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RESUMEN: Esta investigacion describe la variacién fenotipica de Oreochromis niloticus
en las generaciones F1 y del retrocruce con machos progenitores YY, enfocandose
en el color del cuerpo y el porcentaje de reversiéon sexual natural. La generacion F1
Zulita Prieto-Lara' X deriva de machos rojos YY y hembras grises XX, mientras que el retrocruce involucra
https://orcid.org/0000-0002-9782-1782 neohembras XY de F1 con machos rojos YY. Para evaluar el color del cuerpo, se
establecieron rangos de porcentaje de manchas grises: 0-5%, 6-30%, 31-50% Yy
51-100%. La reversion sexual se estimo6 observando el sexo fenotipico y utilizando
1D L marcadores SCAR-PCR ligados a los cromosomas sexuales Y y X para la confirmacién
epartamento de Ciencias Biolégicas, Facultad .. K .
de Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional de del sexo cromosémico. El color del cuerpo fue rojo en ambas generaciones, con menos
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la F1y en el retrocruce debido a la reversion sexual natural, con porcentajes de 5.33
+2.31% en F1 y 9.33 + 1.15% en el retrocruce. La identificacién de neohembras XY
y YY, confirmadas con SCAR-PCR, permite una estrategia efectiva para aumentar la
produccién de machos YY, de importancia en la mejora de la genética del plantel de
reproductores de O. niloticus.
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ABSTRACT: This research describes the phenotypic variation of Oreochromis niloticus
in the F1 generations and backcrossing with YY parent males, focusing on body color
and the percentage of natural sexual reversal. The F1 generation derives from red
YY males and XX grey females, while backcrossing involves XY neofemales from F1
with red YY males. To evaluate the color of the body, ranges of percentage of gray
spots were established: 0-5%, 6-30%, 31-50% and 51-100%. Sex reversal was estimated
by observing phenotypic sex and using SCAR-PCR markers linked to the Y and X sex
chromosomes for confirmation of chromosomal sex. The body colour was red in both
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INTRODUCCION

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una especie
ampliamente cultivada enla acuicultura mundial y se distingue
por su capacidad para alterar su sexo fenotipico en respuesta
a cambios ambientales, particularmente a cambios en la
temperatura. Este fendmeno ha generado un interés en la
industria acuicola, ya que los machos de tilapia son preferidos
debido a su rapido crecimiento y mayor eficiencia en la
produccién de carne (Rodriguez et al., 2018). Para garantizar
poblaciones de machos, se han desarrollado diversas
técnicas, siendo una de las mas comunes la administracién de
hormonas androgénicas, como la 17 alfa-metiltestosterona,
durante el periodo critico de diferenciacién sexual (Celik et
al., 2011; Snake et al., 2020). Sin embargo, el uso de estas
hormonas ha suscitado preocupaciones ambientales debido
a la contaminacion del agua y los posibles efectos adversos
en las poblaciones de peces silvestres (Botero et al., 2011).

En respuesta a estos desafios, se ha implementado la
tecnologia YY, que permite la producciéon de machos XY a
través del cruce de machos YY con hembras XX, sin necesidad
de utilizar hormonas exégenas. Este método no solo garantiza
poblaciones monosexuales de machos, sino que también
minimiza los riesgos ambientales asociados (Mair et al., 1997).
No obstante, se ha observado que la reversién sexual natural,
influenciada por la temperatura, sigue siendo un problema
presente en O. niloticus, con tasas de reversion que pueden
variar dependiendo de las condiciones ambientales y la
generacién de los peces (Tessema et al., 2006).

En teoria, la descendencia de los cruces entre neohembras
XY y machos XY deberian resultar en una proporcién de 75%
de machos, sin embargo, se han reportado variaciones en el
porcentaje de machos de 69% al 91%, posiblemente debido
a la temperatura alta del agua durante la cria en la etapa
de alevines Alcantar et al. (2014). En el cruce de machos YY
y hembras XX, la proporciéon de machos varié entre el 88%
al 93%, porcentajes diferentes a lo esperado (Alcantar et al.,
2019). La presencia en un alto porcentaje de hembras puede
generar una produccion no rentable.

