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GLOSARIO

ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO O ADN.- Molécula que contiene 'y
transmite la informacion genética. Esta formado por cadenas complementarias de
nucleétidos que se enrollan entre si formando una doble hélice que se mantiene unida
por enlaces de hidroégenos entre bases complementarias. Los cuatro nucledtidos que
forman el ADN contienen las bases Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina
(T). Dado que en el ADN la A se empareja solo con la T, y la C solo con la G, cada

cadena de ADN puede ser empleada como molde para fabricar su complementaria.

ADN COMPLEMENTARIO.- ADN que ha sido sintetizado a partir de esquema de
ARN mensajero; con frecuencia la forma de una sola parte de la hélice se usa para

probar un mapa fisico.

ADN GENOMICO.-ADN cromosémico nuclear que ha sido aislado directamente de

células o tejidos.

ADN REPETITIVO.- Fragmentos de ADN que estan repetidos a lo largo del

genoma, bien en tindem o bien dispersos. El nimero de repeticiones (numero de

copias) es variable.
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ALELOS.- Formas alternativas de un locus genético; un tnico alelo para cada locus

se hereda por separado a partir de cada uno de los padres.

ANALISIS DE SECUENCIA DE BASES.- Un método para determinar la

secuencia de bases.

AMPLIFICACION.- Un incremento en el nimero de copias de un fragmento
especifico de ADN, bien mediante un proceso biologico en la célula o mediante

técnica de laboratorio.

ARN MENSAJERO.- Molécula de ARN que es el resultado de la transcripcion de
una secuencia de ADN. EI ADN mensajero madura en el nicleo y es exportado al

citoplasma para ser traducido en proteina.

AUTORRADIOGRAFIA.- Una técnica que usa film de rayos X para visualizar
marcadores moleculares o fragmentos de moléculas, usadas en analisis de longitud y
numeros de fragmentos de ADN, después que son separados en geles mediante

electroforesis.

BIBLIOTECA O LIBRERIA.- Una coleccion desordenada de clones (ejemplo,
ADN clonado a partir de un organismo particular) cuya interrelacion de uno con otro

puede establecerse por mapeo fisico.
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CENTIMORGAN.- Unidad usada para expresar distancias en un mapa genético. Es

definido como la longitud de un intervalo en el cual hay la probabilidad de 1% de

recombinacion. En la practica un ¢cM es equivalente a un Megabase de ADN.

CLONAJE DE ADN.- Produccion de multiples copias idénticas de un fragmento

concreto de ADN.

CTAB.- Detergente catidnico fuerte usado para extraccion de pledpodos, musculos o

post larvas menores a Pl;s

CODIGO GENETICO.- Correspondencia entre los posibles tripletes de ADN (o

ARN) y los aminoacidos que codifican.

CROMOSOMA.- Estructura filamentosa autoreplicativa constituida de cromatina.

CROMOSOMAS HOMOLOGOS.- Son aquellos que contienen informacion para
los mismos caracteres. Se emparejan durante la meiosis y pueden intercambiar

segmentos entre ellos.

DELECCION.- Consiste en la pérdida de un fragmento de un cromosoma y por
tanto de la informacion genética que contiene. Puede afectar a un extremo o a una
zona intermedia del mismo y segiin cual sea la longitud del fragmento perdido serd

mayor o menor la incidencia en el fenotipo del individuo.
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DESNATURALIZACION.- De proteinas o de ADN. Proceso por el cual una

proteina pierde su forma nativa y en consecuencia cambian muchas de sus

propiedades fisicas. Una proteina se puede desnaturalizar por calor, cambios en el pH

del medio. presencia de diversas sustancias quimicas como detergentes, etc. La
2

aplicacion en el caso del ADN es la separacion de sus dos hebras.

DOMINANTE.- Alelo (o rasgo fenotipico debido al mismo) que se expresa en un

individuo heterocigoto.

ELECTROFORESIS.- Un método de separacion de moléculas largas (tales como
fragmentos de ADN o proteinas) de una mezcla de moléculas similares. Una corriente
eléctrica es pasada a través del medio que contiene la mezcla 'y cada molécula viaja a
través del medio, dependiendo de la carga eléctrica y tamafio. La separacion esta
basada en estas diferencias. Geles de agarosa y acrilamida son los medios

comunmente usados para electroforesis de proteinas o 4cidos nucleicos.

ESTERILIZACION.- Muerte o eliminaciéon del medio de cultivo de todos los

0rganismos o Seres vivos.

FRECUENCIA DE RECOMBINACION.- Cociente del nimero de individuos
recombinantes encontrados para un marcador genético en una generacion dividido por
el ntimero total de individuos de esa generacion. Se utiliza en estudios de ligamiento

para estimar la distancia genética entre dos loci.
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FIJACION.- Procedimiento utilizado en histologia para provocar la muerte de las

células que se someteran a observacion, a la vez que se conservan las principales
estructura. Existen procedimientos que se basan en la utilizacién de tratamientos
quimicos (mediante la accion de un compuesto denominado fijador) y otros en la
accion de factores de tipo fisico (congelacion). Los fijadores en general son
coagulantes (alcohol etilico, acido acético, etc.) utilizados puros o en soluciones
diluidas con agua o incluso mixtas. Existen también fijadores que no son sustancias
coagulantes como el tetraoxido de osmio o los aldehidos (formol). Estos tltimos

establecen puentes que unen las moléculas entre si.

GEL.- Solucion rigida y elastica de naturaleza coloidal.

GEN.- Unidad de herencia que ocupa una posiciéon concreta en el genoma (locus) y

estd constituido por una secuencia de ADN que codifica un ARN funcional.

GENOMA.- Complemento cromosémico basico que contiene toda la informacion

genética del individuo.

GENOMA HAPLOIDE.- El genoma humano contiene, como todos los organismos
que se reproducen sexualmente, dos copias de cada gen que reciben de cada uno de

sus progenitores. El genoma haploide incluye una sola copia de cada gen.

GENOTTIPO.- Conjunto de los alelos de un individuo en uno, varios o todos sus loci.
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HERENCIA.- Proceso por el cual determinados rasgos o caracteristicas se transmite

de padres a hijos. Implica la separacion y recombinacion durante la meiosis y las

posibles influencias posteriores sobre el material genético durante la embriogénesis.

HERENCIA MENDELIANA.- Patrén de herencia monofactorial definido por

Mendel, puede ser autonémica (dominante o recesiva) o ligada al cromosoma X.

HETEROCIGOCIDAD.- La presencia de diferentes alelos en uno ¢ mas loci, sobre

los cromosomas homdlogos.

HETEROCIGOTO.- Célula o individuo diploide con alelos diferentes en uno o mas

loci de cromosomas homologos.

HOMOCIGOTO.- Célula o individuos con alelos idénticos en uno o mas loci de

cromosomas homologos.

INFORMATIVIDAD.- Para un marcador genético, la probabilidad de que un
descendiente de una pareja sea informativo, es decir, que se puede deducir el origen

parental de cada uno de los alelos de ese locus.

INTRONES.- Secuencia de pares de bases en el ADN que interrumpen la secuencia

de proteina codificante de un gen, estas secuencias se transcriben dentro del ARN.

XViii




pero se cortan fuera del mensaje, antes de que se trasladen como proteinas, razon por

la que también se las conoce como secuencias interpuestas.

ION.- Atomo o grupos de dtomos portadores de carga eléctrica, ya sea positiva o

negativa.

KILOBASE.- Unidad de tamafio de los 4cidos nucleicos, correspondiente a una

longitud de 1000 nucledtidos. En ADN bicatenario se denomina kilopares de bases

(Kbp).

LEYES DE MENDEL.- Principios enunciados por Gregor Mendel en 1865 que
describen la herencia cromosomica. Se conocen como principio de uniformidad (1°
Ley), principio de segregacion (2* Ley) y principio de distribucion independiente (3°

Ley).

LIGAMIENTO GENETICO.- Aquellos genes que se encuentran muy proximos en
un cromosoma se suelen transmitir juntos en la descendencia y se dice que se

encuentran ligados.

LOD SCORE.- Un estimado estadistico de ligamiento (logarithmic odds ratio) si es
probable que dos sitios queden cerca en el mismo cromosoma y por consiguiente son
probables de ser heredado juntos. Un LOD score de 3 o mas es generalmente tomado

para indicar que dos loci estan ligados.
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LOCUS.- (Plural = loci) Posiciéon que ocupa un gen en un cromosoma, puede estar

ocupado por alelos o alternativas de un gen diferente. El uso de locus, a veces esta

restringido para indicar las regiones de ADN que son expresadas.

MAPA FISICO.- Serie ordenada de genes y marcadores genéticos localizados en un
cromosoma mostrando las distancias fisicas relativas (expresadas en pares de bases).
Se construye utilizando métodos fisicos: secuenciacion, mapa de restriccion de clones

solapantes, hibridacion in situ, estudios de delecciones.

MAPA GENETICO.- Es el que tiene una menor resolucion, muestra la secuencia y
posicion de los genes a lo largo de un cromosoma, esta localizacion es relativa, y se
establece segun patrones de herencia de los diferentes genes o marcadores de cada
cromosoma. El patron de herencia se refiere al estudio de una secuencia completa de
nucleétidos (gen o marcador) en funcion de como se separa y se recombina en las
sucesivas generaciones. Permite identificar una enfermedad hereditaria, aunque no se
conozca su base molecular ni el gen responsable, siguiendo la herencia del marcador

presente en individuos afectados y que no se encuentra en individuos sanos.

MAPA DE LIGAMIENTOS.- Un mapa de las posiciones relativas de los loci en un
cromosoma basandose en las frecuencias con que dichos loci se heredan juntos. Las

distancias se miden en centimorgans.
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MAPEO.- Término que designa colectivamente los distintos procedimientos (tanto

fisicos como genéticos) empleados en la construccion de mapas genéticos.

MAPEO DE GENES.- Determinacion de la posicion relativa de los genes de una
molécula de ADN (cromosoma o plasmido) y de la distancia, en unidades de

ligamiento o unidades fisicas entre ellos.

MARCADOR GENETICO.- Locus genético con alelos facilmente detectables,
bien porque producen un fenotipo caracteristico o porque pueden estudiarse por

métodos nucleares.

MARCADORES POLIMORFICOS.- Variaciones en la secuencia de ADN que se
transmite de generaciéon en generacion de forma mendeliana. Permiten diferenciar
alelos en un locus determinado de cromosomas homologos. Sirven para estudiar los
modelos de transmision de los diferentes genes por el método indirecto del analisis de
ligamiento genético. Cada individuo presenta millones de polimorfismos en su

genoma.

NUCLEOTIDO.- Molécula constituida por una base nitrogenada, una pentosa y un

grupo de acido fosférico. Es la unidad basica de la que se compone un acido nucleico.

OLIGONUCLEOTIDO.- Secuencia lineal de nucleétidos unidos por enlaces fosfo-

diéster, habitualmente no mayor de 50 nucleotidos.
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PAR DE BASES.- Dos nucledtidos complementarios en una molécula de ADN

bicatenario.

PEDIGRIi.- Diagrama que representa la descendencia de unos ancestros,
estableciendo la relacidon entre los diferentes miembros de la familia. Se elabora

siguiendo un sistema de simbolos aprobado por convencion.

POLIMORFISMO.- Locus genético que esta presente en dos o més alelos distintos
de forma que el alelo més raro tiene una frecuencia mayor o igual al 1 % (0.01) en la

poblacion general. Un polimorfismo puede ser transitorio o estable.

POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION .-
Variacion existente entre individuos en tamafos de fragmentos de ADN cortados por
enzimas de restriccion especificas; las secuencias polimorficas que resultan de RFLPs
se usan como marcadores en mapas genéticos ya sean fisicos o de ligamiento. Los

RFLPs generalmente son originados por una mutacion en un sitio de corte.

PRIMERS.- Pequefia cantidad de nucledtidos a partir de la cual el ADN polimerasa

inicia la sintesis de una nueva molécula de ADN.

RAPD O ADN POLIMORFICO AMPLIFICADO AL AZAR.- Tipo de marcador
genético que puede generarse mediante PCR. Hace posible localizar gran numero de

marcadores moleculares.
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RECOMBINACION.- Intercambio de material genético producido por

sobrecruzamiento durante la meiosis y, en ocasiones, durante la mitosis.

