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RESUMEN

El estrés alimentario o subalimentación de los peces afecta directamente al metabolismo ener-
gético, a la eficacia de utilización del alimento y, por tanto, a su productividad. Este efecto se puede
cuantificar de forma objetiva mediante comparaciones de expresión génica con respecto a aque-
llos peces que han sido alimentados a saciedad. Además, algunos de los genes expresados por los
peces subalimentados pueden usarse como genes candidatos para identificar estrés alimentario en
general. Para identificar estos genes se dividió un grupo de 60 tilapias Oreochromis niloticus (L., 1758)
en dos tratamientos (alimentado ad líbitum o con alimentación subóptima, durante 22 días) con
dos réplicas. Se utilizó la técnica de differential display en muestras de cerebro con 36 combinacio-
nes resultado de tres cebadores polyT de anclaje y 12 cebadores aleatorios. Se expresaron una
media de 25 bandas por pareja de cebadores y un total de 31 bandas expresadas diferencialmente,
se extrajeron, secuenciaron y anotaron con la ayuda de la información disponible en bases de datos
públicas. Algunas secuencias coinciden con genes cuya función es de unión a diferentes proteínas
y de regulación de la transcripción, y juegan un papel importante en la sinapsis. Es destacable el
gen ALOX5, que interviene en la producción de leucotrienos, importantes mediadores de proce-
sos inflamatorios. La identificación de los genes que corresponden a estas bandas aportará conoci-
miento sobre los mecanismos que intervienen en situaciones de estrés, tanto producidas por una
alimentación subóptima como por otras causas.
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ABSTRACT

Differential gene expression in tilapia Oreochromis niloticus (L., 1758) under feeding stress

Feeding stress or suboptimal feeding in fish can have a direct impact on their energy metabolism and feed
use efficiency, and thus on productivity. That impact can be quantified objectively by comparing the expres-
sion of genes between fish fed ad libitum and fish fed suboptimally. Moreover, some of the genes expressed in
animals fed suboptimally can also be used as candidate genes to identify feeding stress in general. To identify
some of those genes, a group of 60 tilapia Oreochromis niloticus (L., 1758) was divided into two batches
(fed ad libitum or suboptimally for 22 days) with two replicates. For this purpose, we carried out diffe-
rential display analysis in brain tissue samples using 36 combinations of 3 polyT anchoring primers and
12 random primers. An average of 25 bands was produced per primer pair, with 31 bands expressed dif-
ferentially which were excised from the gels, sequenced, and annotated with information available on
public databases. Some sequences matched genes with different binding activities, regulation of trans-
cription, and those playing a role in synapses. One of the most interesting findings was the ALOX5



gene, which plays a role in the production of lukotrienes, important mediators in inflammatory processes. The
identification of genes corresponding to those bands will provide more information about mechanisms that
play a role in stressful situations produced by suboptimal feeding, as well as other causes.

Keywords: Tilapia, gene expression, feeding, stress.
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INTRODUCCIÓN

La acuicultura moderna debe ser sostenible
y tener como objetivo el consenso de legisla-
dores, productores y consumidores sobre
aspectos éticos de producción (MAPA, 2001).
En países desarrollados, el crecimiento de la
acuicultura actual está condicionado por las
necesidades de harinas y aceites de pescado
(pues está basada en peces carnívoros) y por el
uso responsable del agua (Naylor et al., 2000;
Gewin, 2004). A nivel comercial, muchos pro-
ductores tratan de diversificarse, dirigiendo
sus esfuerzos hacia especies omnívoras
(Powell, 2003) como la tilapia Oreochromis nilo-
ticus (Linnaeus, 1758) (Bolivar, Mair y Fitzsim-
mons, 2004). Por otra parte, los consumidores
europeos demandan una mejor trazabilidad de
los productos, además de medidas para con-
trolar y mejorar el bienestar animal (Comisión
Europea, 2004). En este sentido, existe un
gran interés en encontrar indicadores plasmá-
ticos de estrés y en identificar genes candidatos
que ayuden a evaluar las condiciones de pro-
ducción (Gornati et al., 2004).

