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APRESENTACAO

O e-book “Tépicos Integrados de Zoologia 2” & composto por oito capitulos que
abordam distintos topicos de uma especialidade da biologia que estuda os animais, a
Zoologia. Com muita satisfacdo convidamos os leitores a lerem o e-book que traz temas
relevantes sobre atualidade dentro da area de estudo.

Nessa segunda edicao, o e-book disponibiliza temas diversificados de conhecimentos
e areas de interesse. A transformacao das caracteristicas naturais dos diversos sistemas
terrestres e aquaticos no globo devido as alteragbes antropicas estdo aumentando
continuadamente. Buscar ferramentas efetivas de conservag¢do da biodiversidade exige
um conhecimento técnico e também abrangente. Uma vez que, diferentes organismos
apresentam distribuicdes geograficas distintas, bem como requerimentos muito especificos
seja de habitat e de alimentacéo, que devem ser levados em considerag¢éo no planejamento
de conservacéo da diversidade. Outro aspecto importante a ser destacado é a importancia
de colecdes estruturadas a nivel de espécie para preencher lacunas taxonémicas, que
contribuiu para avaliacdo da vulnerabilidade das espécies. Diante desse arcabouco, dentro
do e-book “Tépicos Integrados de Zoologia 2”, os seguintes topicos sdo abordados
(i) monitoramento e novos registros de espécies exoticas invasoras; (ii) levantamento e
contribuicdo de colegbes entomolbgicas. Interessante que esse estudo foi realizado na
Mata Atlantica um dos biomas com grande concentragdo de desmatamento; (iii) registro
da primeira ocorréncia de um bivalve de dgua doce; (iv) habitos alimentares especificos de
peixes de agua doce; (v) efeitos negativos que a construcdo das hidrelétricas causam no
bem estar de populacbes de peixes; (vi) uso de organismos bioindicadores da qualidade
da &gua; (vii) uso de biomarcadores para estudos genéticos de populagdes; e (viii) uma
revisdo de estudos genéticos no litoral amazonico para aprimorar o conhecimento sobre os
estoques da regido e suas dindmicas em relagédo a pesca.

Demonstramos acima a diversidade de conteldos que a Zoologia abrange e sua
importancia, desta forma, apresentamos os oito capitulos que integram esse e-book, que

demonstram em seus objetivos de forma aplicada e holistica varios tépicos da Zoologia.
A vocé leitor(a), desejamos uma excelente leitura.

José Max Barbosa Oliveira-Junior
Lenize Batista Calvao
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ELEGINOIDES

RESUMEN: Una de las actividades mas
relevantes que tiene Chile es la acuicultura.
Focalizado principalmente en salménidos. Por
lo que, en los Ultimos afos, el pais ha puesto
en marcha un programa de diversificacion
acuicola de especies marinas como Dissostichus
eleginoides (Patagonian toothfish o bacalao
de profundidad D. eleginoides es un recurso
con un elevado valor econémico, nutricional y
con una elevada demanda tanto en mercados
nacionales como internacionales. La sobrepesca
de este recurso ha dejado como consecuencia
que se encuentra catalogado como “Agotado
y en fuerte sobrepesca” por la Subsecretaria
de Pesca y Acuicultura de Chile. Este pez se
distribuye por todo el territorio maritimo chileno,
y es de gran tamafio y con una vida media de 50
anos, con una madurez sexual de alrededor de
10 afos. Este lento crecimiento sexual, dificulta
la separacion temprana de machos y hembras
que mejoran el manejo de la especie en términos
productivos. La busqueda de biomarcadores
especificos de sexo es un recurso importante
si se plantea generar una produccion sostenible
en el tiempo de D. eleginoides. Por otro lado, los
estudios genéticos de poblacion pueden generar
informacion relevante y necesaria tales como
conexion de poblaciones, disefio de unidades de
administracion y diversidad genética. Informacién
relevante para poder evitar el inbreeding,
mejorando la produccion. Se logro determinar
un SNP (single nucleotide polymorphism) para
determinar de manera temprana el sexo y
obtuvieron 11 SSR (simple sequence repeat)
para analisis de estructura poblacional mediante
RADseq y secuenciacion mediante Illumina
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MiSeq Nano platform respectivamente.
PALABRAS CLAVE: Biomarcador, SNPs, SSR, Dissostichus eleginoides.