RECOMBINANTE.- Individuo con combinaciones de alelos distintas a las
encontradas en sus ancestros, como resultado de una recombinaciéon en una de las

meiosis progenitoras.

SECUENCIAS DE MARCA EXPRESADA.- Sitio de marca de secuencia

procedentes a partir de cADN.

SEGREGACION.- Proceso de separacién de los alelos de un locus durante la
meiosis: al separarse los dos cromosomas homologos de un par, cada alelo pasa a un
gameto distinto. En sentido mas amplio se aplica a la separacion de alelos y su
distribucion a células hijas diferentes, que se produce tanto en la meiosis como en la

mitosis.

SOBRECRUZAMIENTO O ENTRECRUZAMIENTO (CROSSING OVER).-
La ruptura durante la meiosis de un cromosoma materno y de uno paterno, el
intercambio de secciones de materiales correspondientes de ADN vy el reencuentro de
los cromosomas. Este proceso puede resultar en un intercambio de alelos entre

cromosomas.
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VNTR.- Acrénimo inglés de “Variable number of tandem repeats”. Locus cuyos
alelos difieren por tener un numero variable de repeticiones en tandem. Son muy
polimoérficos, por lo que se utilizan como marcadores en estudios de ligamiento y en

la determinacién de identidad en medicina legal.
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La frase mas excitante que se puede
oir en ciencia, la que anuncia nuevos
descubrimientos, no es "jEureka!"

(jLo encontré!) sino “Es extrano”
Isaac Asimov (1920-1996).
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RESUMEN

Se construyé un mapa genético de ligamiento de baja densidad para el camaron
blanco Penaeus vannamei. Los datos de segregacion de la progenie fueron estudiados
en 120 microsatélites. Los andlisis de ligamiento fueron hechos con Joinmap 3.0
usando el parametro cross-pollination. Un total de 46 marcadores fueron asignados a
12 grupos de ligamientos, cubriendo 255 cM. Este mapa posibilitara la rapida

construccion para la proxima generacion de un mapa de ligamiento de alta densidad.

SUMMARY

A genetic map of binding of low density was built for the shrimp white Penaeus
vannamei. The data of segregation of the offspring were studied in 120 microsatélites.
The binding analyses were made with Joinmap 3.0 using the parameter cross-
pollination. A total of 46 markers was assigned to 12 groups of bindings, covering
255 cm. This map will facilitate the quick construction for the next generation of a

map of binding of high density.
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INTRODUCCION

La camaronicultura en América Latina y especialmente en Ecuador ha sido una de las
actividades econdmicas de mayor crecimiento productivo y econémico durante los
ultimos 15 afios, siendo el camardén blanco Penaeus vannamei una de las principales
industrias pecuarias del Ecuador con exportaciones que sumaron 800 millones de
dolares en 1998. A inicios de 1999 se detecté formalmente la presencia del virus de
la mancha blanca (WWSYV por sus siglas en inglés) causando estragos en la industria
camaronera. Cabe mencionar que esta actividad iniciaba apenas la recuperacion de los
dafios causados por otros sindromes tales como el Sindrome de Taura (TVS por sus
siglas en inglés) que atacO entre 1994 y 1995, y del Sindrome de la gaviota (1990-

1991).

Las enfermedades virales desde la década de los 90 hasta la fecha, han hecho que la
produccion decline marcadamente lo que ha conducido a la bisqueda de alternativas
para reducir costos en los métodos convencionales de mejoramiento y acelerar los

procesos de seleccion.

Para incrementar la eficiencia de seleccion, particularmente de caracteristicas
genéticas tales como resistencia a enfermedades, eficiencia de conversion alimenticia
v procesos de produccion, son necesarios marcadores de ADN ligados a

caracteristicas (Waldbieser e al., 2001). Los marcadores moleculares correlacionados
1



con loci genéticos que controlan caracteristicas econémicas son necesarios para

facilitar el desarrollo de raza superior (Liu ef al., 2003). Para ubicar esos marcadores
y determinar su utilidad en relacion a caracteres de interés comercial es necesario la

construccion de mapas genéticos (Moore ef al., 1999).

Los mapas de ligamiento han llegado a ser herramientas poderosas en los estudios
genéticos de muchas especies de animales de importancia econdmica tales como:
Atlantic salmon (Moen et al., 2004); catfish (Liu et al., 2003; Waldbieser ef al.,
2001); tilapias (Lee er al., 2005; Kocher ef al., 1998); carpa comun (Tanck et al.,
2001); Rainbow trout (Sakamoto et al., 2000; Rexroad et al., 2001); Catle (Bishop et

al., 1994); Crassostrea gigas (Hubert y Hedgecok 2004); Seriola (Ohara e al., 2005).

En comparacion con otras especies, los mapas genéticos en especies penaeidos tienen
un desarrollo retrasado si se los compara con otras especies de similar importancia
debido béasicamente a la falta de investigacion en esta area. Sin embargo en los
Gltimos afios se ha reportado la generacion de mapas en: P. vannamei (Pérez et al.,
2004), P. monodon (Wilson et al., 2002; Li et al., 2003) y P. japonicus (Moore et al.,

1999).

El mapa inicial del genomio del camarén blanco P. vannamei se construyd con
marcadores dominantes, utilizando la técnica de Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLPs por sus siglas en inglés) y la estrategia de Pseudocruce de

prueba, obteniéndose mapas correspondientes al padre y a la madre (Erazo. 2002).



La desventaja de estos marcadores es que la informacion no puede ser transferida mas
alla de la familia que fue mapeada. Si se quieren ubicar genes en otro set de mapeo es
necesario generar nueva informacion genética y el investigador no podrd determinar

si las areas de interés de un mapa son las mismas de otro mapa.

Los mapas de mayor resolucion son aquellos que implican la secuenciacion completa
del genoma de una especie, sin embargo este objetivo no es realizable a corto plazo

en P. vannamei debido a la carencia de marcadores polimorficos (Liu, 2003).

Este trabajo generé un mapa genético de ligamiento a partir de una familia de
camarones usando marcadores codominantes tipo microsatélite basado en secuencias
de cADN e intrones en P. vannamei, desarrollados por CENAIM, (como parte del
marco 16gico — afio 2004) y otros investigadores, el mismo que sera utilizado a futuro
para la deteccién de quantitative trai loci (QTLs por sus siglas en inglés) y
marcadores que ayuden en seleccion asistida de caracteres de interés comercial en

camaron blanco.

JUSTIFICACION

La aplicacién de la genética al manejo de poblaciones naturales o cultivadas de
especies marinas ha experimentado en los ultimos afios un importante incremento a

partir de la utilizacion de los loci microsatélites (Chambers y MacAvoy 2000).
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Los microsatélites son marcadores de seleccion utilizados en un amplio rango de
aplicaciones como: mapeo genético, identificacion de individuos y estudios de
poblaciones (Beckman y Soller 1990). Los microsatélites son secuencias neutrales,
codominantes y altamente pélimorficas, reproducibles y abundantes en el genomio y

pueden ubicarse tanto dentro y fuera de los genes (Toth et al., 2000).

Los altos niveles que estos exhiben en cuanto a polimorfismo y nimeros en los
genomas de todas las especies, ademds de su amplia distribuciéon en cuanto a
localizacion geonémica, han contribuido a que practicamente en todos los trabajos
que abordan estudios sobre conservaciones bioldgica, ecologia, conducta,
rendimientos de poblaciones cultivadas, entre otros, hayan sustituido a las enzimas

como marcadores genéticos de eleccion.

Los microsatélites han sido descritos para varias especies tales como: Atlantic salmon
(Slettan et al., 1997), catfish (Liu, 2003), Penaeus monodon (Xu et al., 2001, 1999:
Wuthisuthmethavee et al., 2003), carpa comtn (Tanck et al., 2001), Rainbow trout
(Rexroad et al., 2001), tilapias (Kocher et al., 1998; Lee et al., 2005) catfish (Liu ef
al., 1999), Paralichthys olivaceus (Coimbra et al., 2003), Penaeus setiferus (Ball et
al., 1998; Ball y Chapman 2003), Litopenaeus schimitti (Maggioni et al., 2003),
Peneaus vannamei (Bagshaw y Buckholt 1997; Cruz et al., 2003), Peneaus stylirostri

(Vonau et al., 1999).



Un nuevo tipo de marcadores basados en secuencias ESTs (por sus siglas en inglés:
Secuencia de Etiquetas Répidas) han sido desarrollados para emplearlos en mapeo
genético (Tong y Chu 2002). Los ESTs, son moléculas cortas de ARN mensajero
(ARNm) representantes de genes expresados en un momento dado y en un tejido
especifico de donde previamente se aislaron (Mejia, 2002). La caracterizacion de
ESTs es una via conveniente y rapida para identificar nuevos genes al igual que para

mapear genes (Liu et al., 1999) y para seleccion asistida por marcadores.

Los mapas genéticos son utilizados para determinar la posiciéon de los genes
responsables de un caracter determinado. La mayoria de caracteres de interés
comercial en mejoramiento genético estan controlados por multiples genes, razon por

las que se los conoce como QTLs. (Moore, 1999).

Gracias al rapido avance de la genética molecular, ahora es posible generar y usar
informacion de marcadores para mapear loci (pl de locus: Posicion fija en un
cromosoma ocupada por un gen dado o por uno de sus alelos) de caracteres
cuantitativos o QTLs. Una vez identificados los QTLs con mayor efecto en el
genoma, estos pueden ser utilizados para seleccionar individuos con caracteristicas
deseables a una muy corta edad y asi incrementar la eficiencia de los programas de

seleccion familiar (Davis y Hetzel 2000).

En USA, Colombia y Ecuador se han iniciado programas de crianza comercial para P.

vannamei, mientras que para P. monodén han sido reportados programas de cria
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comercial sin éxito, sin embargo todos los programas de cultivo de camarones pueden
beneficiarse de el uso de marcadores moleculares y mapas de ligamiento (Pérez ef al.,

2004).

OBJETIVO GENERAL

Elaborar un mapa de ligamiento de baja densidad en camaron blanco Penaeus
vannamei empleando marcadores codominantes tipo microsatélite e intrones para ser
utilizado a futuro para la deteccion de QTLs y marcadores que ayuden en seleccion

asistida de caracteres de interés comercial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la ubicacién de los marcadores codominantes (tipo microsatélite) en un
mapa de ligamiento para asistir la seleccion de un grupo de marcadores que permitan
identificar regiones que sirvan como herramientas para la seleccion de caracteres de

interés comercial.

Complementar 4reas basicas del conocimiento necesarias para responder a las
demandas tecnologicas locales de cultivo de importancia para los programas de

mejoramiento genético.




Demostrar la facilidad para implementar técnicas moleculares de microsatélites a bajo

costo, sin la necesidad de equipo especializado.

HIPOTESIS

Si empleamos marcadores moleculares codominantes tipo microsatélite, utiles para

mapeo genético, determinaremos su utilidad y sus aplicaciones en Acuicultura.




1. DESCRIPCION DE TECNIC’AS MOLECULARES
}’ARA LA ELABORACION DE UN MAPA
GENETICO PARA EL CAMARON Penaeus vannamei

1.1. GENOMA DEL Penaeus vannamei

Hasta la fecha se han realizado muchos estudios genéticos de algunas especies de
peces, mientras que en invertebrados y en otras especies, las investigaciones han sido
escasas, de forma que el genoma de los animales acuaticos es poco conocido (Tong y

Chu 2002).

En los crusticeos, se conocen pocos genomas completos, siendo uno de ellos el
Penaeus monodon, mientras que en el Penaeus vannamei solo existe informacion
parcial. En el afio 1997 existian en el GeneBank los reportes de 4 a 5 genes
caracterizados este camarén blanco. A partir de entonces varios grupos de
investigadores han incrementado la base de datos con reportes de secuencias
genomicas (Mejia, 2002). De esta manera, mediante varias estrategias se han
secuenciado aproximadamente un millon de nucledtidos de ADN gendémico

(Bagshaw y Buckholt 1997).

El genoma haploide del P. vannamei esta compuesto por 44 cromosomas (Ramos,

1997). Chakravarti et al., (1991) usando el método 4 estimo6 el genomio total para la
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hembra en 4445 ¢cM y para el macho en 3583 cM. En el afio 2004, Pérez et al., realizé
un mapa de ligamiento con AFLPs con la estima de tamafio de 2777 ¢cM para la

hembra y 2116 y para el macho.