Históricamente, la producción animal inten-
taba aumentar la ingesta para aumentar el creci-
miento, pero no parece ser ésta la manera más
eficiente para la producción piscícola. Aumen-
tar la cantidad de alimento suministrado puede
aumentar la cantidad de pienso no consumido y
los índices de conversión, mientras empeora la
calidad del agua, la salud de los peces y el rendi-
miento del sistema (Jobling, 1998). Más específi-
camente, es importante optimizar el tipo y fre-
cuencia de alimentación para mejorar la utiliza-
ción del alimento. Por otro lado, el bajo nivel de
conocimiento en peces de los genes implicados
tanto en la respuesta al estrés como en las rutas
metabólicas activadas en función del tipo de
ración administrada, justifica establecer una
estrategia de estudio de expresión que abarque
un número elevado de genes.

En los últimos años se ha demostrado en sal-
mónidos una relación directa entre el estrés y la

expresión diferencial de genes que codifican las
proteínas implicadas en la homeostasis (por ej.
Pan et al., 2000). No obstante, hay pocos estudios
con peces omnívoros y poca información sobre
genes candidatos para describir el grado de
estrés que padecen bajo condiciones normales
en granja. Es importante buscar indicadores que
ayuden a evaluar las condiciones de producción
desde el punto de vista del animal (Gornati et al.,
2004).

McFarlane et al. (2004) han demostrado en
trucha que la subalimentación tiene efectos
directos sobre el bienestar animal, medido como
actividad muscular. Algunas especies de tilapia
aguantan niveles subóptimos de alimentación
(Macaranus et al., 1997), pero no se ha estudia-
do explícitamente el efecto de la subalimenta-
ción y el estrés. En los peces, en general, la esca-
sa disponibilidad de marcadores y el poco cono-
cimiento de los genes ha impedido llevar a cabo
estudios de expresión diferencial. Recientemen-
te, Krasnov et al. (2005) encontraron en truchas
varios genes activados o inactivados en secuen-
cias temporales, siendo éste uno de los escasos
ejemplos. Finalmente, aunque existen otros
estudios sobre la expresión de genes en tilapia
–por ejemplo la expresión de receptores celula-
res en diferentes salinidades (Feng et al., 2002)–,
no se han encontrado estudios sobre genes indi-
cadores de estrés en tilapia.

El objetivo de este trabajo es identificar los
genes que se expresan de forma diferencial en
respuesta al estrés generado por una subali-
mentación y relacionarlos con variables pro-
ductivas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Animales

Se utilizaron 60 tilapias O. niloticus, con un
peso medio de 111 g adquiridas de una pobla-
ción de reproductores de tilapia procedentes de
Valenciana de Acuicultura (Puzol, Valencia).



Todos los peces eran machos, ya que provienen
de Genetically Male Tilapia (GMT®), comerciali-
zados por Fishgen S.A. (http://www.fishgene.com) y
se criaron en cuatro tanques de 120 litros (n = 15
peces por tanque o 1 indiv/8 l, dos tanques por
tratamiento) dentro de un circuito en régimen
de recirculación intensiva. La temperatura del
agua se mantuvo constante durante los días poses-
tabulación (25 oC) en abril (durante 15 días) y
luego se incrementó a 28 oC (durante 8 días). Se
usó pienso específico para tilapia fabricado por el
Departamento de Ciencia Animal de la Universi-
dad Politécnica de Valencia, con una composi-
ción de 93,6 % de materia seca, 7,6 % cenizas,
33,2 % proteína bruta, 16,6 % extracto etéreo,
16,4 % fibra neutro detergente y 5 201 kcal/kg de
energía. Los peces de dos de los tanques tuvieron
acceso al pienso ad líbitum (comedero con pén-
dulo) y en los dos restantes fueron alimentados
una única vez al día a las 7:00 h (aproximada-
mente 1,8 % peso vivo/día) mediante un come-
dero automático modelo programable EHEIM
3581 (Feed-Air Digital Automatic Feeder).

Las tilapias se pesaron al inicio y al final del
periodo experimental, que fue de 23 días, y se
controló el consumo de pienso

el crecimiento relativo CR

la tasa de crecimiento específico TCE

la eficacia proteínica EP

y la eficacia alimenticia EA

Al final del experimento, de cada tanque se
sacrificaron los dos peces más grandes y los dos
más pequeños, con golpe seco, para el análisis
de expresión diferencial de genes y con el fin de
obtener la máxima variabilidad dentro de cada
tanque (n = 16 muestras en total).