SEARCH FOR BIOMARKERS FOR EARLY IDENTIFICATION OF SEX AND
POPULATION STRUCTURE OF DISSOSTICHUS ELEGINOIDES
ABSTRACT: One of the most relevant activities that Chile has is aquaculture. Mainly
focused on salmonids. Therefore, in recent years, the country has launched an aquaculture
diversification program for marine species such as Dissostichus eleginoides (Patagonian
toothfish). D. eleginoides is a resource with high economic and nutritional value and with
high Demand both in national and international markets. The overfishing of this resource
has resulted in it being classified as "Exhausted and heavily overfished" by the Chilean
Undersecretary of Fisheries and Aquaculture. This fish is distributed throughout the Chilean
maritime territory, and it is large in size and with a half-life of 50 years, with a sexual maturity
of around 10. This slow sexual growth makes the early separation of males and females
difficult, improving the management of the species in productive terms. Search of specific
sex biomarkers is an important resource if it is proposed to generate a sustainable production
over time of D. eleginoides. On the other hand, genetic studies of the population can generate
relevant and necessary information such as population connection, design of management
units and genetic diversity. Relevant information to avoid inbreeding, improving production.
It was possible to determine a SNP (single nucleotide polymorphism) to determine the sex
early and they obtained 11 SSRs (single sequence repeat) for population structure analysis by
RADseq and sequencing by lllumina MiSeq Nano platform respectively.

KEYWORDS: Biomarker, SSR, SNPs, Dissostichues eleginoides.

11 INTRODUCCION

Desde su origen en 1950 en Chile como una actividad socio-econémica relevante,
la acuicultura, entendiendo como tal el cultivo de organismos acuaticos con técnicas
encaminadas a hacer mas eficiente su produccion, ha experimentado a nivel mundial un
crecimiento sostenido, con una velocidad de progresion superior al resto de los sectores
de produccién de alimentos de origen animal. El principal fundamento para esta rapida
expansion corresponde a la limitaciobn que presentan los recursos naturales como fuente
de alimento, incapaces por si solos de hacer frente a la creciente demanda mundial por
alimentos. Esto se refleja claramente en que, en la actualidad mas de la mitad de los
productos acuicolas consumidos por la poblacion mundial proceden de centros de cultivo.
(FUENTES OLMOS, 2014)

Aunque la acuicultura es muy diversa e incluye peces, moluscos, crustaceos, algas
e invertebrados, su principal actividad se centra en el cultivo de peces, que actualmente
representa dos tercios de la produccién acuicola mundial animal y engloba 346 especies
(FISHERIES; AQUACULTURE, 2013). En Chile, la acuicultura representa una de las
actividades econdmicas mas relevantes, junto con la mineria y el sector forestal.
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Una de las principales especies acuicolas con gran potencial exportador para nuestro
pais, corresponde a Dissostichus eleginoides (Smitt, 1898) o bacalao de profundidad. El
bacalao de profundidad, también conocido como merluza negra, patagonian toothfish, Mero,
chilean seabass, merluza negra austral o merluza austral de la patagonia, es un importante
recurso pesquero nacional con un elevado valor comercial (USD$35 por kilogramo de
peso) (IFOP, 2017). Esta especie corresponde a un pez bentopelagico, con una larga vida
y que esta ampliamente distribuido a lo largo de la costa de Chile, desde la plataforma
patagénica e islas subantarticas y montes submarinos a profundidades de 1.000 a 2.000
metros(COLLINS et al., 2010). D. eleginoides. logra un gran tamario, alcanzando longitudes
de 2 a 3 metros y pesos mayores de 200 kilogramos, y es un recurso objetivo de pesquerias
comerciales que suministra al mercado individuos silvestres (COLLINS et al., 2010)which
initially grow rapidly on the shallow shelf areas, before undertaking an ontogenetic migration
into deeper water. Although they are active predators and scavengers, there is no evidence
of large-scale geographic migrations, and studies using genetics, biochemistry, parasite
fauna and tagging indicate a high degree of isolation between populations in the Indian
Ocean, South Georgia and the Patagonian Shelf. Patagonian toothfish spawn in deep water
(ca. 1000. m. Sin embargo, debido a la débil normativa y en parte a la pesca indiscriminada,
inclusive capturando individuos juveniles de muy bajo peso (<2kg) que generan una
disrupcion en el ecosistema de este pez, desde la década de los 90, este recurso esta
considerado en estatus de sobreexplotado (MARKO; NANCE; GUYNN, 2011; REYES et
al., 2012), lo cual impone serias restricciones al volumen total de individuos silvestres que
pueden ser capturados.