1.2. MAPEO GENETICO

Mapear es determinar la localizacion de genes o marcadores moleculares dentro de un
genoma. El mapeo genético permite identificar la region del genoma donde reside el
gen, es decir su ubicacién fisica dentro de un cromosoma, por lo tanto, la
construccion de estos mapas ayudara a entender la estructura, funcion y evolucion del
genoma (Slettan ef al., 1997) y pueden ser una herramienta importante en el

mejoramiento acuicola.

Los mapas genéticos pueden ser mapas fisicos o mapas de ligamiento (Miesfeld,
1999). Los mapas fisicos muestran la localizacion relativa de los marcadores
especificos de ADN (molécula quimica que posee la informacion hereditaria) a lo
largo de los cromosoma, mientras que los mapas de ligamientos muestra las
posiciones relativas de los loci en un cromosoma basandose en las frecuencias con

que dichos loci se heredan juntos.

La ubicacion de genes en el genoma ademas de efectuarse por métodos fisicos, puede

realizarse mediante el andlisis de la frecuencia de la recombinacion entre loci. Si dos




genes se encuentran en cromosomas distintos o a una distancia muy grande dentro del
mismo cromosoma, se heredan en forma independiente (frecuencia de recombinacion
> 50%). En cambio si existen grupos de genes que se encuentren relativamente
cercanos unos de otros (frecuencia de recombinacion < 50%) tienden a heredarse

conjuntamente y son conocidos como grupos de ligamiento.

La frecuencia de recombinacion entre dos loci, por tanto, es proporcional a la
distancia fisica que los separa, sin embargo, estas frecuencias de recombinacién no
son uniformes en todas las regiones del genoma y se observan desviaciones de estos
valores causados por miiltiples entrecruzamientos durante la meiosis. Para corregir
estos valores se utilizan funciones de mapeo como la de Kosambi (Kosambi, 1944) y
Haldane (Haldane, 1919), las cuales por medio de formulas matematicas convierten

las fracciones de recombinacion en distancias aditivas de mapa.

La unidad de mapa (m.u.) se define como la distancia entre genes en donde uno de
cada cien productos meidticos es recombinante. La distancia obtenida mediante la
frecuencia de recombinacién tiene un caracter de tipo orientativo ya que los doble
recombinantes no son detectados y ademds la frecuencia de recombinacion en el caso

de las hembras suele ser mayor que en los machos.
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1.2.1. MAPAS DE LIGAMIENTO

Para la realizacion de un mapa de ligamiento es necesario disponer de marcadores
polimoérficos y el cruzamiento de un gran nimero de animales con un adecuado
pedigri. Previo a la construccion de un mapa, los marcadores deben ser analizados
con una prueba estadistica de ajuste de Chi cuadrado (xz ) (Russell, 1992), para
determinar si los marcadores segregan en la progenie segun las leyes de Mendel. De
acuerdo al ajuste que los marcadores presenten en las proporciones Mendelianas 1:1;

1:2:1 0 1:1:1:1, estos son seleccionados para integrar €l mapa.

Debido a que los calculos de distancias entre marcadores se tornan complejos a
medida que el nimero de marcadores aumenta, se han disefiado programas de mapeo
como Map Maker (Lander efr al., 1987), Map Manager (Manly et al., 2001) y
JoinMap (Van Ooijen y Voorrips 2001) que facilitan esta labor, permitiendo calcular
facilmente distancias genéticas de recombinacion entre marcadores y obtener un
visién grafica de los mismos organizandolos por grupos de ligamiento. Asi, los mapas
de ligamiento son de gran ayuda para la ubicacion relativa de los marcadores

moleculares.

El posicionamiento en el mapa de marcadores moleculares tiene importantes
aplicaciones en el mapeo de loci de caracteres cuantitativos o QTLs. Una vez

identificados los QTLs con mayor efecto en el genoma, estos pueden ser utilizados
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para seleccionar individuos con caracteristicas deseables a una muy corta edad y asi

incrementar la eficiencia de los programas de seleccion familiar.

1.3. MARCADORES GENETICOS

Dentro de los organismos vivos existe una gran variedad de formas, colores v
tamafios (caracteristicas morfologicas), que los distinguen entre si. Esta variabilidad o
“polimorfismo” genético, ocurre en forma natural dentro y entre diferentes
poblaciones de organismos. Cualquier diferencia genética detectable entre dos
individuos sirve entonces como una “etiqueta” o “marcador genético” rasgo
caracteristico y propio de cada individuo o de cierto grupo de individuos. Los
marcadores més antiguos y mas ampliamente utilizados, son aquellos basados en

marcadores morfoldgicos.

En el caso particular de los camarones, los marcadores genéticos morfoldgicos se han
empleado como una herramienta para identificarlos por especies (Wuthisuthmethavee
et al., 2000), sin embargo, cuando las especies estdn estrechamente relacionadas son

dificiles de distinguirlas morfoldgicamente.

Una nueva generacion de marcadores genéticos, son los llamados marcadores
moleculares o marcadores basados en variacion en el ADN, los cuales se basan en la

informacion genética, la que es constante en cualquier parte del animal y en cualquier
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etapa del desarrollo. Se define como marcador molecular a toda variabilidad de

naturaleza genomica que puede o no estar asociada con la variabilidad de algun

parametro fenotipico.

1.4. TECNICAS MOLECULARES PARA DETECTAR POLIMORFISMO DE

ADN

Técnicas moleculares (tales como PCR, seguido por electroforesis) pueden ser usadas

para la identificacion de diferentes alelos, producto del polimorfismo de ADN.

1.4.1. LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa inventada por Kary B. Mullis (1985), permite
hacer millones de copias a partir de una muestra simple de ADN. En los ultimos afios,
ésta técnica que permite amplificar un fragmento especifico de ADN in vitro ha sido
uno de los avances con mayor impacto, tanto en investigacion basica como en

ingenieria genética.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) amplifica una region especifica del
ADN utilizando dos oligonucledtidos o partidores con las siguientes caracteristicas:

1) flanquean el fragmento de ADN que se quiere amplificar; 2) hibridan en hebras
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opuestas de la secuencia blanco y 3) se orientan de manera tal que la sintesis de ADN

ocurre en la regién comprendida entre los dos partidores.

Un proceso de PCR consta de tres pasos: Primero, el ADN genémico que contiene la
secuencia que va a ser amplificada se desnaturaliza por el calor y se paralizan todas
las reacciones enzimaticas. Luego se contintia con el alineamiento: el ADN
desnaturalizado se hibrida con un exceso de “primers sintéticos” debido a que los
primers se estan moviendo, causado por el movimiento Browniano y finalmente se
realiza la extension donde se mantiene la temperatura a 72 °C para que ocurra la
reaccién de polimerizacion del ADN. Estos ciclos se repiten 25 a 45 veces,
produciendo una gran cantidad de moléculas, la mayoria de las cuales contienen los
partidores en sus extremos y son del mismo tamafio. Todo este proceso esta

completamente automatizado en un aparato llamado termociclador.

En la reaccién se utiliza la ADN polimerasa Taq, producida por la bacteria termofilica
Thermus aquaticus, para la etapa de extension. Como esta enzima es estable a altas
temperaturas (sobre 95 °C) no se inactiva en la etapa de desnaturalizacion, y se agrega
una sola vez al iniciar la PCR. Ademas esto permite que la sintesis de ADN se realice
a altas temperatura (72 °C) lo que aumenta la especificidad del producto de PCR
amplificado, ya que se minimiza la polimerizacion desde los partidores que estan mal

apareados con el templado (Kwiatowski ez al., 1991).

14




La gran ventaja de la PCR como herramienta diagnéstica es que permite amplificar
ADN que se encuentra en pequenas cantidades y se puede examinar una region
particular del genoma. Cuando se conoce la secuencia de un gen determinado se

pueden disefiar partidores que amplifican en forma especifica ese gen.

1.4.2. ELECTROFORESIS

En la década de los 50 la electroforesis comenzo a ser utilizada en estudios de
diversidad genética. En la actualidad es posible separar una mezcla de moléculas de

ADN de acuerdo a su tamafio mediante geles de agarosa o poliacrilamida.

Un gel es esencialmente una red de material gelatinoso en la que se carga el ADN. el
cual es sumergido en deposito conteniendo algun bufer y luego sometido a un campo
eléctrico. Como los fragmentos de ADN tienen carga negativa (por sus grupos
fosfatos), todos se mueven en la misma direccion al 4nodo, migrando mas

rapidamente los fragmentos mas pequefios.

Las moléculas de ADN separadas se pueden visualizar mediante su tincion con
bromuro de etidio, un colorante que se intercala entre las bases del ADN y que emite
fluorescencia cuando se irradia con luz ultravioleta. En geles de poliacrilamida. las

moléculas se observan facilmente después de ser tefiidas con nitrato de plata.




Para determinar el tamafio del fragmento de ADN de interés se carga en el mismo gel

una mezcla de fragmento de ADN de tamafio conocido (estandar), los cuales sirven

como referencia de peso molecular.

1.5. MARCADORES DE ADN PARA ANALISIS GENETICOS

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN que sirven de referencia para
seguir la transmision de un segmento de cromosoma de una generacion a otra. En un
sentido restringido, un marcador genético es una entidad genética que manifiesta
polimorfismo y se hereda en forma mendeliana. Estos marcadores ofrecen numerosas
ventajas sobre alternativas fenotipicas convencionales debido a que son estables v
detectables en todos los tejidos, ademas de que no son afectados por el medio

ambiente.

Actualmente los avances en genética molecular han incorporado nuevas técnicas de
naturaleza molecular y de mayor sensibilidad para detectar cambios en los genotipos
de los individuos, situacion que ha permitido grandes avances en estudios de: analisis
filogenéticos y taxondémicos, diferenciacion de individuos, cuantificacion de
variabilidad génica intra e interespecifica, mejoras genéticas, localizacion de genes de

resistencia a enfermedades, dispersion de especies y mapeos de genomas.
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La informacion que se consiga con los marcadores variara dependiendo del tipo de

marcador. La variacion genética detectada por estos marcadores puede ser usada para
manipular caracteristicas, evaluar diversidad genética (Féral et al., 2002) y para la

construccion de mapas.

1.5.1. TIPOS DE MARCADORES

Dos clases de loci (Tipo 1y tipo II; O’Brien, 1991) forman las bases para la
construccion de mapas genéticos dentro de la mayoria de las especies. Loci Tipo L.
son marcadores asociados con genes de funcién conocida (dentro del gen) tales como:
ESTs, intrones, Microsatélites-ESTs); mientras que los marcadores tipo II., estan
asociados con segmentos de ADN andnimos con funciones desconocidas (fuera del
gen). Bajo esta clasificacion, la mayorfa de los marcadores tipo I pueden ser

identificados durante el analisis de genes conocidos.

Los marcadores tipo I son importantes en estudios de poblaciones y tienen gran
utilidad en estudios de genomas comparativos, evolucion de genomas ¢
identificacion de genes. Entre los marcadores tipo II podemos mencionar: AFLPs.
RAPDs y microsatelites los mismos que son utiles en acuacultura genética para

estudios de diversidad genética y mas recientemente como marcadores genéticos

ligados a QTL.
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1.5.1.1. FRAGMENTOS DE RESTRICCION POLIMORFICOS (RFLP)

Técnica desarrollada a finales de los 70, permiten estudiar el genoma con una mayor
cobertura al incluir secuencias codificadoras y no codificadoras del ADN (exones ¢
intrones), lo cual permite detectar con mayor eficiencia cambios genéticos puntuales.

Las principales ventajas de los RFLPs radican en la presencia de un numero ilimitado
de ellos, no son afectados por el medio ambiente, y pueden ser evaluados en cualquier

etapa de desarrollo.

La técnica estd basada en la digestion del ADN total de un individuo con diferentes
enzimas de restriccién. Esta restriccion produce cantidades equimolares de
fragmentos para una molécula de ADN dada. Los fragmentos resultantes son
separados por electroforesis en geles de agarosa y transferidos por capilaridad a una
membrana de nylon (Southern Blot). Esta membrana es hibridada con una sonda
(radioactiva o no). El producto de la hibridacion es visualizado por medio de una

autoradiografia de rayos-X, de acuerdo al peso molecular de la banda.