Análisis estadístico

Los datos se analizaron como un diseño com-
pletamente al azar, con el tipo de alimentación
como principal fuente de variación (ad líbitum
o subóptimo). Para determinar el efecto de los
tratamientos sobre las variables productivas, se
realizó un análisis de varianza utilizando el pro-
cedimiento GLM del paquete estadístico SAS
(Statistical Systmes Institue Inc., Cary, North
Carolina, EE UU).

Extracción de ARNm

Para el análisis genético, se extrajo ARN
total de muestras de cerebro de los 16 indivi-
duos mantenidas en RNA later® (Qiagen, S.A.) a
–80 oC. Para ello, se utilizó el RNeasy® mini kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabri-
cante y se diluyó en 50 μl de agua libre de
RNAsas, con un tratamiento posterior con
DNAsa para garantizar una pureza máxima del
ARN total extraído.

La integridad del ARN total extraído se com-
probó mediante electroforesis en geles de aga-
rosa 0,8 % en buffer TBE1X (Tris-HCl 90 mM,
ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM pH:8), bajo
un campo eléctrico de 80 V durante 1 h. El
ARN total se cuantificó midiendo la absorban-
cia a una longitud de onda de 260 nm (A260)
con la ayuda de un espectrofotómetro.

Las muestras de ARN total correspondientes
a los dos animales de mayor tamaño de un
mismo tanque fueron mezcladas, y se procedió
de la misma manera con los dos individuos más
pequeños de cada tanque, generándose un
total de 8 muestras de ARN, cuatro de ellas pro-
cedentes de los tanques donde los peces reci-
bieron alimento ad líbitum y cuatro los que fue-
ron sometidos a una alimentación una única
vez al día.
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Differential Display (DD)

Estas ocho muestras se retrotranscribieron
utilizando la enzima iSCRIPT® cDNA síntesis kit
(Biorad) y cebadores de anclaje con una cola de
poliTs (tabla I), utilizando 25 ng de ARN total
para una reacción final de 15 μl y manteniendo
la mezcla a 25 oC durante 5 minutos, 42 oC
durante 40 minutos y un paso final de 5 minu-
tos a 85 oC.

En un segundo paso se amplificó el ADNc
producido mediante combinaciones de cebador
poliT y de cebadores arbitrarios (tabla II) en un
volumen final de 10 μl conteniendo 1 μM de
cada cebador, 0,2 mM de dNTP, 2 mM de Cl2Mg
y 0,5 U de enzima AmpliTaq Gold (Applied Bios-
ystem) en un programa que consistió en 2 ciclos
de 94 oC (60 segundos), 40 oC (60 segundos), 72 oC
(5 minutos), seguidos de 30 ciclos de 94 oC (30
segundos), 58 oC (30 segundos) y 72 oC (2 minu-
tos), precedidos por una desnaturalización de 8
minutos a 94 oC y cerrando con una extensión
final de 7 minutos a 72 oC.

Los amplicones se separaron por electrofore-
sis vertical en geles de acrilamida desnaturali-
zantes (19:1) al 6 % durante 4 h a 60 W para
separar las bandas generadas. Las muestras de
PCR se mezclaron con 5 μl de tampón de carga
(EDTA 5,5 mM; pH:8, xilen-cyanol 0,05 %, azul
de bromofenol 0,005 %) y se desnaturalizaron a
95 oC durante 5 minutos previamente a su carga
en el gel. Para observar los fragmentos amplifi-
cados diferencialmente se llevó a cabo un pro-
ceso de tinción con nitrato de plata basado en el
protocolo de Bassam, Caetano-Anolles y Gress-
hoff (1991) con algunas modificaciones ya des-
critas anteriormente (Barroso, Dunner y Canón,
1998).

Reamplificación y secuenciación de las bandas
diferenciales

Esas bandas se recortan del gel de acrilamida
con un bisturí y se introducen en un tubo con 50
µl de agua, calentando el tubo a 95 oC durante
15 min y, a continuación, se mantienen a –70 oC
durante 45 min. Esta congelación se repite
durante 15 min y se utilizan 10 µl del sobrena-
dante para su reamplificación en un volumen

total de 30 µl, utilizando 1 µM de los mismos
cebadores que en la amplificación del ADNc, 0,2
mM dNTPs, 1,5 mM de Cl2Mg y 0,5 U de Taq
Gold (Applied Biosystems).

