NN

|

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

Biotempo, 2025, vol. 22 (1), XX-XX.

DOI: https://doi.org/10.31381/biotempo.v22i1.7308

Este articulo es publicado por la revista Biotempo de la Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad Ricardo Palma, Lima, Peru. Este es
un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de la licencia Creative Commons Atribucion 4.0 Internacional (CC BY 4.0)
[https:// creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cualquier medio, siempre que la
obra original sea debidamente citada de su fuente original.

@ o

ORIGINAL ARTICLE / ARTICULO ORIGINAL

REPORT OF THE VARIABILITY OF THE SEQUENCE OF THE KITLG A
RECEPTOR GENE ASSOCIATED WITH PIGMENTATION IN
MIKROGEOPHAGUS RAMIREZI (MYERS & HARRY, 1948) (PERCIFORMES:
CICHLIDAE)

REPORTE DE LA VARIABILIDAD DE LA SECUENCIA DEL GEN DEL
RECEPTOR KITLG A ASOCIADO A LA PIGMENTACION EN
MIKROGEOPHAGUS RAMIREZI (MYERS & HARRY, 1948) (PERCIFORMES:
CICHLIDAE)

Carlos Scotto-Espinoza'; Catalina Diaz-Cachay?; Betty Gamero-Collado?; Paul
Baltazar* & Andrea Huatuco’

'Laboratorio de Mejora Genética & Reproduccion Animal. Facultad de Ciencias
Naturales y Matematica. Universidad Nacional Federico Villarreal. Jiron Rio Chepén
s/n. El Agustino. Lima, Peru. E-mail: cscotto@unfv.edu.pe
2Laboratorio de Acuaristica. Facultad de Oceanografia, Pesqueria, Ciencias
Alimentarias y Acuicultura. Universidad Nacional Federico Villarreal. Calle Roma
350. Miraflores. Lima, Peru. E-mail: cdiaz@unfv.edu.pe; cattydiaz@hotmail.com
3Laboratorio de Genética Aplicada. Facultad de Oceanografia, Pesqueria, Ciencias
Alimentarias y Acuicultura. Universidad Nacional Federico Villarreal. Calle Roma



30
31
32
33
34
35
36

37
38
39
40
41

42
43
44
45

46
47
48
49

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

340. Miraflores. Lima, Peru. Email: bgamero@unfv.edu.pe;
bettygamero@gmail.com

4Laboratorio de Investigacion en Cultivos Marinos (LICMA), Direccion General de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion, Universidad Cientifica del Sur, Av. Genaro
Medrano N° 486, San Andrés-Pisco, Peru. E-mail: pbaltazar@cientifica.edu.pe
*Corresponding author: cscotto@unfv.edu.pe

Titulillo: kitlg a receptor gene associated with pigmentation in Mikrogeophagus
ramirezi

Scotto et al.

Carlos Scotto-Espinoza: “+ https://orcid.org/0000-0003-1592-0419
Catalina Diaz-Cachay: " https://orcid.org/0000-0003-1981-5616
Betty Gamero-Collado: = https://orcid.org/0000-0002-6008-423X
Paul Baltazar: “~"https://orcid.org/0000-0003-4071-4772

Andrea Huatuco: "+ https://orcid.org/0000-0001-5789-420X

ABSTRACT

Dwarf cichlids.cycles are very popular in cooking in Peru..However, the difference in
color of pigmentation due to its wide range of varieties of different species for future
genetic improvement by molecular selection limits its commercial development and
the genetic basis of the variation of pigmentation can also be ignored. In this study,
we followed the genus Kitlg a des varieties Velo and German Blue of the cyclid
Mikrogeophagus ramirezi (Myers & Harry, 1948). A following consensus was
generated of 176 pb which was used as a comparative reference with other
ornamental fish species reported where the similarity ratio (%) was: 25 with the
Cebra fish (Danio rerio Hamilton, 1822), 11.9 with the Goldfish (Carassius auratus,
(Linnaeus, 1758), 11.4 with the Espada (Xiphophorus helleri Heckel, 1848) and the
Platy (Xiphophorus maculatus Gunther, 1866) and 15.9 with the Guppy (Poecilia
reticulata Peters, 1860). These first results at the molecular level will facilitate a
better understanding of the mechanisms of color pigmentation differentiation in the