Otro factor no deseado lo constituye la presencia de
manchas en el cuerpo de tilapia roja, cuya expresién esta
asociado al genotipo (Irion & Nusslein-Volhard, 2019; Wang
etal.,, 2021). La presencia de pigmentos en la piel de los peces
estad determinada principalmente por cromatéforos (Parichy,
2021, Kimura et al. 2014). Los peces teledsteos poseen seis
tipos de cromatéforos, que incluyen melanocitos (negro,
marrén oscuro), xantéforos (amarillo), eritréforos (rojo/
naranja), iridéforos (reflectantes), leucéforos (blancos) y
cianéforos (azules) (Zhu et al., 2016; Wang, 2020; Wang et al.
2021). Los patrones de coloracion en Tilapia incluyen rosa/
rojo completo, rosa con manchas negras dispersas y rosa con
manchas rojas dispersas (Zhu et al., 2016; Castillo, 2006).

Al realizar un cruzamiento dirigido entre machos rojos YY
y hembras grises XX, se obtuvo una progenie F1 con tonalidad
roja y variacién en el patrén de manchas, posteriormente,
al cruzar machos F1 con neohembras F1, la generacion F2
resultante mostré6 una amplia gama de tonalidades, que
varié desde un fenotipo rojo con manchas reducidas hasta
un fenotipo completamente gris (Prieto et al., 2016).
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Adicionalmente a los perfiles de coloracién condicionados
por el componente genético, se suma las multiples funciones
adaptativas, incluyendo la termorregulacién, el camuflaje,
la comunicacion social, el apareamiento selectivo (Zhu et
al., 2016). Los cambios en coloracién del cuerpo, producida
por cambios en el color de fondo de los tanques de crianza
(Merighe et al., 2004), variaciones en la temperatura e
iluminacion (Zhu et al., 2016; Wang et al., 2020), segun la etapa
reproductiva (FAO, 2009) y variaciones en la alimentacion
(Tuan et al., 2024).

Dada la importancia de obtener progenies que incluyan,
por un lado, individuos YY con nuevos arreglos genéticos vy,
por otro, ejemplares con un menor nimero de manchas, es
fundamental realizar una primera aproximacién para conocer
la frecuencia de reversion sexual que ocurre de manera
natural en un entorno determinado, asi como la magnitud
de la variacion fenotipica en las progenies de cruzamientos
dirigidos. En este contexto, el objetivo de la presente
investigacion fue determinar el porcentaje de reversion
sexual y la variacién en la presencia de manchas grises en
el cuerpo en la generacién F1y en la progenie resultante del
cruce entre neohembras XY (F1) y machos rojos YY.

MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

Se utilizaron individuos de Oreochromis niloticus de 12
meses de edad, provenientes del Centro Experimental de
Genética de la Facultad de Biologia de la Universidad Nacional
de Trujillo, como progenitores para los cruzamientos. Las
hembras progenitoras (P1) presentaban un fenotipo gris con
bandas dorsales oscuras y cromosomas XX, mientras que los
machos YY exhibian un fenotipo rojo (Fig. 1).

2. Obtencion de las generaciones F1y retrocruce

Se realizaron cruces entre machos rojos YY y hembras
grises XX de O. niloticus, genéticamente comprobadas, en
una proporciéon de 1 macho y 5 hembras por tanque de
crianza, generando la progenie F1. Esta progenie fue criada
hasta alcanzar la madurez sexual, momento en el cual se
identificaron las neohembras mediante la visualizaciéon de
visual de las papilas genitales y la presencia de ovas, ante
una leve presién. Las neohembras identificadas fueron
colocadas en tanques de crianza con machos YY fenotipo rojo
(progenitores P1) para obtener la progenie del retrocruce.