Los productos PCR se purificaron y secuen-
ciaron en un secuenciador automático ABI
Prism 3100 (Applied Biosystems) con el cebador
arbitrario correspondiente a la combinación en
la que ha aparecido la banda, analizando el
resultado con el programa Sequencing Analysis
Software (Applied Biosystems).

Análisis de las secuencias

El objetivo es identificar a qué gen correspon-
den las secuencias anónimas que se han obteni-
do. Para ello, se compara esta secuencia con
bases de datos de genes disponibles en Internet,
como NCBI (National Centre of Biotechnology
Information) TIGR (The Institute of Genomic
Research) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, y UCSC
Genome Bioinformatics (University of Califor-
nia Santa Cruz Genome Bioinformatics)
http://genome.ucsc.edu/

RESULTADOS

El efecto de la alimentación subóptima sobre
las variables productivas se muestra en la tabla
III. El consumo de pienso, el crecimiento relati-
vo, la tasa de crecimiento específico, la eficacia pro-
teínica y la eficiencia alimenticia fueron el 80 %
(p < 0,01), 98 % (P = 0,01), 97 % (p < 0,01), 87 %
(p = 0,05) y 87 % (p = 0,05) inferiores, respecti-
vamente, en las tilapias que fueron subalimenta-
das con respecto a las que fueron alimentadas ad
líbitum.

Respecto al análisis genético, se analizaron 36
combinaciones de tres cebadores de anclaje con
cola poliT y 12 cebadores arbitrarios (tablas I y
II). El número medio de bandas generado por
pareja de cebadores fue de 25. Un total de 31
bandas (figura 1) se expresan diferencialmente
en los pooles correspondientes a muestras de
individuos que han sido alimentados ad líbitum
y subalimentados, lo que parece ser un efecto
del tratamiento en la expresión de determina-
dos genes.
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Se recortaron y reamplificaron las bandas
diferenciales entre las cuatro muestras corres-
pondientes a individuos alimentados ad líbitum
y las cuatro muestras procedentes de individuos
alimentados una única vez al día, entendiendo la
manifestación diferencial de la expresión como
una de presencia-ausencia o como una intensi-
dad variable de la banda entre los diferentes tra-
tamientos, siendo coincidentes en todas las
muestras de cada grupo (figura 1).

Las bandas resultantes aparecen en la tabla IV,
en la que se indica el gen del que forman parte
(cuando se conoce), su función, el acceso de
GenBank con indicación de la especie en la que
está descrito ese gen y el grupo experimental en
el que aparece la banda diferencial.

En algunos casos las secuencias corresponden
a un gen con función conocida, como es el caso
de la banda 9-300. Esta banda se alinea con un
fragmento del gen ALOX5 que codifica la ara-
quidonato-5-lipoxigenasa, que interviene en la
síntesis de leucotrienos a partir de ácido araqui-
dónico, mediadores importantes en procesos
inflamatorios. Es sabido que las condiciones de
estrés pueden favorecer la aparición de procesos
inflamatorios (Studynkova et al., 2004), y este
gen es, por tanto, un buen candidato para expli-

car este proceso en los individuos subalimenta-
dos.

Las bandas 7-400 y 3-250 son dos fragmentos
correspondientes a un mismo gen desconocido en
Danio rerio (Hamilton, 1822) y probablemente
corresponden a dos dominios diferentes, ya que dis-
tan más de 50 kb en el clon de referencia AL929182.

Para algunas bandas, por ejemplo la 3-250,
aparecen dos llamadas: un gen desconocido, cla-
sificado como proteína nueva, y CLIC6, que
corresponde al gen Chloride channel form A.
Otro ejemplo es el de la banda 8-174, cuya
secuencia también parece pertenecer a un gen
sin clasificar (FLJ44057), pero en la que una
parte corresponde al gen sarcoma antigen NY-
SAR-41, con el número de acceso AL139421, y
que pertenece a un grupo de antígenos ya des-
critos que se expresan en diferentes formas de
cáncer (sarcoma, melanoma, de esófago, de pul-
món y de mama).