Dentro de las principales desventajas de los RFLP estan la clonacion de las sondas,

deteccion de RFLP en las membranas y el uso de radioactividad; tareas consideradas

laboriosas, lentas y caras.
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1.5.1.2. POLIMORFISMO DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNP)

Los SNP (Single Nucleotide Polimorphism) son polimorfismos producidos por un
cambio nucleotidico unico, cuya frecuencia oscila entre 1 de cada 600 y de 1 de cada
1000 pb. La importancia de estos marcadores se ha visto magnificada a partir del
momento en que la descripcion de los microsatélites, cuya densidad es mucho menor.
ha resultado ser insuficiente cuando se trata de balizar una parte concreta del genoma

con un numero alto de marcadores.

La ventaja de los SNP es su facilidad de deteccion al ser loci dialélicos, por lo que el
uso de microarrays o microchips de ADN se estd generalizando, aumentando

drasticamente la velocidad de deteccion y el volumen de andlisis posible.

1.5.1.3. ADN POLIMORFICO AMPLIFICADO AL AZAR (RAPD)

Es una de las técnicas mas versatiles desde su desarrollo en el afio 1990 (Williams ez
al., 1990). Los marcadores de ADN polimérficos amplificados aleatoriamente o
RAPD (del inglés Randomly Amplified Polimorphic DNA) representan productos
amplificados por PCR utilizando ADN genémico y primers aleatorios. Se usa una
coleccién de decanucledtidos para amplificar dreas especificas distribuidas al azar por
<1 genoma. Su pequefiez y la baja temperatura de alineamiento (36 °C), aseguran que

- una a infinidad de secuencias en el genoma para conseguir amplificar muchos

19



fragmentos del ADN. Como los primers son aleatorios no se conocen los tamafos

especificos de los segmentos amplificados.

Las principales ventajas de esta técnica son la rapidez en la obtencion de resultados.
el costo, el no uso de radioactividad, menor inversion en equipos y la cantidad
reducida de ADN requerida. Sin embargo como desventaja aparece la inconsistencia
de los datos. Diferentes condiciones de laboratorios con pequeilas alteraciones en los
parametros de amplificacion, pueden dar origen a resultados diferentes. Esta
desventaja se puede reducir logrando un alto grado de estandarizacion de las
condiciones de reaccién y de amplificacion, usando un control interno para asegurar
la reproducibilidad de los productos de la amplificacion, ademas del registro de las

bandas nitidas y consistentes.

Esta técnica ha sido utilizada en camarones para la deteccion de marcadores ligados a
resistencia en IHHNV en Litopenaeus stylirostris (Hizer et al., 2002). Garcia ef al..

(1995) la empled en P. monodon 'y en P. vannamei en 1996.

1.5.1.4. POLIMORFISMO DE CONFORMACIONES MONOCATENARIAS

(SSCP)

Técnica descrita en 1989 para la deteccion de ADN de cadena simple. Esta técnica se
basa en el analisis del polimorfismo a través de las diferencias conformacionales de

fragmentos del DNA monocatenario, debido a mutaciones nucleotidicas. Para
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detectarlos se procede a la amplificacion del fragmento diana y su posterior

desnaturalizacion.

Las distintas conformaciones son detectables con un cambio de movilidad en geles de
poliacrilamida no desnaturalizante. Es especialmente util cuando las reacciones de
PCR producen bandas de ADN de gran tamafio o bien bandas de tamafio muy
proximo. Puede llegar a distinguir cambios de pocos nucleotidos con una secuencia

de mas de 1 Kpb.

1.5.1.5. SITIOS ETIQUETADOS POR LA EXPRESION (EST)

Técnica descrita en 1991. Su particularidad proviene del hecho que los
oligonucleétidos se han deducido a partir de cADN parcial o completamente
secuenciado. Curiosamente el polimorfismo solo se observa claramente cuando los
fragmentos amplificados se cortan con enzimas de restriccion lo que hace que el
método sea costoso en tiempo y dinero. Los ESTs pueden ser usados para analizar
funcion, expresion y estructura del gen, como también pueden ser usados para

comprender la composicion cromosomal, organizacion y estructura del genoma.
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1.5.1.6. FRAGMENTOS POLIMORFICOS DE ADN AMPLIFICADOS

(AFLP)

Técnica basada en el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
desarrollada por Vos et al., (1995). En esta técnica se combinan los principios de los
RFLP y PCR, donde una submuestra de fragmentos producidos por la restriccion del

ADN bajo estudio son amplificados selectivamente en cascada.

Los AFLPs usan como partidores oligonucleotidos complementarios a las secuencias
que han sido ligadas a cada extremo del ADN digerido. El polimorfismo es detectado
por la presencia o ausencia de fragmentos y son normalmente, al igual que RAPD. de
herencia dominante. Con esta técnica se puede detectar una variacion considerable del
genoma, lo cual se refleja en el nimero de productos amplificados con una sola

combinacion de partidores.

La eficiencia en detectar polimorfismo puede ser varias veces mayor que la obtenida
con RAPD y RFLP. Esta metodologia ha sido usada en diversas especies para mapeo
genético, tales como: P. vannamei (Erazo, 2002); Ictalurus punctatus (Liu et al..

2003) entre otras.

El procedimiento comienza con la digestion del ADN genomico de los individuos con
enzimas de restricciéon que reconocen 4 y 6 bases de reconocimiento, lo cual genera

fragmentos de tamafio preferentemente pequefio. Luego se ligan adaptadores de
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secuencia conocida a cada extremo y para el proceso de amplificacion se usan
partidores complementarios a estos adaptadores, manteniendo el sitio de restriccion
mas un cierto nimero de nucledtidos (3 generalmente) que deben agregarse al

extremo 3°.

Finalmente, el proceso implica dos alternativas de deteccion de las bandas, la primera
es la marcaciéon radioactiva de los productos amplificados en la ultima etapa de
amplificacion, su separacion en geles de poliacrilamida, secado del gel y su
visualizacion en autoradiografias. La segunda alternativa usa la tincion directa del gel

con nitrato de plata.

1.6. MICROSATELITES

Los Microsatélites alternativamente conocidos como Simple Sequence Repeats
(SSRs), Short Tamden Repeats (STRs) o Simple Sequence Length Polimorphism
(SSLPs), son regiones cortas de ADN con numeros variables de repeticiones en

tandem, flanqueadas por una secuencia unica (Figura 1).

Se los encuentra presentes tantos en regiones codificantes como en regiones no
codificantes y son usualmente caracterizados por un alto grado de polimorfismo. El
origen de tal polimorfismo es atin tema de debate, aunque parece ser debido a eventos

de “slippage” durante la replicacion del ADN (Schlotterer y Tautz, 1992).
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Figura 1. Esquema de un microsatélite (Tomado de Aspectos de Genética Molecular)

Mediante los microsatélites se puede medir la diversidad entre genotipos
amplificando mediante PCR la region del ADN genémico que contiene estas
secuencias repetidas. Los Microsatélites son buenos marcadores genéticos porque
cada uno tiene diversos “alelos”. Un alelo es definido por el nimero de repeticiones
que esta en la misma localizacion. Con muchos alelos, la mayoria de los individuos

son heterocigotos.

Con la reaccion de PCR, que utiliza las secuencias Unicas cualquier lado de las
secuencias de la repeticion como sitios obligatorios superelegantes, el ADN del

microsatélite puede ser amplificada especificamente.

Los alelos, los portadores individuales en los loci de un microsatélite del detalle, se
pueden entonces determinar teniendo acceso al tamafio del fragmento amplificado
con electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida y visualizados

radioactivamente o por tincién con nitrato de plata. En camarones esta técnica se
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utilizé para la identificacion individual y correlacion con el crecimiento en P.

vannamei (Zhinaula, 2002).

1.6.1. AISLAMIENTO DE MICROSATELITES

Para aislar microsatélites primero se digiere el ADN con enzimas de restriccion y se
obtienen fragmentos pequefios, luego cada uno de estos fragmentos es incorporado a
un vector, que puede ser un plasmido o un phago, estos vectores son introducidos en

bacterias que son sembradas en medios especiales.

Con una sonda se identifican las colonias que llevan el vector que ha incorporado el
fragmento correspondiente al microsatélite. Se realiza el reaislamiento del vector, y

se secuencia el fragmento incorporado.

A partir de estos datos se elaboran primers con la secuencia flanqueante del
microsatélite. Estos primers sirven para amplificar un fragmento por PCR y se estudia

]a variabilidad que presenta el microsatélite en los diferentes individuos.

En el caso de camarones penaeidos, marcadores microsatélites han sido aislados de P.
vannamei (Garcia et al., 1996), P. setiferus (Ball et al., 1998) y Penaeus monodon

(Xu et al., 1999).
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1.6.2. UTILIDADES DE LOS MICROSATELITES

El uso de microsatélites ha ido aumentando mediante la produccion de bibliotecas de
partidores y la secuenciaciéon automatica fluorescente que permiten el disefio de los
partidores que rodean los microsatélites. Mediante los microsatélites se puede medir
la diversidad entre genotipos, amplificando mediante PCR la region del ADN

gendmico que contiene estas secuencias repetidas.

Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias
ventajas como: codominancia (se puede diferenciar los individuos homocigotos de los
heterocigotos), multialelismo y alta heterocigosidad (Borrell et al., 2003; Liu y

Cordes., 2004).

El alto nivel de polimorfismo que detecta permite una discriminacion precisa entre
individuos altamente emparentados. Ademas de ser altamente polimorficos (Figura
2.), los microsatélites usan cantidades minimas de ADN, lo que los hace marcadores

ideales para diferentes estudios genéticos.

Debido a su gran variabilidad, éstos pueden emplearse para la discriminacion de
poblaciones donde otros métodos han fallado para detectar cualquier diferencia
genética. Ademas de monitorear la variabilidad genética, (Wolfus et al., 1997; Bierne
et al., 2000), los microsatélites permiten determinar el pedigri (Herbinger er al.,

1995).
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Figura 2. Diagrama que muestra el polimorfismo de los microsatélites debido a las
diferencias en su longitud. En un individuo diploide, el cromosoma A contiene el
alelo (ACC)8, mientras que el cromosoma A’ en el locus homdlogo presenta el alelo
(ACC)6. Mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando
iniciadores disefiados en las regiones flanqueantes, los alelos son amplificados. para
luego ser separados mediante una corrida electroforética. El diagrama muestra el
patron de bandas que deben determinar tanto los homocigotos como el heterocigoto

para los mencionados alelos.
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Una de las desventajas de los microsatélites es el tiempo y costo involucrado en el
proceso del disefio de cada partidor, sin embargo existe la posibilidad de usar los
mismos partidores en mas de una especie. Esto es debido, a que existe un grado de

conservacion de los microsatélites entre genomas de especies tan distantes.

1.6.3. CLASIFICACION DE LOS MICROSATELITES

Chambers y MacAvoy (2000) proponen que los términos puro (o perfecto).
compuesto y complejo se utilice para especificar que uno, dos o mds tipos de
motivos, respectivamente, se encuentran presentes a lo largo de un locus microsatélite
dado, y que el término interrumpido (o imperfecto) como un descriptor jerarquico
adicional que implica una o mas unidades no repetitivas en el interior de los

microsatélites. La Tabla I muestra la clasificacion de los microsatélites.

Tabla 1. Clasificacion de los microsatélites de acuerdo a las diferencias en motivos

Microsatélite Ejemplo

SSR Puro (ACC)9

SSR Interrumpido puro (ACC)6 (TG) (ACC)7

SSR Compuesto (ACCO)S (TTG)9

SSR Interrumpido compuesto  (ACC)8 (TG) (ACC)5 (GA) (TTA)6

SSR Complejo (ACO)8 (TG) (GA)1 2 (TTA)5 (GC) (TTA) 4) 3

Fuente: Chambers y MacAvoy (2000)
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1.6.4. LIMITACIONES DE LOS MICROSATELITES

La unica limitacion significante de los microsatélites puede ser la inversion inicial de
recursos economicos y la experiencia técnica requerida para el clonamiento y
secuenciamiento de los loci SSR. Por otro lado, limitaciones con menor frecuencia o
efecto, se darian en el caso que mutaciones, ocurridas en el sitio de apareamiento de

los iniciadores, tendrian como resultado alelos nulos.

