UNH106, UNH995 fue de 55 °C;
para UNHI115, 58 °C; para SCAR-5F-X/5R fue de 63 °C; y
para B-actin y GM180 fue de 61°C.

Se logré determinar de manera inequivoca la asociacién del sexo
fenotipico con los marcadores SCAR (5F-X/5R y 5F/5R-Y) en
hembras XX, machos XYy supermachos YY de O. niloticus “tilapia
roja” y hembras XX y machos XY en O. niloticus “tilapia gris”.
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