Mikrogeophagus genus.
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RESUMEN

Los ciclidos enanos son muy populares en la produccién acuicola en el Peru. Sin
embargo, la diferenciacion del color de la pigmentacion debido a su amplia gama de
variedades de las diferentes especies para un futuro mejoramiento genético por
seleccion molecular limita su desarrollo comercial pues aun se desconoce la base
genética de la variacién de la pigmentacion. En este estudio, se secuenci6 el gen
Kitlg a de dos variedades Velo y German Blue del ciclido Mikrogeophagus ramirezi
(Myers & Harry, 1948). Se generd una secuencia consenso de 176 pb que se
utilizaron como referencia comparativa con otras especies icticolas ornamentales
reportados donde el porcentaje de similitud (%) fueron de: 25 con el pez Cebra
(Danio rerio Hamilton, 1822), 11,9 con el Goldfish (Carassius auratus, Linnaeus,
1758), 11,4 con el pez Espada (Xiphophorus helleri Heckel, 1848).y el pez Platy
(Xiphophorus maculatus Gunther, 1866) y 15,9 con el pez Guppy (Poecilia reticulata
Peters, 1860). Estos primeros resultados a nivel‘molecular facilitaran una mejor
comprension de los mecanismos de la diferenciacion del color de la pigmentacion

en el género Mikrogeophagus.

Palabras claves: ciclido amazdnico — coloracidon — Kitlg — variabilidad genética

INTRODUCCION

El Peru es considerado como uno de los 12 paises megadiversos a nivel
global, los que en conjunto albergan el 70% de la diversidad biolégica del mundo.
De las 117 zonas de vida reconocidas en el mundo, 84 se encuentran en el Peru
con el primer lugar en diversidad de peces (Ley N° 26839, 1997). A nivel mundial,
la industria de los peces ornamentales es un negocio multimillonario que involucra
por lo menos a 125 paises y mas de 2 500 especies, de las cuales, 60% son de

agua dulce (Dey, 2016; Inocente-Julca, 2021).
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La composicidn taxonomica de los peces continentales del Peru esta
conformada por 1 064 especies: 393 Characiformes, 393 Siluriformes, 83
Gymnotiforme, 91 Perciformes, 56 Cyprinodontiformes, 11 Clupeiformes, 12
Myliobatiformes 6 Pleuronectiformes, 5 Beloniformes y ocho 6rdenes mas con 12
especies en total (IIAP, 2011; Ortega et al., 2012). Los peces ornamentales exoticos
introducidos al Peru provienen generalmente de paises africanos y asiaticos y
corresponden a los 6rdenes Cypriniformes, Perciformes, Cyprinodontiformes vy
Characiformes y a las familias Cyprinidae, Osphronemidae, Cichlidae, Poecilidae y
Characidae (Zafra et al. 2018; FishBase, 2024).

La variacion genética del grupo de peces neotropicales es extremadamente
alta a nivel genético molecular (Farias et al., 1999; Farias et al., 2000: Cal et al.,
2017; McLean, 2021). Existen diversos peces ornamentales. se encuentran
distribuidos por todo el mundo, destacandose principalmente por su belleza y
colorido los Sudamericanos, debido a la influencia delos factores medioambientales
de este continente por presentar una mayor diversidad en intensidad en tonos y
colores (Kullander, 1986; Lessa, 1992; Kasagi et al., 2020). Sin embargo, existe
poco conocimiento sobre la estructura genética de estas poblaciones icticas y de
sus variedades de diversas familias de peces ornamentales cultivadas o capturadas
en sus ambientes naturales. Muchas se encuentran en riesgo de desaparecer
puesto que estan sometidas a una considerable presion, debido a la sobrepesca,
sobrepoblacion humana, contaminacion de las fuentes de agua, deforestacion de
bosques y cambio climatico. Por tal razon, estas especies deben ser consideradas
para iniciar un programa de repoblacion en donde hace muchos afos era su habitat
natural (Kullander, 1998).