Otra limitacion es la presencia de “bandas tartamudas™. Estas se encuentran
frecuentemente asociadas con la amplificacién de ADN repetitivo como es el caso los
microsatélites. Las “bandas tartamudas” son productos de la amplificacion por PCR
que difieren en una unidad de repeticion con respecto a la longitud del alelo original.
La ocurrencia de estos artefactos dificulta la lectura de los geles, e inclusive,
repetidamente son confundidos como alelos, complicando el analisis genotipico. Sin
embargo estas consideraciones no han desalentado a muchos investigadores quienes
han convertido a los microsatélites en una herramienta muy popular (Chambers y

MacAvoy 2000).

Una vez que las secuencias de los iniciadores son disefiadas y publicadas, el analisis
de los loci microsatélites serd practico para cualquier laboratorio capaz de realizar las
técnicas de PCR y electroforesis. El desarrollo inicial de los microsatélites puede ser
simplificado utilizando técnicas més avanzadas como el uso de librerias enriquecidas

para uno 0 mas motivos.
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El ahorro en tiempo y recursos puede ser mejorado desarrollando el llamado “PCR

multiplex”, el cual permite la amplificacion y la recoleccion de datos simultaneos de
multiples loci SSR con una sola muestra de ADN en una simple reaccion de PCR en

una sola linea del gel de electroforesis (Brown et al., 1996).

1.7. FACTORES DE ERRORES DE LOS MICROSATELITES

Algunos factores pueden disminuir el poder y la sensibilidad de los microsatélites
como marcadores de eleccién o pueden ser fuente de error que disminuya la utilidad
en los estudios genéticos (Lehmann er al., 1996; Sakamoto et al., 2000). Los dos

factores principales son los alelos nulos y la homoplasia.

1.7.1. ALELOS NULOS

Se habla de alelos nulos cuando un alelo no puede ser amplificado debido a una
mutacion en el punto de hibridaciéon en el cebador. Ese alelo no amplifica y el
individuo es catalogado como homocigoto. La existencia de alelos nulos es

especialmente dificil de detectar cuando su frecuencia es baja.

En caso de identificacion de paternidades, cabe sospechar la presencia de alelos nulos
cuando todos los marcadores apuntan a un progenitor homocigoto para el marcador

excluyente, y que el descendiente sea también homocigoto para ese marcador, con el
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alelo maternal. Un alelo nulo no puede conllevar a excluir a estos animales como

posibles progenitores en un analisis de paternidad y, ademas, desviar las estimaciones

de las frecuencias alélicas en poblaciones.

Para solucionar el problema de los alelos nulos se pueden disefiar cebadores
alternativos fuera del punto de mutacién y volver a analizar a los individuos
clasificados como homocigotos, auque la forma mas usual de verificarlos es estudiar
la descendencia de un cruzamiento entre el genotipo de un supuesto alelo nulo
(genotipo incégnito) y otro que sea heterocigoto, si en la progenie se obtiene una
mezcla de porcentajes iguales de dos heterocigotos, el genotipo incognito era
efectivamente homocigoto, pero si ademas de estos heterocigotos (ahora reducido a
un 25% cada uno) se encuentran otros dos grupos de segregantes, cada uno también
con un 25% de “homocigotos” (nulos verdaderos), entonces se confirmaria la

presencia del alelo nulo en el progenitor testeado.

1.7.2. HOMOPLASIA

Homoplasia es el hecho de que dos alelos tengan el mismo tamafio pero no debido a
que sean idénticos, sino a que los tomamos como idénticos por tener el mismo
tamafio, pero existen diferencias en su estructura, inserciones de una parte y
delecciones de otra, cambios de bases o variaciones en la region flanqueante

(Blankenship et al., 2002). Este es un tipo de polimorfismo que se puede detectar
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{inicamente por secuenciacién, y nos puede pasar inadvertido en caso de analizar a

nuestros animales mediante amplificaciéon por PCR y electroforesis para asignar

tamafios.

La homoplasia en los test de paternidad y parentesco nos puede hacer atribuir una
relacion cuando no la hay o viceversa. También puede ser fuente de error en estudios
poblacionales o de evolucion, porque la tasa de mutacion de los microsatélites esta
relacionada en forma compleja con el tamafio y composicion del alelo, y. por
ejemplo, los alelos interrumpidos o compuestos conllevan con mas frecuencia a

casos de homoplasia.

1.8. GRUPOS DE LIGAMIENTOS

Un grupo de ligamiento se define bioloégicamente como un grupo de genes con sus
loci localizados en el mismo cromosoma. Un grupo de ligamiento estadisticamente se

define como un grupo de loci agrupados de acuerdo a un criterio estadistico.

El grupo de ligamiento estadistico puede diferir del grupo de ligamiento biologico, ya
que genes del mismo cromosoma pueden agruparse en diferentes grupos de
ligamiento basados en diferentes criterios estadisticos porque puede no observarse

genes de un segmento grande de cromosoma.
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2. DETERMINACION DE UN MAPA GENETICO DE
LIGAMIENTO

Las actividades correspondientes al desarrollo del presente trabajo se llevaron a cabo
en el laboratorio de genética molecular bajo la direccién y supervision del M.Sc.
Franklin Pérez, en el Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
“M.Sc. Edgar Arellano M.” (CENAIM) ubicado en San Pedro - Manglaralto,

provincia del Guayas.

Este Centro cuenta con diferentes dreas en la que se llevan a cabo diversas actividades
relacionadas con la investigacion cientifica, asi como actividades propias de la
acuicultura. Ademas, brinda a los estudiantes la oportunidad de realizar pasantias y

tesis, lo cual contribuye a su formacién académica y profesional.

Los materiales y equipos para el desarrollo de la presente tesis estuvieron disponibles
en CENAIM en los laboratorios de: genética molecular, biologia molecular.
inmunologia y sala de cémputo. El material bioldgico se encontro en el area de

larvicultura y en las piscinas de la estacion experimental “Palmar”.

(9)
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2.1. REFERENCIA FAMILIAR

El mapa de ligamiento fue construido con los genotipos de 88 individuos
correspondiente a la progenie de dos parentales de P. vannamei, provenientes del
laboratorio de larvicultura con esquema de domesticacion y generados por

inseminacion artificial.

Los nauplios obtenidos de los respectivos cruces fueron cultivados en las
instalaciones del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
(CENAIM), en tanques de 1 tonelada métrica, con aireacién permanente. Cuando
alcanzaron un peso promedio de 2.09 g, fueron transferidos a la Estacion
Experimental ubicada en Palmar donde fueron mantenidos hasta el momento de la

cosecha. Luego fueron trasladados hasta el laboratorio para su posterior analisis.

2.2. MANEJO DEL EXPERIMENTO

Para la elaboracién del mapa genético, fueron necesarios dos parentales
genéticamente diferentes y su progenie obtenida a partir del cruzamiento controlado
entre los dos parentales. En nuestro caso contamos con dos parentales de P. vannamei

y 88 individuos de su progenie.



El siguiente paso fue la extraccion del ADN de cada individuo a partir de las

branquias de los camarones y luego la purificacion del material genético. Una vez
extraido y purificado el ADN, se evaluaron los marcadores moleculares con los

cuales se construyo6 el mapa.

Un mapa genético bien surtido de marcadores moleculares es una herramienta util
para identificar genes responsables de caracteres de interés, para su construccion se
utilizé la técnica microsatélite, con la que se obtuvo diferencia entre individuos,

ademas de ser repetible.

Con cada marcador se marcaron los genotipos parentales y los de la generacion. Se
observé la frecuencia con que aparecieron en la progenie y en uno u otro parental y de

ese modo se pudo estimar el modelo de segregacion Mendeliana.

Las muestras de ADN de los parentales fueron corridos paralelamente juntos con la
progenie para cada uno de los loci y fueron usados solamente para determinar el

modelo de segregacion y los genotipos asi como para la deteccion de alelos nulos.

Los programas informaticos utilizados en el tratamiento de los datos fueron Microsoft

Office Excel, Microsoft Office Access, Adobe Photoshop 7.0, Gene Profiler 4.05

Scanalytics y JoinMap 3.0.
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2.2.1. EXTRACCION DE ADN

Inicialmente se realizé la extraccion de ADN de 100 individuos con un peso
promedio de 0.12 g, con la que se evalud la calidad de ADN. Una segunda extraccion
se usO para determinar segregacion y evaluar polimorfismos de nuevos primers.
ensayando un numero maximo de marcadores. Posteriormente, debido al pequefio
volumen de muestra de ADN disponible de cada individuo se realizé una tercera
extraccion de ADN, la misma que se efectué cuando los camarones alcanzaron un
peso y longitud promedio de 15.8 g. y 13.2 cm. respectivamente (Anexo 1), y fue
utilizada para confirmar la segregacion, genotipeando todos los loci. El mapa

obtenido en este estudio esta basado en la tercera extraccion.

Las muestras de tejido de los parentales fueron extraidas del musculo de los
camarones (preservados en etanol), mientras que las correspondientes a la progenie

fueron extirpadas de las branquias de los individuos (en estado fresco).

Para su procesamiento se las coloco en tubos eppendorf conteniendo 4 ul de

proteinasa K [(Promega) (20 mg/mL)] y 500 pL de tampon CTAB y el ADN fue
aislado. Luego de agitarlas brevemente en el vortex, las muestras fueron incubadas en
bafio Maria a 66 °C durante toda la noche (8 horas). El ADN fue extraido una vez con
fenol-cloroformo y una vez con fenol. EI ADN fue precipitado con isopropanol
helado, luego se guardaron las muestras a —20 °C durante dos horas, luego se lavo el

ADN con etanol helado al 70 %. (Para extraer, precipitar y lavar el ADN. las
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muestras fueron centrifugadas a 14 000 rpm durante 5 minutos, en centrifuga
refrigerada), secado al ambiente y resuspendido en buffer TE (10 mM Tris-HCL. 1
mM EDTA, pH 8). Se empled el método CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide), descrito por Shahjahan er al., (1995) con algunas modificaciones (Anexo

2).

2.2.2. PURIFICACION CON RESINA

Para trabajar con ADN de optima calidad, se procedio a purificar el ADN (Anexo3).

utilizando el protocolo de purificacion con resina descrito por Promega (Wizard®

PCR Preps DNA Purification System. Cat. # A7170).

A los 100 pL de muestras de ADN se les agregé 1 mL de resina, se las agitd en el
vortex por un tiempo corto, se tom¢ la muestra con una jeringuilla de insulina y se la
colocé en filtro. Para lavar el ADN se agregé 2 mL de etanol al 80 % (o isopropanol)
y se centrifugaron por 2 min. a 10 000 rpm (tubo sin tapa y filtro), luego fueron
secados al ambiente por 5 min. Se colocaron los filtros en tubos nuevos agregandose

50 pL de agua milliQ (esterilizada a 68 °C desde el bafo Maria).

Las muestras fueron incubadas durante dos minutos a temperatura ambiente y
finalmente fueron centrifugadas a 12 000 rpm durante 1 minuto para que se

desprendiera el ADN.



2.2.3. CUANTIFICACION DE ADN

La concentracion de ADN fue determinada por espectofotometria con un equipo
(Biophotometer Gene Quant, PHARMACIA) utilizando una dilucion 1/20 para la

lectura valorando un ratio de 170 a 185 nm.

Inicialmente la concentracién del ADN por muestra fue estandarizada en 100 ng/pL.

en las posteriores extracciones, el ADN de cada muestra se estandarizo en 80 ng/pL
y se transfiri6 a una microplaca (ver anexo 1), permaneciendo almacenado el

producto hasta el momento de usarlas para las reacciones de PCR.

El remanente del producto extraido fue conservado en tampon 1X'y almacenado en

tubos eppendorf para centrifuga a -20 °C.