3. Toma de datos

Color de cuerpo y porcentaje de manchas

Se definieron los rangos para la cantidad de manchas
grises en el cuerpo de los individuos, clasificados en: 0-5%,
6-30%, 31-50% y 51-100%. Estos rangos se establecieron
mediante el calculo del drea total del cuerpo y la suma de
las areas de las manchas grises en cada pez. Utilizando el
software Image), se estimaron los porcentajes de manchas
grises en relacién con el area total del cuerpo de cada
individuo.
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Porcentaje de reversion sexual natural

Se identific el sexo mediante la observacion visual de
las papilas genitales en los peces de la F1 y del retrocruce,
diferenciando claramente entre hembras (papilas mas cortas
y redondeadas) y machos (papilas alargadas y puntiagudas).

Posteriormente, se realizé la identificacion molecular del
sexo cromosomico utilizando el método modificado descrito
por Arqueros et al. (2017). Para esto, se extrajeron 15 mg de
la aleta caudal, las muestras fueron almacenadas a -20°C por
una hora. Las muestras se enjuagaron tres veces con agua
destilada y alcohol al 70%, luego se secaron y rotularon. Se
colocaron las muestras en tubos de microcentrifuga de 1.5
ml con 800 pl de buffer de digestién (10 mM TRIS-HCL pH
8.0; 25 mM EDTA pH 8.0; 20 mM NacCl; 2% SDS; Triton 0.5%;
PVP 2%; mercaptoetanol 1%; 7 pl de proteinasa K 20 mg/
mL), previamente refrigerado por 20 minutos, siguiendo el
protocolo descrito por Arqueros et al. (2017), Cawthorn et al.
(2011), Aljanabi & Martinez (1997) y Kunhareang et al. (2010).

Las muestras reposaron por 5 minutos y se incubaron
a 55°C durante una hora, agitdndolas cada 10 minutos.
Posteriormente, se centrifugaron a 14,500 rpm durante 5
minutos. Se afladié 100 pl de NaCl 5M, se homogenizé, y se
agregd 300 pl de cloroformo frio. Después se transfirieron
400 pl del sobrenadante a un nuevo tubo, se afiadieron 400
pl de isopropanol y se incub6 a -20 °C por 20 minutos. Luego
se centrifugd por 10 minutos y se descarto el sobrenadante.
El pellet se lavo con 400 pl de etanol frio y se centrifugd por 8
minutos, se descarté el etanol y se dejé secar el pellet a 30°C
por 30 minutos. Finalmente, el pellet se resuspendié en 80 pl
de agua libre de ARNasa (DEPC) y se almacené a -20°C.

Se realizd una PCR convencional utilizando marcadores
SCAR como indicadores del sexo genético, siguiendo los
estudios de Sun et al. (2014) y Arqueros et al. (2017). Los
cebadores utilizados fueron:

-SCAR-5F-X (CTGGTTTGCAATAGTTAGGGTGCT)
-Marker-5R (CAGAAATGTAGACGCCCAGGTAT()
-SCAR-5R-Y (TTACAGCACCCAGAGTCAT)
-Marker-5F (TAAATTAATGACATTTCAGTTATG)

Para la preparaciéon del master mix de cada muestra se
us6: 5 pL de 5x Green or Colorless Go Taq Reaction Buffer
(PROMEGA), 0.5 pL de PCR Nucleotide Mix 10 mM, 2 pL de
primer forwardy reverse pM, 0.13 yL de TagDNA Polymerase,
10.38 pL de agua DEPCy 5 pL de ADN.

El termociclador Applied Biosystem Veriti de 96 pocillos
de 0.1 mL se programé con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto; hibridacion de SCAR-
5F/5R-Y a 55 °C por 30 segundos y de SCAR-5F-X/5R a 53
°C por 30 segundos, control positivo B-actin a 61 °C por 30
segundos; extension a 72 °C por 1 minuto; y una extensién
final a 72 °C por 5 minutos (Arqueros et al., 2017).

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 1.5 %, tefiidos con 4 pL de SYBR Safe
DNA Gel Stain, y se observaron las bandas resultantes en
el fotodocumentador de geles ChemiDoc XR+ System. La
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presencia o ausencia de amplificacién, determinada por los
marcadores SCAR utilizados, permitié identificar la presencia
de los cromosomas X e Y en los individuos.