De esta forma, el desarrollo e implementacion del cultivo industrial del bacalao de
profundidad representa un objetivo fundamental dentro de los programas de diversificacién
acuicolas nacionales. Por lo que es menester conocer sobre la biologia de la especie a
cultivar, factores ambientales que la afectan, condiciones de alimentacion, comportamiento,
patégenos y caracterizacion de las etapas de desarrollo embrionario y larvario entro otros
aspectos.

Hoy en dia, al sur de Chile, en Chinquihue, Puerto Montt, se encuentra en centro
pionero de incubacion y desarrollo de D. eleginoides (Chilean Seabass Aquaculture - www.
chileanseabass.cl). En la actualidad, ha logrado estandarizar el proceso reproductivo de
este pez, en términos de dieta, temperatura, condiciones de cultivo (condiciones del agua,
fotoperiodos y termoperiodos), procesos de maduracion para hembras y machos; logrando
conseguir los gametos correspondientes de cada uno de ellos para su posterior fecundaciéon
y reproduccién, ademas caracterizar morfologicamente los estadios embrionarios y larvales
de esta especie (MUJICA et al., 2016)

El bacalao de profundidad (Dissostichus eleginoides) es un gran nototénido con una
gran capacidad migratoria, que se encuentra en las plataformas y pendientes del sur de
América del Sur y alrededor de las islas subantéarticas del Océano Austral (EVSEENKO;
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KOCK; NEVINSKY, 1995). Debido a su tamafo y caracteristicas nutricionales, es un recurso
de alto valor econémico, con alta demanda, tanto en los mercados nacionales como en el
exterior (GRILLY et al., 2015). Ademas, el bacalao de profundidad es una especie clave
dentro del ecosistema marino (EVSEENKO; KOCK; NEVINSKY, 1995). Sin embargo, las
caracteristicas biol6gicas del bacalao de profundidad, como una vida Util prolongada, el
inicio tardio de la madurez reproductiva y un nimero relativamente pequefio de huevos, lo
hacen altamente vulnerable a la sobreexplotacion.

Actualmente, estd ampliamente aceptado que los estudios genéticos poblacionales,
en combinacion con otros estudios (por ejemplo, ecolégicos), pueden generar informacion
relevante y necesaria en varios aspectos clave, como la conexion de las poblaciones, el
disefio de unidades de manejo y la diversidad genética, entre otros (HEDRICK, 1999).
En este contexto, el desarrollo de marcadores moleculares es uno de los primeros
pasos logicos. Los microsatélites (o la repeticidn de secuencias simples -SSR-) han sido
durante mucho tiempo, los marcadores moleculares més utilizados en estudios genéticos
poblacionales, debido a sus altos niveles de polimorfismo, estabilidad y codominancia (LI et
al., 2002; WEBER, 1990). Aunque hay algunos estudios enfocados en la evaluacién de los
aspectos genéticos poblacionales de las dentaduras patagénicas, se han visto limitados por
el escaso numero de microsatélite disponibles para esta especie (cinco loci (ARANEDA et
al., 2017)). Aunque el nimero exacto de loci de segregacion independiente que se utilizara
en estudios genéticos poblacionales es todavia una cuestion de controversia, los estudios
empiricos y teéricos han demostrado que un numero limitado de loci puede generar
conclusiones sesgadas (KOSKINEN et al., 2004). Hoy en dia, los avances en tecnologias
de secuenciacion de alto rendimiento (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015) ofrecen una
gran oportunidad para generar cientos de loci de microsatélites. Por lo tanto, para satisfacer
las necesidades de los marcadores moleculares en esta valiosa especie, desarrollamos y
evaluamos un numero importante de loci de microsatélites utilizando lllumina MiSeq. Por
otro lado, Si se plantea generar una produccion sostenible en el tiempo de D. eleginoides,
la busqueda de biomarcadores especificos de sexo para animales es un recurso muy
relevante para la industria (LIU et al., 2018). Los estudios genéticos de poblacion pueden
generar informacién relevante y necesaria tales como conexién de poblaciones, disefio de
unidades de administracion y diversidad genética. Informacion relevante para poder evitar
el inbreeding, mejorando la produccion (CONNON et al., 2018; HERAS, 2020; YOU; LlI;
ZHOU, 2019). En el presente trabajo se encontru un SNP (single nucleotide polymorphism)
de identificacién de sexo temprano y 11 SSR no codificantes (simple sequence repeat)
para analisis de estructura poblacional mediante RADseq (restriction site-associated DNA
sequencing) y secuenciacion mediante lllumina MiSeq Nano platform respectivamente. Los
marcadores generados aqui representan una herramienta importante para futuros estudios
de diversidad genética, estructura poblacional y sexo temprano de D. eleginoides.
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21 MATERIALES Y METODOS