Los “ciclidos enanos” se encuentran distribuidos en casi toda Sudamérica,
ocupando diversos nichos ecoldgicos (Mesa & Lasso, 2011). Se considera que el
género Mikrogeophagus es el que posee mayor diversidad de los ciclidos
neotropicales, compuesta con alrededor de 94 especies formalmente descritas
(Harpaz & Padowicz, 2007; Estivals et al., 2020; GBIF Secretariat, 2023). Los
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patrones de color que desarrollan los ciclidos enanos son muy complejos puesto
que tienen relacion con su proceso evolutivo cumpliendo un rol importante en su
comportamiento reproductivo, territorial y camuflaje, como en la definicion del nicho
y habitat. Existiendo rasgos y patrones que se utilizan para diferenciarlos (Mesa &
Lasso, 2011).

Un grupo de investigadores procedentes de varias universidades (Miller et
al., 2007), publicaron sobre las piezas de la maquinaria genética de la coloracion en
peces. Para el estudio utilizaron al pez Gasterosteus aculeatus (Linnaeus, 1758)
para comenzar a entender la base genética de los cambios de los diferentes
patrones de pigmentacion y encontraron un gen llamado Kitlg asociado con la
herencia de la pigmentacion. Este gen permite la produccion de una proteina que
ayuda a mantener a los melanocitos. El Kitlg codifica receptores de factores de
crecimiento epidermal que es necesario para la migracion y sobrevivencia de los
precursores de melanocitos. Sus mutaciones o variantes (alelos) pueden afectar la
migracion de los melanocitos alterando el patrén de coloracion del animal. Asi
mismo, este gen en peces se presenta por duplicado a diferencia de los tetrapodos,
lo cual puede hacer variar la expresion fenotipica del patron cromatico (Miller et al.,
2007; Kottler et al., 2013).

Existen casi una docena de genes que estarian contribuyendo al patron
cromatico de los peces como son: SLC24A5, Mir, Tyrp1, Sox10, Mitf, Kitlg y Ednrb
(Basolo, 2006; Braasch, 2007; Irion' & Nusslein-Volhard, 2019).

Las variantes del gen Kitlg producen alteraciones de la pigmentacion en
animales. Se ha demostrado que las variantes de secuencia en Kitlg causan
hiperpigmentacion o hipopigmentacion (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2015). La
variante o alelo “a@” es la que esta mas asociada a la pigmentacion. El Kitlg controla
la proliferacion, migracion, diferenciacion y supervivencia de los receptores Kit que
se expresan en los melanocitos (Wehrle-Haller, 2003, Vissio et al., 2021). En los

peces mutantes del gen Kitlg a muestran una reduccion severa de melanoforos. En
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larvas y juveniles, los melanoforos estan casi completamente ausentes. Los peces
adultos muestran rayas longitudinales medianas que contienen solo el 15% del
numero normal de melandforos (Johnson et al., 1995; Parichy et al., 1999; Hultman
et al., 2007). Existen pocos reportes del gen Kitlg a en peces amazonicos (Scotto et
al., 2015; Scotto, 2021).

El mercado de peces ornamentales se valoré en 12 840 millones de ddlares
en el 2024, con un crecimiento previsto hasta los 20 880 millones de ddlares en
2032 (Global Growth Insights, 2025).