Tanto en la progenie F1 como en la progenie del retrocruce
entre neohembras F1 y machos YY de fenotipo rojo, se
realizaron muestreos para obtener datos sobre la reversion
sexual. En ambas generaciones, el sexo genético corresponde
a machos, por lo que la presencia de una hembra es un claro
indicador de reversién sexual de manera natural.

4. Analisis estadisticos

Se utiliz6 el analisis de varianza (ANOVA) para comparar
los porcentajes de manchas grises en los peces, clasificados
en los rangos de 0-5%, 6-30%, 31-50% y 51-100%. Los
datos sobre el porcentaje de reversién sexual natural en
las generaciones F1 y retrocruce se analizaron mediante la
prueba t de Student, con un nivel de significancia de a=0.05.
Todas las pruebas estadisticas se procesaron utilizando el
software Origin Pro 2020.

RESULTADOS

La descendencia F1 mostro un  fenotipo
predominantemente rojo, con tonalidades que varian desde
el rojo pardo hasta el rojo intenso, e incluyeron manchas
en diversos porcentajes, segun los rangos establecidos (Fig.
1). En cuanto, a la descendencia resultante del retrocruce
mostré un fenotipo predominantemente rojo y una cantidad
significativamente menor de manchas (p < 0.05) (Tabla 1).

La reversién sexual natural de machos a hembras se
evidencia en ambas generaciones, F1 y retrocruce, siendo
significativamente mas frecuente en la generacion de
retrocruce. Los datos presentados en la Tabla 2 indican que
el porcentaje de reversién sexual en la generaciéon F1 fue de
5.33 + 2.31%, mientras que en la generacién de retrocruce
alcanzé el 9.33 + 1.15% (p<0.05).

A partir de los analisis de PCR realizados en muestras de
ADN de O. niloticus provenientes de hembras, se identifico
una hembra revertida con genotipo YY. En la Figura 2,
se observa la presencia de bandas que corresponden al
marcador PCR-SCAR-5F/R-Y asociado al cromosoma Y, con un
tamafo de 285.8 bp, y con el marcador PCR-SCAR-5R/F-X, al
cromosoma X, con un tamafio de 886.0 bp. En la neohembra
YY, se detecta Unicamente una banda correspondiente al
cromosomaY, pero ausente con el marcador para el X(Carriles
1y 4). Por otro lado, en la neohembra XY se aprecia bandas
correspondientes a ambos cromosomas, Y y X (Carriles 2 y
5). En contraste, en el individuo XX, se confirma la ausencia
de la banda asociada al cromosoma Y, mientras que la banda
asociada al cromosoma X esta presente, como se observa en
los carriles 3y 6.
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Tabla 1. Porcentaje de manchas grises en el cuerpo de O. niloticus en poblaciones F1 y generacion del retrocruce de machos
YY x hembras F1, procedentes del Centro Experimental de Genética de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de Truijillo.

Rango de manchas en el

cuerpo

0-5%
6-30%
31-50%
51-100%

*p<0.05

Generacion F1

(Rojo)

%

1.6 +1.97
4933 +4.44
40.64 +3.18

843 +345

Generacion del retrocruce de
machos YY (Rojo) x hembras
Fl{Rojo)

%

3844 +7.61
30.67 £ 3.64
27.13 +6.31
3.76 £1.22

Figura 1. Hembras y Machos de Oreochromis niloticus en las generaciones P1, F1 y F2. A) Hembra XX, B) Macho YY, C) Hembra

XY, D) Macho XY, E) Hembra YY, F) Macho XX.
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Tabla 2. Porcentaje de reversion sexual natural a hembras en las poblaciones F1 y retrocruce de O. niloticus

n=50 individuos por repeticion
Cantided Cantidod
Generociones Repeticiones de de R % ” H;‘:;:"
Hembras Machos
Rl 2 48 4
F1 R2 4 46 8 533+231
R3 2 48 4
Kl 4 46 8
Retrocruce R2 3 45 10 9.33+1.15
R3 5 45 i}
¥ £ 5D: Promedio + Desviacion estandar
*p=.05