Para el andlisis de SSR, se obtuvo DNA gendmico total de 8 individuos.
Posteriormente los DNA totales extraidos se mezclaron y secuenciaron en la plataforma
lllumina MiSeq Nano (San Diego, CA, EE. UU.). Posteriormente se realizd procesamiento
de lecturas (EDGAR, 2010; MEGLECZ et al., 2010). Para la evaluacion de polimorfismos
y diversidad genética de cada locus, se recolectaron 20 muestras de D. eleginoides de
dos localidades separadas 2,370 kilometros. Se recogieron doce de la costa del océano
Pacifico de Puerto Montt y ocho muestras de la costa del océano Pacifico de lquique
(Figura 1). Los SSRs posteriormente se procesaron en un analizador genético SeqStudio
(Applied Biosystems ™). Los datos de Fsa con valores pico se procesaron y analizaron
en Genemarker v2.4. Se utilizd el programa GeneAlex v6.51b2 para determinar varios
parametros genéticos. Genepop para estimar el coeficiente de consanguinidad de Wright
(FIS) y el posible desequilibrio de ligamiento entre pares de loci y Cervus v3.0.7 para estimar
el contenido de informacion polimérfica (PIC) por loci. También se evalud la presencia de
alelo nulo, gran abandono de alelos y presencia de sttuter para cada locus de microsatélite
con Microchecker v2.2.3, utilizando 1000 aleatorizaciones.

-76" -74" -72" -70°

Figura 1. Muestras de ubicaciones de sitios a través del océano pacifico chileno. A) Amplio
panorama de la distancia entre ambas regiones chilenas utilizada para la recoleccion de
muestras. B) Region norte (lquique) en 3 sitios diferentes, se recolectaron 8 muestras. C)

Regién sur (Puerto Montt) en 5 sitios diferentes (y diferentes profundidades) se recolectaron 12
muestras.
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Para la busqueda de biomarcadores de sexo, se obtuvieron 10 individuos de sexo
conocido de la zona de Pisagua, Iquique, Chile. Posteriormente se realizo un RAD-seq por
Floragenex, Inc. (Eugene, OR, EE. UU.) (STOLTING et al., 2013)two ecologically divergent
hybridizing forest trees, using >38,000 SNPs assayed by restriction site associated DNA
(RAD. Posteriormente, se realizaron analisis bioinformaticos (LANGMEAD et al., 2009; LI,
2011). Finalmente se realizd alineamientos para identificar el fragmento de proteina del
biomarcador. Se realiz6 analisis de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) en
gel de poliacrilamida y posteriormente analisis de SNaPshot y secuenciacion Sanger del
amplicén de 110pb para observar el SNP presente en machos y hembras de D. eleginoides
con el equipo Applied Biosystems SeqStudio Genetic Analyzer, ThermoFisher, USA

31 RESULTADOS

3.1 Obtencién de biomarcadores de tipo SSR no codificantes en D. eleginoides
para analisis poblacional para su mejor cultivo

Usando la secuenciacion de lllumina del ADN genomico del bacalao de profundidad,
se obtuvieron 1,861,572 secuencias en bruto, con aproximadamente 456 millones de
bases. Se identificaron 1,071 loci de microsatélite con sus respectivos pares de primers.
Entre ellos, 888 (82.9%) microsatélites eran motivos de secuencia de repeticion doble, 161
(15.03%) fueron motivos de secuencia de repeticion triple, 15 (1.4%) fueron motivos de
secuencia repetitiva tetra, 5 (0.46%) secuencia de repeticion penta los motivos y 2 (0.18%)
fueron motivos de secuencia de repeticion hexagonal. Parece ser que la frecuencia de los
motivos repetidos disminuye con el aumento de las cantidades de bases en cada motivo,
con la excepcion del motivo CG, que es el Unico motivo de secuencia de repeticion doble
con la frecuencia minima.