El Peru cuenta con diversos.grupos de peces ornamentales muy cotizados
dentro de la acuicultura ornamental. Destacandose por su belleza e intensidad de
diversos colores. Sin embargo, a pesar de que el pais es originario de mucha de
esta diversidad biologica. El comercio mundial de peces ornamentales involucra a
unos 125 paises de todo el mundo. Este total esta dominado (90%) por peces de
agua dulce, la mayoria de los cuales provienen de instalaciones de cria ubicadas
en paises en desarrollo, generalmente en Asia o América del Sur. Siendo los
ciclidos ornamentales una de las especies icticolas nativas mas comercializadas y
debe ser priorizada a futuro (Inocente-Julca, 2021; MINAM, 2021). De las 2 550
especies de peces amazonicas validas (Oberdorff et al., 2019), 980 ya fueron
registrados en el Peru. Muchos de ellos son especies de pequefio a mediano porte
que se caracterizan por poseer patrones de coloracion y morfologia llamativos que
atrae la atencién de los acuariologistas (Garcia-Davila et al., 2021). De esta manera
la riqueza genética existente en nuestro pais viene siendo aprovechada y explotada
por entidades extranjeras, las cuales iniciaron diversos estudios de mejoramiento
genético, seleccion y estudios de biodiversidad en diversas especies ornamentales
desde hace décadas. La gran diversidad y mercado de esta especie debe ser
aprovechada en aras de desarrollar mejoramiento genético a mediano y largo plazo
y empezar a exportar nuevas variedades como a preservar a las variedades ya
existentes. Las técnicas moleculares disponibles (Caso el PCR) como las

desarrolladas en el presente trabajo permitiran implementar rapidamente técnicas
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de caracterizacion molecular (Cornejo et al., 2014). Al poder obtenerse individuos
con mejores rasgos fenotipicos en cuanto al color corporal, utilizandose técnicas
moleculares que identifiquen genes de interés como es el caso de los genes de
colores (Gen Kitlg), se podria dar valor agregado a varias de nuestras especies
nativas ornamentales con alto potencial e incrementar las exportaciones con mayor
valor agregado. Asi mismo, se evitaria la erosion genética por su sobreexplotacion
al reproducirse en cautiverio e iniciar programas de mejoramiento genético para la

obtencién de lineas comerciales.

El presente trabajo tuvo como objetivo general ‘la amplificaciéon e
identificacion molecular del polimorfismo de la secuencia nucleotidica del gen del
receptor Kitlg a asociado a la pigmentacion en diversas especies ornamentales del
género Mikrogeophagus de interés comercial y que den las bases genético-
moleculares sobre las cuales se puedan iniciar diversos estudios referidos a la

potenciacion de la acuicultura ornamental peruana futura.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Mejora Genética y
Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica de la
Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV) en la ciudad de Lima.

Material biolégico

Se tomaron dos peces al azar de las variedades “Velo” y “German Blue” de
la especie Mikrogeophagus ramirezi (Myers & Harry, 1948) previamente
identificadas. Ambos especimenes fueron machos, de colores uniformes y
llamativos, los cuales se fotografiaron antes de su sacrificio por eutanasia a través

de la disminucion gradual de la temperatura.
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Cada espécimen de pez ciclido ornamental fue adquirido de acuarios de Lima
Metropoilitana los cuales fueron fotografiados antes de la extraccion de tejido y del
ADN.