SCAR-PCR.Y SCAR-PCR-X
M 12 34567

«886.0 pb

2858 pb o 0 TEN L :
o -

Fig 2. Productos PCR-SCAR-5F/R-Y y PCR-SCAR-5R/F-X en muestras de ADN de Oreochromis niloticus. M: Marcador de fragmentos
pb. Carriles 1y 4: Neo hembra YY, carriles 2 y 5: neohembra XY, carriles 3y 6: hembra XX, carril 7: Control negativo.
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DISCUSION

Al cruzar machos rojos (YY) con hembras grises (XX),
la generacion resultante presentd un fenotipo rojo con
variaciones en la intensidad del color, que oscil6 entre rojo
intenso y rosado, y presencia de manchas grises dispersas;
resultados que coinciden con lo reportado por Prieto et al.
(2016) para la generacién F1, indicando que el color rojo
del cuerpo se comporta como dominante y la presencia de
variacion en las tonalidades desde el fenotipo rojo hasta el
fenotipo gris, indica que es un caracter poligénico o epistatico
con la participacion de mas de dos loci.

En el retrocruce entre neohembras rojas (XY) y machos
rojos (YY), se observé una reduccién significativa en el
porcentaje de manchas, que descendi6é hasta un 37% de la
poblacién. Este fendmeno es consistente con los resultados
de Kuo (1988), quien, a través de cruces selectivos en O.
niloticus, logré desarrollar un linaje en el que las manchas
grises disminuyeron hasta un 80%. Estos hallazgos indican
queelretrocruceyloscruces selectivos pueden ser estrategias
efectivas para reducir la expresion de caracteristicas
fenotipicas no deseadas. Los genes responsables de
la pigmentacion en O. niloticus incluyen melanéforos vy
xantoforos (Wang et al., 2021). Los perfiles de expresiéon de
genes candidatos, como sLc7a11 (Wang et al., 2019) y mc1r
(Wang et al., 2022), indican su participacion en el proceso de
pigmentacién de la piel en O. niloticus rojo.

Ademas de los factores genéticos, los efectos ambientales
desempefian un papel crucial en la diferenciacién del color
rojo y en la cantidad de manchas en O. niloticus. Wang et
al. (2018) demostraron que una dieta rica en carotenoides
incrementa tanto el contenido de melanina como la actividad
de tirosinasa en la piel dorsal y ventral de estos peces. Por
otro lado, Tuan et al. (2024) destacan la capacidad de estos
peces para absorber diversos carotenoides de su dieta.
También se ha observado que la variacién en el color de
fondo es un factor relevante (McLean, 2021).

Asimismo, un aspecto crucial en los peces es la tasa de
crecimiento, especialmente relevante en la industria acuicola
(Campos et al.,2023). Para lograr una produccién rentable
de Oreochromis niloticus, es fundamental la reversion sexual
con el fin de obtener poblaciones monosexo masculinas
(Arboleda, 2005), debido a que los machos muestran una tasa
de crecimiento superior en comparacién con las hembras.
En este contexto, se recurre al uso de andrégenos, como la
hormona 17a-metil testosterona, mediante la cual, segun la
investigacion de Asad et al. (2024), de 20 especimenes de O.
niloticus tratados con dicha hormona, se logré que el 85 %
fueran machos. Sin embargo, persiste un 15% de hembras,
una diferencia notable respecto a la tecnologia YY, con la cual
se asegura una descendencia exclusivamente masculina (XY)
(Jiang et al., 2020; Sun et al., 2014; Mair et al., 1997).