En el caso de la banda 8-170, su secuencia
corresponde al gen SEC5-like 1 (sec5l1-
BX927255) descrito en Saccharomyces cerevisiae
(TerBush et al., 1996) y cuya proteína es un
componente del complejo de exocitosis, un
complejo esencial para llevar vesículas de exo-
citosis a lugares diana específicos de la mem-
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Tabla I. Lista de los cebadores con cola poliT utilizados para la RT-PCR.

Tabla II. Lista de los cebadores arbitrarios utilizados para la amplificación del ADNc.



brana plasmática. Estas proteínas están bien carac-
terizadas en levadura y se conocen por ser alta-
mente conservadas en otros eucariotas más com-
plejos. Al menos ocho componentes del complejo
de exocitosis que incluye esta proteína interaccio-
nan con v-ral simian leukemia viral oncogene
homolog A (RALA), una pequeña GTPasa Ras-
related cuya función es la de controlar la remode-
lación de la actina citoesquelética y el transporte
de vesículas. Se han descrito mutaciones en Droso-

phila que sugieren la implicación de esta proteína
en el tráfico de la membrana neuronal. Para la
banda 2-186 no ha sido posible la adjudicación a
ningún gen o región concreta de ADN.

DISCUSIÓN

Los índices de crecimiento de los peces ali-
mentados ad líbitum fueron similares a los datos
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Tabla III. Efecto de los tratamientos sobre las variables productivas de tilapia (datos de dos réplicas).
(EEM): error estándar medio (n = 2 tanques). (p): probabilidad.

Figura 1. Un ejemplo de differential display en muestras de cerebro de Oreochromis niloticus alimentados ad líbitum
(calles 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 13) o subalimentados (calles 5, 6, 7, 8, 14, 15, 16, 17). Las calles 9 y 18 son

marcadores de peso molecular. Las flechas indican las bandas diferenciales.



obtenidos por Shnel et al. (2002) en un sistema
de recirculación intensiva zero discharge en Israel
y comparables a los obtenidos por Rakocy et al.
(1992) para alevines de O. niloticus (EA 1,86-
2,04) y Suresh y Lin (1992) para alevines de tila-
pia roja. Provenzano y Winfield (1987) obtuvie-
ron una EA más baja (1,25) cuando los peces
recibieron una ración con un contenido mayor
de proteína (36 % proteína bruta).

La utilización de la técnica de DD (Liang y
Pardee, 1992) está resultando positiva para iden-
tificar genes que se expresan en relación con
niveles de estrés producido por la alimentación.
En algunos casos, las secuencias de las bandas
diferenciadas se refieren a clones de genotecas
de cerebro y, por tanto, son genes que se expre-
san en relación a la actividad neuronal. Este
hecho parece indicar que la subalimentación
genera una respuesta específica en la expresión

de determinados genes. Hemos reamplificado y
secuenciado diez de las bandas que correspon-
den a transcritos que generan diferentes proteí-
nas, y la técnica utilizada ha mostrado ser una
buena opción para identificar genes que se
expresan bajo determinadas condiciones de
estrés, en una especie cuyo genoma es todavía
poco conocido, con la ayuda de la información
generada en otras especies.

En la mayor parte de los casos, los genes a los
que pertenecen las bandas diferenciales secuen-
ciadas son desconocidos en la tilapia, es decir,
pertenecen a clones de Danio rerio o de Homo
sapiens de gran longitud y que contienen varios
genes completos o parciales y, en caso de secuen-
cias codificantes desconocidas, éstas se descri-
ben como genes por anotación automática. Estas
secuencias requieren un trabajo adicional para
determinar su función mediante análisis de simi-
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Tabla IV. Resultados de anotación de las secuencias recortadas y reamplificadas para su identificación.