De los 195 pares de cebadores seleccionados, los primeros treinta y cinco cebadores
con los motivos mas repetitivos se eligieron para usar en este estudio, de los cuales se
comprobd que veintidds motivos de microsatélites tienen buena calidad técnica, es decir,
no presentaron una cantidad significativa de stutter. En un nivel de poblacién global, la
mayoria de estos loci de microsatélites mostraron un nivel adecuado de polimorfismo. El
rango de alelos y PIC vari6 de 2 a 22 (media por locus: 11.14) y de 0.374 a 0.937 (media:
0.748), respectivamente.

En un analisis local, el nimero de alelos varié de 2 a 17 en la ubicacion de Puerto
Montt y la heterocigosidad observada varié de 0,00 a 0,90, mientras que la heterocigosidad
esperada vario de 0,15 a 0,92. En el caso de la ubicacion de Iquique, 3 loci (DELIG-22,
DELIG 31 y DELIG 32) fueron monomorficas y el resto de los loci presentaron un rango
de numero de alelos de 2 a 12 y un rango de heterocigosidad observada y esperada
de 0.12 a 0.87. y de 0.11 a 0.90, respectivamente. Los coeficientes de consanguinidad
(P1S) estadisticamente significativos (p <0.05) variaron de 0.11 a 1.0 en la ubicaciéon de
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Puerto Montt y de -0.02 a 0.80 en la ubicacion de Iquique. Se determinaron desviaciones
significativas de HWE a cuatro loci (DELIG-6, DELIG-12, DELIG-15 y DELIG-25) en la
ubicacion de Puerto Montt y a uno (DELIG-18) en la ubicacion de lquique. La devaluacion
de artefactos técnicos por Micro-Checker v2.2.3, indicé que tres loci (DELIG-6, DELIG-12y
DELIG-25) mostraron evidencia de alelo nulo (Tabla 1)

Microsatellite loci Location Na Ho He FIS
Puerto Montt 17 0.75 0.92 0.22%
DELIG-1 Iquique 10 0.71 0.87 0.25*
31*
DELIG-2 Plleﬂg Montt 16 0.66 0.91 0.31
Iquique 12 0.71 0.9 0.28*
Puerto Montt 6 0.41 0.75 0.48*
DELIG-3 .
Iquique 5 0.16 0.73 0.80*
4 L0*
DELIG-6 Plleltq Montt 7 0.33 0.77 0.59
Iquique 4 0.87 0.70 -0.18
Puerto Montt 14 0.83 0.89 0.11
DELIG-7 .
Iquique 6 0.62 0.57 -0.01
Puerto Montt 8 0.58 0.81 0.32%*
DELIG-9 .
Iquique 7 0.62 0.78 0.27
5 25 * *
DELIG-12 PucﬂoA Montt 0.25 0.6 0.61
Iquique 5 0.37 0.64 0.46*
Puerto Montt 15 0.75 0.90 0.21*
DELIG-13
Iquique 10 0.50 0.88 0.48*
5 *
DELIG-14 Puc-rtq Montt - 0.66 0.71 0.11
Iquique 2 0.37 0.30 -0.16
Puerto Montt 6 0.58 0.77* 0.28*
DELIG-15 .
Iquique 7 0.75 0.84 0.17
*
DELIG-17 Pueﬂq Montt 14 0.66 0.90 0.30
Iquique 8 0.50 0.84 0.46*
p L3 02
DELIG-18 Pucrt? Montt 2 0.50 0.37 0.29
Iquique 3 0.62 0.57% -0.02*
Puerto Montt 4 0.50 0.51 0.06
DELIG-19 .
Iquique 3 0.37 0.32 -0.10
Puerto Montt 3 0.16 0.15 -0.02
DELIG-20
Iquique 3 0.25 0.39 0.42
5 5
DELIG-22 Puenq Montt 5 0.45 0.61 0.30
Iquique 1 - - -
*
DELIG-23 Pue-rto- Montt 2 0.00 0.44 1.0
Iquique 2 0.12 0.11 -
Puerto Montt 8 0.33 0.73 0.57*
-24 .
DELIG-24 Iquique 5 0.71 0.68 0.03
7 5 * T
DELIG-25 P11e119 Montt 12 0.50 0.88 0.4
Iquique 11 0.75 0.88 0.21
)
DELIG-30 Pumté Montt 8 0.66 0.80 0.21
Iquique 7 0.87 0.80 -0.02
2 5 *
DELIG-31 Pue:to- Montt 2 0.00 0.15 1.0
Iquique 1 - - -
DELIG-32 Puerto Montt 2 0.18 0.16 -0.05
Iquique 1 - - -
Puerto Montt 9 0.91 0.74 -0.19
DELIG-33 .
Iquique 7 0.50 0.82 0.45*