De manera natural, la determinacién del sexo en los peces
teleésteos puede estar influenciada por diversos factores
como la temperatura (Baroiller et al., 1995; Alba et al., 2023),
pH (Mayra & Marafion, 2017), salinidad (Saillant et al., 2003)
y densidad; como sucede en O. niloticus, donde la variacion
de la temperatura en las etapas iniciales de su crecimiento
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genera cambios en el sexo fenotipico funcionales (Nivelle et
al., 2019). Estudios en esta especie indican que la reversién
sexual de hembras hacia machos, puede desencadenarse
por el aumento de la temperatura a 36°C (Alba, 2023). En
lo que respecta a la reversion sexual hacia hembras se ha
reportado que, en tratamientos combinados de estrégenos
con temperaturas de 36°C, se produce una alta tasa de
feminizacién, lo cual podria deberse a la mejor asimilacion de
la hormona en temperaturas altas (Taslima et al. 2023).

De acuerdo a la investigacion realizada, en la generacion
F1y del retrocruce entre las hembras F1 (XY) y los machos P1
(YY) en O. niloticus se evidenciaron la presencia de hembras,
dando los siguientes porcentajes de reversion sexual natural:
en F1 de 5.33 £+ 2.31 % y en el retrocruce de 9.33 = 1.15 %,
resultados que corresponden también a primeros hallazgos
sobre reversion sexual natural a hembras. Estos resultados
serian indicadores que habria mayor sensibilidad a los
cambios de reversion asociado al fenotipo rojo YY.

La determinacién del sexo en O. niloticus sigue el sistema
XY para los machos y XX para las hembras. En condiciones
naturales de cruce, la descendencia consiste en machos XY
y hembras XX (Mair et al., 1991). Sin embargo, mediante el
manejo inducido por hormonas, se ha logrado obtener
machos YY funcionales en O. niloticus. Esto significa que al
cruzar machos YY con hembras XX, se obtiene una generacion
con la presencia de machos XY y hembras con una variacién
en el porcentaje de reversién sexual natural. Ademas, al
realizar retrocruces de estas neohembras con machos YY, se
generan generaciones con combinaciones XY/YY.

En el contexto de la determinacion del sexo mediante
la aplicacién de temperaturas diferentes en O. niloticus, se
observan resultados variables en cuanto al porcentaje de
reversion de hembras a machos. Se han documentado tasas
del 5% (Wang et al., 2019), 37% (Habibah et al., 2021) y mas
del 74% (Sun et al.,, 2018). Estas variantes podrian deberse,
en primer lugar, a la expresién diferencial de enzimas
determinantes del sexo. Se ha reportado que, durante
los primeros 5 dias en la etapa de alevines, las génadas
XX expresan enzimas esteroidogénicas, mientras que en
las gbnadas XY durante la misma etapa, no se expresan ni
estrégenos ni andrégenos (Tao et al., 2013). Adicionalmente,
sesumalainfluenciade las condiciones de criaylasensibilidad
de los reproductores a los cambios de sexo durante la fase de
determinaciéon del mismo (Taslima et al., 2023).

El uso de marcadores SCAR-PCR (Secuencias Amplificadas
Caracterizadas por Polimorfismos) es una técnica genética
de alta precision que permite identificar el genotipo de los
individuos. En este caso, se ha identificado con éxito a las
neohembras XY y YY dentro de la poblacién de O. niloticus.
Estos individuos son de gran interés en programas de cria
selectiva, ya que las neohembras YY son especialmente
valiosas para generar machos YY en generaciones posteriores.
La utilizacion de neohembras XY y YV, identificadas mediante
SCAR-PCR, permite una estrategia efectiva para aumentar la
produccién de machos YY, manteniendo o incluso mejorando
la calidad genética del plantel reproductor de O. niloticus.
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CONCLUSIONES

Se concluye que la generacion F1 de los peces de
Oreochromis niloticus presentan coloraciéon de cuerpo roja
con mayor magnitud de manchas grises en comparacion de
la generacion del retrocruce de neohembras XY con machos
YY.

Los porcentajes de reversién sexual natural de machos a
hembras de O. niloticus fueron mayores en la poblacién del
retrocruce (hembras F1 x machos YY) que en la generacion
F1.

Se identificaron a neohembras XY y YY en O. niloticus
usando los marcadores SCAR-PCR,
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