Extracciéon de ADN de tejido muscular del pez

Para la estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN, se obtuvo
aproximadamente un centimetro del musculo de cada pez (Lopera-Barrero et al.,
2008). Se transfirio la porcion del musculo a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
y seguidamente se agrego 200 ul de tampon GST y 20 pl de la proteinasa K. Luego
se incub6 a 60 °C durante 30 min para la digestion del musculo. Luego de la
incubacion se realizé la centrifugacion durante dos minutos a 15 000g para la lisis
celular y cuidadosamente se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5-mL. Adicionando luego 200 ul de Buffer GSB y agitando
durante 10 seg. Se anadié 200 ul de etanol absoluto al lisado de la.muestra y se
mezclé nuevamente durante 10 segundos, colocando una columna GS en un tubo
de colecta de 2 mL para transferir toda la.mezcla a esta. La centrifugacion se realizé
a 15 000 g durante un min en una centrifuga refrigerada marca Centurién. Se
desecho el tubo de recogida de 2 mL que contenia el sobrenadante. A continuacion,
se transfirié la columna GS a un nuevo tubo de recogida de 2 mL, se afiadi6é 400 pl
de tampon W1 a'la columna GS y se centrifugd posteriormente a 15 000g durante
30 seg. El flujo sobrante se deseché y la columna GS se colocé nuevamente en el
tubo de recogida de 2'mL. Se anadio 600 ul de tampdn de lavado a la columna GS,
centrifugando nuevamente a 15 000 g durante 30 seg y se desecho el flujo sobrante.
La columna GS se colocé nuevamente en el tubo de recogida de 2 mL y se volvio a
centrifugar durante tres minutos para el secado de la columna. La columna GS seca
fue transferida a un tubo limpio de microcentrifuga y se afadié 100 ul de Buffer de
Disolucion precalentado dejando reposar durante al menos 3 min, finalmente se

centrifugo a 15 000g durante 30 seg para diluir el ADN purificado.

Disefo de Primers para el gen Kitlg a
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Para determinar la presencia del gen Kitlg se sintetizaron primers especificos
utilizandose el programa online Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (Untergasser et al., 2007), cuyas secuencias
disefiadas fueron las siguientes: Kitlg a Forward: 3'-CACAGTTGCTGCCTATTCCA-
5" y Kitlg a Reverse: 5-TGAATCCTCCAAACCAGGTC-3'.

Analisis molecular por PCR para la amplificacién del gen Kitlg a

La reaccidon de PCR se llevé a cabo utilizando la polimerasa ADN polimerasa
i-TagTM termoestable de 94KDa en un termaciclador MultiGene™ OptiMax Thermal
Cycler. Se preparé una mezcla o maestra Master mix Solution calculandose de
acuerdo al numero de muestras utilizadas. Luego se dispenso 5 yL de 2X PCR
Master mix Solution en tubos de PCR, seguidamente se agregoé la muestra de ADN
y los primers Forward y Reverse en los mismos tubos de PCR. El ADN gendmico
de cada muestra para cada especie utilizada fue de 1 pL. La cantidad apropiada de
primer Forward y Reverse fue de 0,5 uL en ambos casos. Se agrego 2 L de agua
libre de nucleasas en los tubos a un volumen total de 10 yL y se realizé una breve
centrifugacion en una centrifugadora refrigerada marca Centurién. Las fases y
condiciones del PCR se observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de PCR.

Etapa Temperatura Ciclos
Desnaturalizacion 95°C x 10 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C x 15 min 35 ciclos

Alineacion 62°C x 30 seg 1 ciclo
Extension 72°C x 10 min 1 ciclo
Conservacion 4°C x infinito 1 ciclo

Se corrieron los geles de agarosa al 1,5% durante 40 min a 70 V. Se utilizé
como marcador de peso molecular el GeneRuler 100 bp DNA Ladder by Thermo
Fisher Scientific y fueron visualizados bajo luz ultravioleta en un transiluminador de

la marca Cleaver Scientific. Los amplificados de Kitlg fueron purificados y enviados
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a secuenciar a la empresa Macrogen de Corea del Sur. Las secuencias Consenso
fueron obtenidas utilizandose el programa CLC Genomics Workbench (Version
3.6.5) (https://digitalinsights.qgiagen.com/) (Software CLC, 2024).

Analisis in silico de las variantes del gen de Kitlg a

Con la informacion molecular se busco la secuencia de consenso y se editd
las secuencias con el programa BioEdit. Luego se aline6 las secuencias con el
Programa Clustal X, por ultimo, se alined las secuencias nucleotidicas de las
variantes del gen Kitlg con el programa Mega X para obtener el arbol filogenético
comparativo con otras secuencias nucleotidicas de otras especies icticolas (Kumar
et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se colecto especimenes de dos variedades de M. ramirezi mostrados en la

Figura 1.