2.2.4. EVALUACION DE MARCADORES

Un total de 56 primers de microsatélites polimorficos desarrollados en CENAIM
fueron genotipeados en el set de mapeo. Adicionalmente 44 primers microsatélites
basados en secuencias EST desarrollados por Meehan e al., (2003), mas un set de 22
intrones ricos en secuencias de microsatélites, resultados de parte de una tesis de
maestria (Ortiz, 2004) y que presentaron marcadores polimorficos fueron
genotipeados en el set completo (Tabla III). Todos los juegos de primers
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correspondientes a EST-SSRs fueron fabricados en Estados Unidos (Texas Midland
Reagents, Tx.). Adicionalmente 62 juegos de primers también dirigidos a SSR-ESTs
y 173 juegos correspondientes a secuencias intrénicas putativas, producto de la
comparaciéon con el genomio de D. melanogaster, fueron elaborados en Taiwan

(Bioneer Corporation Inc).

2.2.5. GENOTIPEADO

Todos los marcadores fueron amplificados bajo condiciones estandar del laboratorio
siguiendo el protocolo de PCR tipo Towch Down. (Don et al., 1991). Los productos
amplificados se separaron en geles de policriamida de diferentes densidades de

acuerdo al tamaifio del primer empleado (ver Tabla II).

Cada mezcla de reaccion contenia (concentraciones finales) 494.1 pL de H»O. 60.8
uL de tampén de PCR 10 X buffer, 24.3 pL de MgCly, 12.2 uL de cada dNTPs, 6.1
uL de partidores (directo y reverso) y 4.9 uL de Taq polimerasa en 608 uL de

volumen final. (Tabla III).

Se usaron dos termocicladores: PTC 200 MJ Research, Techne Genius y Ericom
Delta Cycle 1. con el siguiente programa de amplificacion: desnaturalizacion inicial a
94 °C por 3 minutos, 12 ciclos de amplificacion partiendo de 55 °C por 30 segundos,

bajando 1 °C por ciclo hasta alcanzar los 43 °C para el annealing, elongacion de las
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cadenas por 1 minuto a 72 °C y denaturacion a 92 °C. Las muestras amplificadas

fueron mantenidas en refrigeracion antes de proceder a su separacion y visualizacion.

Tabla I1L. Concentraciones y cantidades de los reactivos utilizados para PCR

. Concentracion Concentracion Volumen por
Reactivo .. .
Inicial Final muestra

H,O 6,18 ul
PCR —Tampon 10X 1 X 0,80 ul
Mg Cl, 25 uM 1,0a2,5 uM Variable
dNTPs 10 uM 0,25 uM 0,16 ul
Iniciador — F 40 uM 0,4 uM 0,08 ul
Iniciador — R 40 uM 0,4 uM 0,08 pl
TAQ 5U0/ul 1U/ul 0,06 ul
Muestra 1,00 pl
Total 9l

(Protocolo para amplificacion de microsatélites optimizados en CENAIM)

2.2.6. ELECTROFORESIS

La visualizacién de los segmentos se la realizo por medio de electroforesis en geles
de poliacrilamida no denaturante,) al 4, 6 y 8 %, segtin lo descrito por Sambrock e7 al.
(1989). Los geles fueron fundidos en placas de vidrio, con espaciadores de 1 mm y

polimerizados por 1 hora. Se utilizo: acrilamida y bisacrilamida en una proporcion
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29:1; TAE 1 X (40 mM Tris base, 20 mM acido acético, | mM EDTA); Persulfato de
amonio (10 %) y TEMED (Anexo 5). El volumen total de cada muestra amplificada
se mezclo con 1,2 pL de tampon de carga 6X (azul de bromofenol 0.25 %, xilene-
cyanol 0.25 % y 30 % de glicerol). De esta mezcla se tom6 1,5 uL y se deposito en

los geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

Un total de 96 muestras fueron cargadas en cada gel, correspondiente a los parentales
por duplicado (inicio y final) y a 92 hijos (figura 3). Se utilizd como estandares pesos

moleculares “100, 25 y 100+25 bp (pares de bases) DNA ladder de Promega®.

Figura 3.- Equipos de electroforesis vertical con geles de poliacrilamida cargadas con

muestras correspondientes a los parentales 'y la progenie.

Para la corrida de los geles se utilizaron dos equipos de secuenciacion manual,
modelo S2 de Life Technologies Gibcco BRL y modelo S3S Owel con un tamafio de

gel de 33 x 41,3 ecm y 35 x 45 cm respectivamente. Ademas se utilizaron dos camaras
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de electroforesis de corrido vertical BIO RAD de Sequencing-Gen® GT. Sequencing
Cell. Las bandejas inferiores se llenaron con tampon TBE 1 X, mientras que las
superiores se llenaron con TBE 0,5 X. La corrida electroforética se realizé a 400

voltios, verificandose una corriente inicial de 600 voltios durante 30 minutos.

2.2.7. TINCION DE PLATA

Inicialmente se utilizaron geles delgados (0,4mm), empleando la metodologia de
Beidler e al., (1982) para la tincion (Tabla IV). Después de tefiir los geles, se
mantuvieron a temperatura ambiente por un lapso de 30 minutos. Luego fueron

fotografiados para su posterior analisis.

Tabla IV. Protocolo para tincion de geles delgados 0,4 mm (Beidler e al., 1982)

Paso Reactivos Duracion

Fijacion 10 %’Etanol 400 mL

(4 L de solucion) 1 % Acido Acético 40 mL 10 Minutos
dd H,O

Enjuague H,O desionizada 4L 1 Minuto

Enjuague 1,5 % Acido Nitrico 86 mL 3 Minutos

Ejuague H,O desionizada 4L 1 Minuto

Impregnacion (0,2 % AgNO3) 9¢/4L 20 Minutos

Enjuague H,0 desionizada 4L 30 Segundos

Revelado 30 g/ COsNa2 4-7 Minutos

0,54 mL /1 formaldehido 37 %
- - (810 uL/1,5 L)
Fuente: Beidler ef al., 1982
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Luego de aproximadamente 8 horas de migraciéon de las moléculas en los geles. se

procedio a la tincion de las bandas de ADN con nitrato de plata, de acuerdo al
protocolo modificado de Dinesh et al., 1995 (Tabla V), el que consistié en fijar el gel
en alcohol etilico y 4cido acético, luego se impregno con solucién de nitrato de plata,
después se realizé un enjuague con agua desionizada, posteriormente se reveld con
hidréxido de sodio y formaldehido. La parada de la tincion se la realizo empleando

carbonato de sodio.

Cada una de las soluciones de tinciones se prepar6 en un volumen de 4 L empleando
quimicos de grado analitico. Estas soluciones sirvieron para teflir 16 geles en
promedio. La solucion de fijacion fue usada al menos tres veces mientras que las

soluciones de revelado y parada fueron utilizadas al menos 10 veces.

Tabla V.- Reactivos utilizados para la tincion de plata en geles de poliacrilamida

PASO SOLUCION TIEMPO
Fijacion 10 % Etanol + 5 % Acido Acético 15 minutos
Impregnacion 0.011 M de Nitrato de Plata 25 minutos
Lavado Agua desionizada 1 minuto
Revelado 0.75 M de NaOH + 0.085 M de formaldehido 7 minutos
Finalizacion 0.07 M de Carbonato de Sodio 5 minutos

Fuente: Dinesh ef al. 1995

La solucién de nitrato de plata fue usada al menos 8 veces sin pérdida de sensibilidad.
Las soluciones fueron almacenadas hasta su posterior uso, en botellas dambar y

mantenidas a temperatura ambiente.
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2.2.8. DOCUMENTACION

Para fines de documentacion y andlisis, los geles fueron fotografiados sobre una caja
de luz blanca, utilizando una camara digital Olympus Camedia C-5000 ZOM de alto
rendimiento y almacenados en un computador IBM en un archivo Adobe Photoshop
7.0. Los archivos fueron modificados a formato Tiff monoescala para su transferencia

al software de andlisis Gene Profiler 4.05 Scanalytics.

2.3. ANALISIS GENETICOS

Con el proposito de evaluar los modelos de segregacion mendeliana en los 120
marcadores se llevaron a cabo una serie de chequeos preliminares. En el programa
computarizado Gene Profiler 4.05 Scanalytics, se realizaron analisis de los geles de

poliacrilamida para determinar el tamafio de bandas de los genotipos observados.

Los datos se importaron a una hoja de Excel, reemplazando los valores por letras para
la codificacion, empleando el codigo descrito por Van Ooijen, J. W. & R.E. Voorrips.
2001. Para comprobar la concordancia de una segregacion mendeliana se realizé una

prueba de Chi cuadrado para cada marcador, empleando la siguiente formula:

>(O-E)’

X:
E

Donde X2 (Chi cuadrado), O (datos observados) y E (datos esperados)
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Informacion de marcadores segregando en forma mendeliana fueron importados a una
base de datos en Microsoft Office Access, usando macros con Microsoft Office
Excel, para ser ingresados al programa computarizado JoinMap y realizar la

construccion del mapa.

2.3.1. ANALISIS DE LOS GELES

Con el software para analisis de imagen, Gene Profiler 4.05 Scanalytics, se determino
el perfil molecular de bandas de ADN para cada individuo (parentales y progenie), tal

como se muestra en la Figura 4.

&%t‘" u«w&»miﬁ#&%“%ﬁ’*“w‘

e =

Figura 4. Perfil molecular de bandas de un microsatélite

Todas las muestras se corrieron junto a una secuencia conocida para determinar el
tamafio de las bandas. El criterio usado para determinar el tamafio de las mismas fue

localizar las bandas bien definidas, aun cuando estas presentaron menor intensidad.

En algunas muestras, un solo set de bandas representd un solo alelo o un estado

homocigoto. Genotipos homocigotos — (aparentemente alelos nulos) fueron
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amplificados y analizados otra vez para verificar la ausencia de un alelo amplificable.

Los geles fueron examinados visualmente antes de realizar el analisis computarizado.

Cuando los genotipos no presentaron un perfil definido, los productos de PCR se
cargaron nuevamente en el gel y se volvieron a analizar. Si no pudieron ser resueltos

se los excluy6 para el analisis.

2.3.2. EVALUACION PARA VERIFICAR SEGREGACION MENDELIANA

Para evaluar la hipotesis de segregacion, se utilizaron pruebas de Chi cuadrado ()
sugeridos para los genotipos parentales correspondientes a las relaciones 1:1, 1:2:1y
1:1:1:1. Los marcadores que demostraron segregacion mendeliana de acuerdo a los

genotipos parentales fueron considerados para mapeo en el set familiar completo.

Los genotipos de los padres y la progenie fueron analizados independientemente para
cada marcador. Para determinar los genotipos de la progenie, los alelos fueron

analizados basados en el bandeo que presentaron los parentales.

Posteriormente, los alelos de la madre y del padre fueron separados de la progenie, al
igual que los genotipos de los individuos que no correspondieron a la familia.
Adicionalmente se hizo un ordenamiento de los datos de acuerdo a los alelos

obtenidos para cada tipo de marcador analizado.
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2.3.3. ANALISIS DE LIGAMIENTO

El analisis de ligamiento para todos los marcadores del set de mapeo fueron
realizados usando JoinMap 3.0 (Van Ooijen, J. W. & R.E. Voorrips, 2001) y los
grupos de ligamento fueron disefiados con los individuos correspondientes a la
progenie. Los datos de los genotipos correspondientes a cada locus fueron
transferidos al programa antes mencionado, y codificados de acuerdo al formato CP

(Cross-pollination), indicado en las Tablas VIy VIL

Tabla V1. Codigos del genotipo para una poblacion CP, dependiendo del tipo de

segregacion del locus

Tipo de seg. Posibles genotipos

<abxcd> ac, ad, be, bd, - (ninguna dominacion permitida)
<efxeg> e, ef, eg, fg, -- (ninguna dominacion permitida)
<hkxhk> hh, hk, Kk, h-, k-, --

<ImxI1> 11, Im, -

<nnxnp> nn, np, ==

Cada letra de “a” hasta “p” representa un alelo distinto
“.” significa alelo desconocido
“h- y “k-" son genotipos dominantes

“h- significa hh o hk, y

“k-" significa kk o hk

Fuente: Van Ooijen, J. W. & R.E. Voorrips, 2001
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Tabla VIL Tipo de codigos de segregacion para poblacion tipo CP

Codigo Descripcion

<abxcd> locus heterocigoto en ambos padres, cuatro alelos
<efxeg> locus heterocigoto en ambos padres, tres alelos
<hkxhk> locus heterocigoto en ambos padres, dos alelos
<ImxII> locus heterocigoto en un padre

<nnxnp> locus heterocigoto en otro padre

Fuente: Van Ooijen, J. W. & R.E. Voorrips, 2001

2.4. CONSTRUCCION DEL MAPA

Los marcadores fueron inicialmente asociados usando el comando “Create Groups for
Mapping”. El mapa fue calculado usando el comando “Calculate Maps™ y para el

mapa integrado se utiliz6 el comando “Combine Maps™.