litud de dominios y comparación con otras espe-
cies cuyo proyecto genoma está más desarrolla-
do, como, por ejemplo, la especie humana. A
pesar de los esfuerzos realizados en el desarrollo
de genotecas en diferentes tejidos –esta infor-
mación está incluida en el Cyclid genome con-
sortium (http://hcgs.unh. edu/cichlid)–, como
gónada (Nagahama, 18186 ESTs), cerebro y
gónadas (Baroiller/D’Cotta), cerebro y bran-
quias (Genomar, 2500 ESTs) y cerebro, corazón
y músculo (Martins), el genoma de la especie O.
niloticus es, en gran parte, desconocido. Las
secuencias EST nombradas en esta página web
no están a disposición de la comunidad científi-
ca en la mayor parte de los casos, lo que no per-
mite encontrar fácilmente un Expressed Sequence
Tag (EST) que corresponda a la secuencia gene-
rada por DD, y, con frecuencia, las búsquedas en
bases de datos de secuencias públicas dan resul-
tados positivos en especies como Danio rerio o la
especie humana. En un único caso (banda 9-
250) la búsqueda de información nos ha remiti-
do al genoma mitocondrial completo de la espe-
cie Oreochromis mossambicus (Peters, 1852), al tra-
tarse de un fragmento del 16s ribosómico mito-
condrial.

De forma general, y a falta de confirmar los
resultados por PCR cuantitativa (Q-PCR), se
observa que en los animales sometidos a estrés
por una alimentación restringida, aparecen dife-
rencias (con respecto a los que son alimentados
ad líbitum) en la actividad mitocondrial y en la
expresión de genes que intervienen en los meca-
nismos de intercambio de Ca2+ y Cl–, como son el
N-type calcium channel alpha-1 subunit o el
CLIC6, también llamado N-type calcium chan-
nel alpha-1 subunit, que interacciona con recep-
tores de Dopamina (Friedli et al., 2003).

Las bandas estudiadas remiten, en muchos
casos, a una secuencia perteneciente a un clon
en el que, por anotación automática, aparece
un hipotético gen que dará lugar a un produc-
to actualmente desconocido. Este es el caso de
cuatro de las diez bandas estudiadas, que
requerirán un trabajo adicional para la identifi-
cación precisa, bien de una nueva proteína o
de una ya descrita en otras especies. Estos resul-
tados sólo incluyen los obtenidos mediante la
técnica de DD, que puede considerarse como la
primera fase en un proceso de identificación

de genes que se expresan de forma diferencial,
por lo que deben ser considerados como resul-
tados preliminares. En un segundo paso será
necesario determinar con más precisión la
identidad de los genes encontrados y confirmar
mediante Q-PCR. En esta fase, en la que no
existe aun la valoración relativa de un transcri-
to, es difícil interpretar los resultados, ya que el
hecho de que aparezca una banda diferencial
es sólo un indicio de la posible existencia de
diferencias entre los dos tipos de muestras, sin
que sea posible valorar si esas diferencias son
significativas.

En los últimos años se están multiplicando
los esfuerzos para identificar genes relaciona-
dos con el estrés en diferentes especies de
peces y con el objetivo de encontrar marcado-
res que permitan valorar el grado de estrés
inducido por la calidad del agua (Brown et al.,
2004; Fiol y Kultz, 2005), la densidad de esta-
bulación (Gornati et al., 2004, 2005), la subali-
mentación, la presencia de contaminantes quí-
micos (Koskinen et al., 2004) o por inyecciones
de cortisol (Sarropoulou et al., 2005), y que
indican el grado de bienestar de estos animales,
afectando, en última instancia, a su produc-
ción. Estos trabajos han iniciado la identifica-
ción de genes como CYP1A, UDPGT y EF1
(Williams et al., 2003), así como de diferentes
HSP (Pan et al., 2000; Gornati et al., 2004; Place,
Zippay y Hoffman, 2004) que sugieren un
estrés por baja temperatura. En los resultados
que aparecen en este trabajo, reviste un gran
interés la banda correspondiente al gen
ALOX5, que interviene en la producción de
leucotrienos, conocidos mediadores en los pro-
cesos inflamatorios. Es necesario investigar de
qué manera esta lipoxigenasa interviene en el
individuo como consecuencia del estrés produ-
cido. La confirmación de la expresión de este
gen y la cuantificación de esta expresión está en
curso.

La culminación de este trabajo permitirá
avanzar en la identificación y el conocimiento
de las rutas metabólicas en las que están inclui-
das las proteínas diferencialmente expresadas
y disponer de más elementos para la compren-
sión de los mecanismos del estrés en O. niloti-
cus en particular y, por analogía, en otros ver-
tebrados.
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