Tabla 1. Marcadores de microsatélite seleccionados para la genotipificacion de los 20 individuos
de bacalao de profundidad de 2 lugares de la costa del océano Pacifico, Chile. Na: nimero
de alelos; Ho: heterocigosidad observada He: heterocigosidad esperada; FIS: coeficiente de
endogamia. *: desviacion significativa (p <0,05) del coeficiente de endogamia y equilibrio de

Hardy-Weinberg, para cada ubicacion y lugar.
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3.2 Obtencion SNPs involucrados en la deteccién de sexo temprano en D.
eleginoides para su mejor cultivo

Usando la técnica de RAD-seq se obtuvieron fragmentos RAD de 91 pb.
Posteriormente al analisis bioinformatico, esta técnica arrojaré 39.892 RAD_kmer de 91pb,
los cuales fueron filtrados en ausencia en hembras y presencia en machos. Lo que redujo a
4 RAD_kmer los cuales se filtraron por la presencia o ausencia del SNP (Figura 2).

#CHROM POS REF ALT Female 11 Female 2 Male 19 Male 17 Male 13 Female 22 Male 20 Male 18 Female 05 Male 21
RAD_kmer_0010666 35 A T 0/0 0/0 01 01 oM 0/0 oM 01 0/0 oM
RAD_kmer_0016418 50 A C 0/0 0/0 oM oM oM 0/0 oM 01 0/0 "
RAD_kmer_0042887 89 A T 0/0 0/0 oM oM oM 0/0 oM 01 0/0 on
RAD _kmer_0046899 86 C T 0/0 0/0 oM oM oM 0/0 oM 1M 0/0 on

Figura 2. RAD_kmers escogidos para mandar a sintetizar partidores. Se observa la ausencia de
SNPs en hembras y presencia en machos

Dado la ausencia de un genoma de D. eleginoides se realiz6 un BLASTx de Iso
RAD_kmers contra el genoma de un pez cercano, Nothothenia corriceps. El analisis
identifico un fragmento de la proteina fosfatidilinositol 4 fosfato 5 kinasa (PI4P5K). El
resultado obtenido fue la enzima perteneciente al género de peces de hielo de bacalao
(cod) nativos del Océano Austral y otras aguas alrededor de la Antartida con una identidad
del 100% con un query cover de 72%. Con esta secuencia se determiné la sintesis de
primers que flanqueran el amplicon y mediante RFLP se determiné la presencia o ausencia
del SNP involucrado en el sexo el cual daba un patron particular debido al sitio de corte de
la enzima Alul (5°-AG/CT-3’) en donde hay un cambio del tercer nucle6tido del sitio de la
enzima de restriccion. Donde C/C es para hembra y C/T es para macho (figura 3).

Figura 3. Gel de poliacrilamida al 12%. Carril 1 amplicén de hembra sin digerir. Carril 2
amplicon de hembra digerido con Alul. Carril 3 amplicén de macho sin digerir. Carril 4 amplicon
de macho digerido con Alul. Carril 5 estandar low range.
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Para la confirmaciéon de la secuencia donde se encontraba el SNP se realizd la
secuenciéon Sanger arrojando el polimorfismo para el caso de los machos (Figura 4).

Al_{2_20181026_161305.ab1

2000
1500
1000 3|

5004 |

Figura. 4. Electroferograma de secuenciacion de fragmento amplificado. La letra Y indica el
SNP que puede ser T/C.