La distancia del mapa en centiMorgan (¢cM) fue calculada usando la funcién de
mapeo de Kosambi, incluido en este software. Datos del mapa obtenidos asi como
representaciones graficas del mismo fueron transferidos a Paint y luego a Microsoft

Word para su elaboracion final.

wn
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3. ELABORACION DEL MAPA GENETICO

3.1. SEGREGACION DE MARCADORES

Todos los marcadores microsatélites descritos en la Tabla III fueron cribados para
detectar segregacion mendeliana en los padres y en la progenie. Para comprobar la

correspondencia entre ellos, se us6 muestras de ADN de los parentales por duplicado

(al inicio y al final de cada gel).

De los 120 microsatélites, 76 fueron informativos y estuvieron disponibles para el set
de mapeo, los otros 44 produjeron modelos de amplificacion en un modelo (Figura 5)

no esperado (monomorfico), por lo tanto, fueron descartados para el analisis de

ligamiento.

Figura 5. Modelo se segregacion monomorfico
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En este estudio los marcadores microsatélites segregaron en los modelos: 1:1:1:1 para
los genotipos <ab x cd>y <ef x eg> (23.7 % y10.5 9% respectivamente); 1:1 para los

genotipos <nn x np> y <Im x 1I> (27.6 %y 28.9 %), mientras que el modelo 1:2:1
correspondié al genotipo <hk x hk> (9.2 %) como se muestra en la Figura 6

(a,b.d,c.e,) y Tabla VIIL

T : i
- . . . ¥
- #
— = - = - =
- . = , t' . . - *
Figura 6a.- CNM402 <Im x 1>
g w i - >
;W W e
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Figura 6¢.- CNM791 <nn X np>
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Figura 6. Modelos de amplificaciones de microsatélites codificados de acuerdo al

formato CP. La muestra antepentltima corresponde a la hembra y la ultima

al macho.

La mayoria de los microsatélites produjo doble banda (4.2 %), aunque algunos loci
produjeron una sola banda (monomorficos, 10 %). En estos casos, estos fueron
descartados para la construccion del mapa, al igual que los microsatélites que
presentaron varias bandas con similar intensidad y que fueron considerados como
problemas asociados a PCR. Cabe indicar que también se incluyeron los pocos

microsatélites que presentaron alelos nulos. (Figuras 7y 8).
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Los loci que no amplificaron bajo condiciones estandares de laboratorio después de

dos intentos no fueron investigados mas.

Figura 8. Microsatélite en que se aprecia la presencia de alelos nulos para la hembra

Los genotipos correspondiente a la progenie la familia mapeada y codificados de
acuerdo al formato JoinMap estan dados en la Tabla IX. Para comprobar dicha
distorsién se hizo un test de chi cuadrado para los genotipos (Tabla X). Asi, la
distorsion (P<0.05) fue evidente para el 6.1 % (5/82) de los loci microsatélites

amplificados (CNM379, CNM398, CNM843, CNM852 y CNM21).

59



09

<[xuwij> ¥6.-INNO ¢S <poxge> 0EP-NNO  9¢

<duxuu> L6/-NND LS <[Xwi> 8L-NIND  G¢

<duxuu> GEOL-AND 9. <duxuu> Z8/-ANDO  0G <baxyo> 90¥7-WNNO  ¥¢C
<duxuu> 868-NNO 6. <[Xwj> L8/-INND 6V <[Xwi|> COP-AND  €¢
<duxuu> ¥88-NNO V. <duxuu> 08L-NNO 8% <poxge> ¥8e-NNO  CC
<AYPXHY> 8/8-NNDO ¢/ <duxuu> €9/.-NNDO LV <HAHUXHY> GGE-ANO  I¢C
<Baxjo> 9/8-NND ¢/ <poxqge> GG/-NND  9F <bBaxjo> ¥GE-INNO  0¢C
<duxuu> G/8-NNO L. <poxge> ¢v/-MNIND  GF YPAY> 8LL-INNO 6}
<[IXwi|> 1/8-AND 0. <poxge> LLLFAND v <duxuu> JGE-AND 8l
<duxuu> €98-NND 69 <AAYPY> 6/9-AINO &V <[IXwij> LYE-ANO LI
<poxqge> 0G8-WNO 89 <Boxjo> 899-AINO ¢V <poxge> B6EC-INNO 9l
<[IXw> 6¥8-NNDO 19 <poxge> 8G9-AND IV <[Xwij> /ZE-NNO Gl
<[IXwi> LP8-INND 99 <UPXHY> LG9-AND OV <duxuu> L¥Z-AND vl
<poxqe> ¢r8-ANO  G9 <[IXwj> 9G9-NNO  6€ <duxuu> 0LZ-ANO €l
<Boxyo> L¥8-NND V9 <duxuu> yP9-ANO 8¢ <poxge> L6L-IAND ¢l
<[Ixuwl> 0¥8-NNO €9 <AUYXHY> B6S9-NNO L€ <poxqe> LLLFAND L)
<duxuu> LE8-INNO 29 <[IXwi> 709-NNO  9€ <poxqge> 6GL-ANO Ol
<duxuu> 9€8-NNO L9 <[IXw|> 009-WNO  G€ <Boxyo> ZrL-INND 6
<duxuu> y€8-NNO 09 <Boxjo> LGG-NNO V€ <[Xwi> 9ZL-INND 8
<[IXwi> CE8-NND 69 <duxuu> €CG-INNO €€ <|IXW|> 90L-INND L
<bBaxjo> GL8-AND 89S <duxuu> 967-NNO  ¢€ <|IXwi> 00L-INND 9
<duxuu> 808-AND /S <poxge> y6v-NNO L€ <poxqge> €8-NND g
<poxge> GO8-NNO 99 <duxuu> 6GY-INNO  0€ <poxge> 18-NIND 14
<bBaxjo> €08-INNO  GS <poxqe> YrP-NNO 62 <duxuu> 9/-ININO €
<bBaxjo> CO08-NND  ¥§ <[IXwj> BEY-NNO  8C <duxuu> 89-IANO c
<[Xw|> L6L-NNO €S <DAUXAHY> LEV-NND  /LC <baxjo> L9-AIND L
uoioebalbag sJlawlid # ugloebaibag siawiid # uolioebaibag sJiawlid #

epeadetu eI[IWE) B] Ud SOPLZI[IIN SAIOPRIIBW SO] B sajuarpuodsariod sodnoudn) “XJ B[qeL




19

LLOEETOTL O LL6L0OL0O9S0 LSS 0¢
TLEEO0TLED [28807S9%°0 €Cs 6C
98697€€€1°0 78867£0TT0 96V 8¢
66016120 6¥L90L0ET0 Y61 LT
10¥8€LT68°0 r6TECTI6 0 6SY 9¢
ISLYILELTO 61STOEPLLD (4% o4
962190590 SIVICSIILO 6cy 144
STT66ES0T 0 GLT961979°0 LEY ¢C
7669€058C°0 €OLY9T86L 0 (1194 (44
6€€6ESILT0 69EY1€69€°0 81V 1C
* % 91y 0cC

% * [4%% 61
1L8L0O8SIE0 90908S10€°0 90v 81
6v7£062L 0 [1¥LO6TLLLO (4014 Ll
S11820100°0 [96E11100°0 86¢ 9]
820979¥9°0 6069918860 8¢ Sl
® % £8¢ 14!
90-469€59°1 8106116200 6LE el
* Rk L9¢€ 1

* *k 9¢ Il
YSETPLOSTO 8787€001°0 ¢ee 0l
P8ISECLLETO €€TT06580°0 1493 6
088615810 89.080%8L°0 [6¢€ 8
1LLL6986T 0 6ST8YLT8S0 LYE L
LOSYPLSLIO0 9679CTILT0 6¢£¢ 9
6897S5€£9T°0 €r197SES 0 LTE S
TIS65TTS00 PLI600ETT 0 1¥2 14
€1801€LIE0 6L191THIT0 01¢C ¢
87€961011°0 986S0S1T°0 L6] [4
Y91187L90°0 S169€921°0 Lt |
sodnjoua3 arenbs 17D sojaore arenbs 14D JowiL #

sodnousad £ sojore ered opeipen)) 14D 9p SISHEUY "X B[qEL




9

¥170590£0°0 6£87€0680°0 ¢I8 9
* * €I8 19
YTLY1S8LS 0 TTI011059°0 808 09
€€688YEL00 €ETSHEEYTO €08 6S
81617€65°0 r667€T8EY 0 €08 8¢
€887781L6°0 PPP0r9£96°0 08 LS
¥608C1€85°0 96TELOYS90 L6L 9¢
vLTE90ETS0 I712€15S8°0 voL 99
86¥0£9971°0 LSTLIETITO 16L 123
* * v8L 139
L8STILOLIO £9969590%°0 8L es
LELETIITTO 97€80€81€°0 18L 1S
€L085S60°0 6£T89SELTO 08L 0s
* * CLL 6v
£590€0STH°0 11S0LYLTLO €9L 8
6295000€S°0 8€97TY698°0 SSL Ly
7€6876818°0 1+€29S126°0 L 14
LELBT8691°0 60859L999°0 L1L Sy
* * 8LL 144

* * 10L 197

* * 069 [4%
€1SYL899L0 68815€L£9°0 6L9 v
* * LL9 0%
T60TSTIS0 LL6LOLO9S 0 899 6¢
6¥SILIYLY 0 6L£978089°0 859 8¢
€1SPLYIIL0 68815€LEY0 LS9 LE
YSI81SLSTO $885TTSSE0 9¢9 9¢
* * s9 133
9%%96800L°0 7S8508€SL0 4% 114
798550690°0 T6S8LLSYE D 6€9 52
LTITTY810°0 SE816THS0°0 ¥09 (43
187S€81T°0 €768L8Y1€0 009 1€
sodnouad arenbs 14D sojae arenbs 1) Jownd #

(uoRNUIU0d) "X RIqR |




€9

Kk Kok St6 16

* % 1€6 €6

* * 126 6

* * L16 16

* * cle6 06

* 9¢¥818120°0 006 68

* * 668 88
$6STLO806 0 90SSSEE660 868 L8
Kok Kok G388 98
6590€9610°0 P$165L950°0 788 S8
€8LS1801°0 111882L61°0 8L8 78
T20EPYS61°0 S19v0¥901°0 9L8 €8
190+ 198+1°0 SS61TETSED CL8 8
LETOTLSELD 799€9878L°0 1L8 18
* * 698 08

* * L98 6L

* * 998 8L
962190590 ¥620TST06°0 €98 LL
* * 798 9L
90-d¥2€8°¢ ¥87$L06070 S8 SL
69€L98015°0 988 EYTES 0 0S8 YL
L90661578°0 TTP068958°0 618 €L
€L085560°0 6ST89SELT0 L8 L
87762S100°0 9S60€TI70°0 €r8 IL
SH1€00L8T0 9€6067ELED 8 0L
8L7T8TTSTO SH7966051°0 18 69
#+8109010°0 660776900 08 89
SS6YEETOS 0 €THT88£8S°0 LES L9
vLT€90£78°0 [712€1558°0 9¢8 99
LETOTLSELO 176679160 4% <9
81LE6SLOSO 99€016208°0 (4%} ¥9
® * ¢z8 €9
sodnouad arenbs 1) so[a[e axenbs 14D REQTILET i

(uoroenUNUOY) "X BIqR],




¥9

sa[dnnur sepueq op BIOUSSAL] s
sorejuaied uoredIjdwe ON 4«
uoIe32139s ON  «

saJopediewl 78 [e10 L
$89505998°0 1201LT686°0 651 0¢Cl
$0TL91618°0 768966958°0 ol ol1

* * 1€1 811
127LE89Y0°0 LTLILISEL'D 9Cl1 L11
wok K% 611 911
€€796£880°0 198+18L20°0 8l Sl
160€€LTSE0 S6VEC09LY 0 901 4%
TI6VTSLITO Y1LTPTIOT0 001 el
LSSTISYIL O 6069978860 £8 cll
r0v071696°0 I I8 Il
8TSOVTTII0 SIEILYOI0 9L 0Ll
* STHLY0S88°0 1L 601
9%80TLYS9°0 $$9000S1L°0 89 801
€€LTTELIOO 8617881700 L9 LO1
* * 99 901

* * 125 co1

* * 9 Y0l

* * (44 €01

* * 6¢ 01

* * [43 101

* * 9¢ 001

* * ST 66
01-ALLIS86 €0079062¥°0 1C 86
* * ! L6

* * L801 96
1278€6179°0 TrrS6170L 0 Se0l S6
sodnouad arenbs 14D so[o[e ayenbs 1Y) JoWLI #

(uoroeNUNUO0D) "X BIqEL




Muestras de ADN de buena calidad fueron usadas para el analisis de los

microsatélites. Todos los primers se usaron para amplificar alelos.