A

Figura 1. Dos variedades de peces macho de Mikrogeophagus ramirezi: A.
Variedad Velo. B. Variedad German Blue.
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En la Figura 2, se visualiza los resultados de las corridas electroforéticas para las
muestras de ADN extraidos de las dos variedades de M. ramirezi por duplicado. Se

obtuvo una banda unica amplificada de aproximadamente 21 000 pb que

demuestra que no hay degradacion del material genético.

pb

23130
9416
6557
4361

2222
2027

564

Figura 2. Corrida electroforética de las muestras de ADN extraidas (Banda
amplificada de 21 000 pb aproximadamente). Especimenes de peces: 1, 2 = Velo,
3, 4 = German Blue (M = Marcador de peso molecular fago lambda digerido con
Hind III).

En la Figura 3, se observa que las bandas del ADN amplificadas del gen Kitlg a

tuvieron un tamano aproximado entre 200 a 300 pb.
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Figura 3. Gel de amplificado de las variedades de peces Mikrogeophagus ramirezi:
1, 2 = Velo, 3, 4 = German Blue (M = Marcador de peso molecular de 100pb).

Se comparo las secuencias nucleotidicas consenso del gen Kitlg a de las variedades
“Velo” y “German Blue” del M. ramirezi con las secuencias nucleotidicas de otros
peces ornamentales existentes en el Genbank (2020abcd). Se utilizé el programa
Bioedit para alinear y eliminar los “Gaps” quedando_una secuencia consenso final

de 176 nucledtidos.

Con el programa MEGA se realiz6 el analisis filogenético. En la Figura 4, se observa
el arbol filogenético obtenido de la comparacion de las secuencias nucleotidicas del

gen de Kitlg a con las dos variedades de M. ramirezi.
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—— Danio rerio '&

Carassius auratus

——— Xiphophorus helleri ‘:

— Xiphophorus maculatus‘

Poecilia reticulata

—— Mikrogeophagus ramirezi
(Var. Velo)

—— Mikrogeophagus ramirezi ,ai'ﬂ_ I!

(Var. German Blue)

Figura 4. Arbol filogenético obtenido 'de las secuencias del gen Kitlg a de las
variedades de Mikrogeophagus ramirezi con otras especies de peces. De arriba
hacia abajo: Carassius auratus, Xiphophorus helleri, Xiphophorus maculatus vy
Poecilia reticulata.

DISCUSION

La coloracién de los peces, derivada de la seleccion y la adaptacion, es una
caracteristica destacada de notables méritos en acuicultura. Los peces poseen mas
tipos de células pigmentarias que cualquier otro vertebrado y constituyen un
excelente modelo para el estudio de los mecanismos que subyacen a la coloracion

y la pigmentacion de la piel, desde la genética molecular hasta la biologia de



331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361

14

sistemas. La mejora eficaz del color de la piel en peces ornamentales y de la
acuicultura ha sido durante mucho tiempo un objetivo prioritario en los programas

de cria selectiva (Luo ef al., 2021).

La coloracidn esta determinada principalmente por diversos pigmentos
sintetizados por cromatéforos o células pigmentarias. Una diversidad de células
pigmentarias, asociadas con una serie de factores celulares, nutricionales,
fisiologicos, genéticos y ambientales, hacen que la piel de los peces se pigmente en
un proceso bioldgico complicado. Hasta ahora, seis tipos de células pigmentarias,
incluidos los melanocitos (negro, oscuro marrén), xantoforos (amarillo), eritréforos
(rojo y naranja), iridéforos (reflectantes), leucoforos (blanco) y cianoforos (azul), se
han reportado en vertebrados (Barreiro-Docio et al., 2024). Los peces teledsteos,
que reflejan iridoforos, poseen los seis tipos de células pigmentarias (Kelsh, 2004).
Se ha reportado que docenas de genes estan involucrados en el proceso de
pigmentacién a través de la identificacion de las mutaciones. de pigmentacién, pero
los mecanismos moleculares del color de la pielde los peces es una de la menos
comprendida. Queda aun por investigar en el futuro. Como estos y otros genes de
pigmentacién “clasicos” se integran con las vias metabdlicas necesarias para el
fenotipo pigmentario final (Braasch et al., 2007; Parichy, 2006; Lewis et al., 2019;
Orteu & Jiggins, 2020).