Para una deteccion y diagnostico mas rapido se implementé la técnica de SNaPshot.
El Sistema Multiplex SNaPshot® de ThermoFisher USA, el cual es un método basado
en la extension de cebadores desarrollado para el analisis de polimorfismos de un solo
nucleo6tido (SNP); el cual confirm6 la presencia de heterocigocidad en el caso de los
machos y homocigocidad en el caso de las hembras (Figura 5).
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Figura 5. Andlisis de SNaPshot. Figura de arriba corresponde a una hembra de D. eleginoides y
la figura de abajo a un macho. Se puede observar que en la hembra hay un solo pico versus el
macho presenta dos picos, dado al polimorfismo.
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41 DISCUSION

El uso de biomarcadores para la industria acuicola para la optimizacion de la
produccion de peces ha sido fuertemente explotado(Wang et al., 2019;Araneda et al.,
2017; X. Li et al., 2020; Mojekwu & Anumudu, 2013). La obtencién y comprobacion de 11
biomarcadores de tipo SSR no codificantes en D. eleginoides ha sido un logro importante
para la futura industria del bacalao de profundidad. Este trabajo, es el primer estudio
en el que se utiliza tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento para desarrollar 22
marcadores genéticos (SSRs) en D. eleginoides los cuales se comprobaron con un variado
set de muestras. Estos resultados permitiran realizar analisis de poblacion y certificacion
de crianzas de estos peces, evitando la endogamia en su cultivo de forma rapida y fiable,
obtener informacién suficiente de un individuo o grupo de individuos para llevar a cabo
andlisis de poblaciones, o establecer relaciones de parentesco con gran precision. Ademas,
este método es Util en la caracterizacion genética de poblaciones naturales o cultivadas,
asi como en la reconstruccion del pedigri a partir de muestras. Esta informacidén permite
controlar e incluso mejorar las caracteristicas de los stocks reproductores de D. eleginoides.

La obtencién de un biomarcador (SNP) para la deteccién de sexo es uno de los
procesos mas utilizados en el comienzo de la explotacion de un recurso aquicola (LIU et
al., 2018)which have a long juvenility period that can lasts for 4-5years. In this study, we
found one sex-specific marker by next-generation sequencing together with bioinformatics
analysis in bighead carp. The male-specific markers were used to perform molecular sexing
in the progenies of artificial gynogenetic diploids and found all progenies (n=160. En la
actualidad, la poca informacion genémica de D. eleginoides solo ha permitido usar rasgos
morfomeétricos para la identificacion y desarrollo de esta especie (REYES et al., 2012). La
generacion de esta marcador de sexo temprano de de D. eleginoides es un paso crucial
para el mejor manejo de los peces en acuicultura. Hasta el minuto solamente se ha podido
diagnosticar mediante imagenologia ultrasénica (ecografias) cuando el pez ya este maduro
que es alrededor de los 10 afios.

Una de las etapas fundamentales para la obtencion de este método de cultivo,
es la estimacion del estadio de madurez reproductiva, asi como la determinacion de la
proporcion de sexo en las poblaciones de D. eleginoides. Para ello, es crucial identificar
tempranamente el sexo de los individuos, pues podria haber diferencias importantes
asociadas al sexo en parametros tales como mortalidad, crecimiento y patrones de
migracion de las poblaciones piscicolas. Asi, estas diferencias pueden ser decisivas en la
determinacion del éxito reproductor de dichas poblaciones como se ha documentado en
otros estudios en acuicultura (WANG; SHEN, 2018).

Ademas, la identificacion temprana de sexo permite la opcion de optimizar el
desarrollo y crecimiento de cada género, permitiendo, de esta manera, optimizar las
condiciones necesarias para cada sexo, controlando y mejorando stocks tanto para futuros

reproductores como ejemplares para su venta.
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51 CONCLUSIONES

Primer estudio en el que se utiliza tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento
para desarrollar 22 marcadores genéticos (SSRs). Estos seran utiles en futuros estudios
sobre conservacion, pesquerias, certificacion de crianzas, reconstruccion de pedigri y
genética de poblaciones de esta especie. Ademas se logrd obtener un biomarcador (SNP)
de deteccidn de sexo, el cual permitira identificar de manera tempranael sexo, paso crucial
para el mejor manejo de los peces en acuicultura, por el largo tiempo de maduracién sexual
que presenta esta especie.
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