Actualmente se dispone del genoma completo secuenciado del pez Espada
(Xiphophorus helleri Heckel, 1848) (Genbank, 2020d). También se tiene el genoma
completo del pez Cebra (Danio rerio Hamilton, 1822) donde esta la secuencia
nucleotidica del gen del Kitlg a del que sirvié para disefiar los primers para amplificar
el mencionado gen (Genbank, 2020a).

En cuanto al proceso de extraccion de ADN éste fue 6ptimo evidenciandose
s6lo una banda muy detallada para el proceso de amplificacion por PCR. Todas las
muestras dieron positivo para el gen Kitlg a con una secuencia de una longitud

aproximada entre 200 a 300pb muy semejante a lo reportado en el gen Kitlg a del
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pez Cebra en el Genbank con No. de acceso AY929068.1 (Figuras 1y 2). Lo cual
demostré un buen disefio de los primers para Kitlg a.

Asi mismo, se logro6 identificar la secuencia consenso del gen Kitlg a en dos
variedades del pez M. ramirezi no antes reportado (Figura 3). Se encontré6 mas
similitud entre las secuencias nucleotidicas conting del gen Kitlg a entre las dos
variedades del M. ramirezi (Velo y German Blue) con un valor de cerca de un 45,4%
comparado con la secuencia consenso del Kitlg a del pez Cebra que fue entre 25y
26% de similitud. Con respecto a otras especies analizadas el porcentaje de
similitud fueron de: 11,9% con Carassius auratus (Linnaeus, 1758), 11,4% con X.
helleri y Xiphophorus maculatus Gunther, 1866, y 15,9% con Poecilia reticulata
Peters, 1860 (Figura 4). Estos resultados evidenciaron la relacion evolutiva con
cierto grado de filogenia con el género Mikrogeophagus que pertenece a la familia
Cichlidae. Asi se obtuvo homologia con otras especies ornamentales dentro del
mismo clado como fueron el pez Cebra (D. rerio) y el Goldfish (C. auratus) de la
familia Cyprinidae que son peces modelo en la‘acuicultura ornamental. Ademas,
estuvieron en otro clado de la familia Poecilidae como fueron el pez Espada (X.
helleri) y«el pez Platy (X. maculatus). Previamente reportados por varios autores
(Pielberg et al., 2002; Basolo, 2006; Weich et al., 2020). Existe una mayor similitud
que guardan ambas variedades con el pez Guppy (P. reticulata). pudiendo guardar
mucha convergencia evolutiva entre ambas especies o deberse a la fuerte seleccion
artificial producto del mejoramiento genético del pez Guppy que ha dado lugar a un
gran numero de variedades. Lo cual podria ser muy parecido a lo obrado por la
seleccidn natural en el género Mikrogeophagus, aspecto que podria dar lugar a usar
el polimorfismo genético presente en las diferentes variedades de este pez y
emplearlo para futuros programas de mejoramiento genético a nivel del color o

pigmentacién de la piel de estos peces.

Estas investigaciones permitiran determinar los diferentes fenotipos del color en los
peces de genes especificos como el Kitlg a y ofrecen excelentes oportunidades para
estudiar y aprender de ejemplos individuales de algunas especies para inferir
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393 patrones generales respecto a la evolucibn de la pigmentacion en peces
394  ornamentales obtenidos por seleccion natural y artificial utilizados por la acuicultura
395 ahoray en el futuro.
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