Todas las muestras fueron corridas junto a un marcador de pares de bases de tamafio

conocido para determinar la longitud de las bandas. La banda mas fuerte fue escogida

para determinar el tamafio de los alelos.

3.2. CONSTRUCCION DEL MAPA

Los datos de los genotipos fueron analizados con JoinMap (Van Ooijen, J. W.& R.E.
Voorrips, 2001). En esta investigacion 46 marcadores presentaron ligamiento (61.5

%) y 30 marcadores no estuvieron ligados a ninguin grupo representando el 39.5 %.

El mapa fue construido con marcadores agrupados dentro de dos grupos de datos con

criterios de LOD > 2.0 y LOD = 3.0.

Con los dos grupos y en base a estos datos, los marcadores fueron divididos dentro de

doce grupos de ligamiento (Tabla XI). El mapa comprendié 46 loci, cubriendo 255

cM con un intervalo de 6.5 cM.

El ntimero de loci por grupo de ligamiento vari6 de 2 a 6 con un intervalo de 4.5 cM
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Tabla XI. Grupos de ligamientos estadisticos

# Grupo cM # Marcadores cM/Marcador
1 74 6 12,3
2 53 6 8.8
3 33 5 6.6
4 26 5 3,2
5 23 5 5.8
6 16 4 4
7 10 3 3.3
8 7 3 2,3
9 7 2 3.5
10 3 3 1
11 2 2 1
12 1 2 0.5

Totales 255 46 4.5

Los doce grupos de ligamiento se ordenaron arbitrariamente desde el mas grande al

mas pequefio basados en la longitud promedio a cM del mapa (Figura 9).
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Figura 9. Mapa de ligamiento de P. vannamei construido con el método JoinMap.
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4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA
ELABORACION DEL MAPA DE LIGAMIENTO

Si bien el primer mapa de ligamiento de moderada densidad para P. vannamei, (Pérez
et al., 2004) fue construido usando AFLPs, éste mapa de ligamiento es el primero
hecho exclusivamente con marcadores codominantes tipo microsatélites. La ventaja
de un mapa de esta clase en comparacion con un mapa basado en AFLPs, es que ¢€sta

informacion puede ser transferida a otra familia sin necesidad de conocer el pedigri.

Este mapa representa un esfuerzo inicial para estimar las distancias genéticas entre
marcadores codominantes y ordenar los loci dentro de grupos de ligamientos. Esta
basado en 46 marcadores microsatélites tipeados en 88 animales correspondientes a la
progenie de una sola familia de camarones constituyendo un mapa de baja densidad y
con marcadores separados por una gran distancia genética, tal como se puede

observar en el grupo 1.

Thara ef al en el 2004 construyé un mapa para el genoma del bovino utilizando 3802
microsatélites, cubriendo el 51% del total con un intervalo de 1.4 cM entre
marcadores. En el mismo afio, Lee et al realizo un segundo mapa de ligamiento para
la tilapia empleando 525 microsatélites identificando 30 grupos de ligamientos con un

cubrimiento de 704 ¢cM del total estimado de 1 200 cM.
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El pequefio nimero de loci mapeados en los grupos de ligamientos impiden rigurosos
analisis, sin embargo con éstos marcadores se podrian localizar regiones de interés

utilizando bulked segregant analysis.

La distancia que se aprecia entre los marcadores CNM797 y CNM658, puede ser
debido a errores en los datos de los genotipos lo cual aumenta considerablemente la
distancia entre marcadores (Lincoln y Lander1992). Otra causa puede ser debido a

delecciones, diferencia en la fraccion de recombinacion o tamaifio de la muestra.

En cuanto a los microsatélites que presentaron una banda ancha, es posible que estén
constituidos por dos bandas de tamafio similar pero que no pudieron ser resueltas con
el sistema electroforético usado. En este sentido, desde un punto de vista
metodologico se podrian optimizar procesos. Por ejemplo, el uso de técnicas como
SSCP, permitiria definir mejor las bandas de microsatélites, haciendo mas facil su

identificacion.

El andamio de marcadores de ADN de marcadores presentados aqui posibilitaria la
rapida construccion de la proxima generaciéon de un mapa de ligamiento de alta

densidad para el P. vannamei.

Es indudable que éste mapa evolucionard cuanto mas marcadores se agreguen,
aunque el orden exacto de marcadores y grupos de ligamientos variara de familia a

familia.
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Nosotros esperamos que la suma de nuevos marcadores deba condensar el mapa

actual finalmente en 44 grupos de ligamientos, correspondientes al nimero de

cromosomas en el camarén en estudio.

Agregar marcadores SNPs o AFLPs a marcadores de ADN microsatélites producira
un mapa de ligamiento de alta densidad, el cual tendrd muchos usos en diversos
experimentos. Serd una herramienta indispensable para mapear QTL, para mapear la
localizacion de genes letales y localizar genes expresados que son de importancia

econdmica en acuacultura.
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CONCLUSIONES

El hecho de que los microsatélites son de herencia codominante fue esencial para
poder establecer los modelos de segregacion mendeliana de una manera sin duda

mucho mas precisas que con otros marcadores dominantes tales como los AFLPs.

Los datos de la familia se obtuvieron de ADN extraido, ya sea de branquias o de
musculos, disponiéndose de resultados en un tiempo corto (una semana), los cuales se

pueden revisar cuando sean necesarios ya que €l ADN se conserva durante afnos.

La distribucion de los marcadores microsatélites en este estudio fue al azar'y ciertos
cromosomas contienen mas loci microsatélites que otros, debido probablemente a la

insuficiente cantidad de marcadores polimorficos.

Debido a que este mapa esta basado en secuencias microsatélites, s facil hacer
comparaciones del mapa construido para diferentes especies. Este recurso permitira
un aprovechamiento mas eficiente y economico de los datos disponibles para esta

especie.

Particularmente, los resultados aqui presentados son de fundamental importancia para

ol desarrollo de estudios destinados a la seleccion de un grupo minimo de marcadores
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que aseguren una cobertura del genoma para su evaluacion como herramienta para la

identificacion de caracteres asociados al mejoramiento acuicola.

Se espera que en un futuro cercano estas técnicas puedan ser utilizadas como

complementarias a los caracteres fenologicos actualmente en uso.
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RECOMENDACIONES

El proyecto construccion del mapa genético del P. vannamei nos ha convencido que
seria util continuar este trabajo adicionando mas marcadores microsatélites en los

mismos individuos.

Debido a que lo microsatélites EST tienen bajo costo, se deberia continuar con el
tamizado de datos disponibles en secuencias publicas y asi incrementar el namero de
nuevos marcadores moleculares, los cuales serviran de gran utilidad para aumentar la

densidad del mapa de ligamiento, con la meta de saturarlo.

La ejecucion de la técnica SSR-EST a mayor escala para cubrir lineas de
investigaciones genéticas originales, particularmente para deteccion de QTLs.

probablemente, con presupuestos relativamente manejables.

Integrar los mapas genéticos de AFLPs y del microsatélite presente, adicionando
ademas una gran cantidad de marcadores moderadamente polimorficos sera de mucho

beneficio en areas investigativas de genética de camaron.

Optimizar la técnica de “PCR multiplex” ayudara a abaratar aun mas los costos

debido a que en una sola reaccion de PCR se incluirian varios iniciadores.

(9]
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ANEXO 1

Camarones para mapa (peso y concentracion de ADN).

[ #  Peso(g) nguL C TE | # Peso () ngul. C TE
[ 1% 0,065 172 116 84 51 0,084 305 66 134
2% 0,119 317 63 137 52 0,078 304 66 134
3* 0,153 218 92 108 53 0,101 269 74 126
4* 0,088 153 131 69 54 0,01 242 83 117
5* 0.145 170 118 82 55 0,153 231 87 113
6* 0,122 411 49 151 56 0,093 381 52 148
Vi 0,133 120 167 33 57 0,065 215 93 107
8* 0.149 442 45 155 58 0,046 283 71 129
9* 0.131 472 42 158 59 0,098 162 123 77
10* 0.184 84 238 -38 60 0,058 255 78 122
11* 0,083 235 85 115 61 0,097 398 50 150
12% 0,093 208 96 104 62 0.077 287 70 130
13* 0,066 182 110 90 63 0,062 242 83 117
14* 0,125 488 41 159 64 0,052 458 44 156
15% 0.074 210 95 105 65 0,067 406 49 151
16 0,119 421 48 152 66 0,119 323 62 138
17 0,084 309 65 135 67 0.079 203 99 101
18 0,051 214 93 107 68 0,098 337 59 141
19 0,111 375 53 147 69 0.064 216 93 107
20 0,639 272 74 126 70 0,068 262 76 124
21 0.093 282 71 129 71 0,111 433 46 154
22 0,106 411 49 151 72 0.071 282 Tl 129
23 0,083 188 106 94 73 0,073 303 66 134
24 0.084 175 114 86 74 0,117 401 50 150
25 0,076 221 90 110 75 0,105 526 38 162
26 0,052 187 107 93 76 0,01 261 77 123
27 0,59 104 192 8 77 0,103 276 72 128
28 0,204 424 47 153 78 0,082 307 65 135
29 0,154 295 68 132 79 0,118 422 47 153
30 0,1555 79 253 -53 80 0,075 217 92 108
31 0,177 326 38 162 81 0,072 233 86 114
32 0,124 250 80 120 82 0,174 337 59 141
33 0.082 310 65 135 83 0,097 272 74 126
34 0.068 371 54 146 84 0,051 190 105 95
35 0,054 168 119 81 85 0,069 368 54 146
36 0,06 206 97 103 86 0,074 222 90 110
37 0.076 382 52 148 87 0.082 277 72 128
38 0,163 456 44 156 88 0,054 287 70 130
39 0,116 313 64 136 89 0,14 197 102 98
40 0.071 268 75 125 90 0,097 222 90 110
41 0,079 291 69 131 91 0.097 370 54 146
42 0,067 369 54 146 92 0,122 341 59 141
43 0.067 253 79 121 93 0,071 257 78 122
44 0,235 332 60 140 94 0,058 343 58 142
45 0,115 225 89 111 95 0,047 325 62 138
46 0,072 176 114 86 96 0,082 261 77 123
47 0,063 190 105 95 97 0,034 319 63 137
48 0,065 138 145 55 98 0,085 385 52 148
49 0,066 274 73 127 99 0,43 392 51 149
50 0,102 400 50 150 100 0,087 350 57 143

(# + *) Muestras fueron tomadas para otro experimento.
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(II extraccion).
Camarones para mapa (peso y concentracion de ADN).

i Peso (g) ng/ulL C TE # Peso (g) ng/ulL C TE
1 0,148 312 64 136 | 47 0,134 197 102 98
2 0,107 123 163 37 48 0,122 211 95 105
3 0,128 150 133 67 49 0,13 164 122 78
4 0,102 106 189 11 50 0,108 491 41 159
5 0,142 * 51 0,128 249 80 120
6 0,108 278 72 128 | 52 0,109 134 149 51
7 0,197 144 139 61 53 0,98 156 128 72
8 0,085 152 132 68 54 0,101 176 114 86
9 0,072 151 132 68 55 0,069 235 85 115
10 0.079 112 179 21 |36 0.111 185 108 92
11 0,069 204 98 102 | 57 0,137 329 61 139
12 0,097 275 73 127 | 58 0,137 275 73 127
13 0.141 167 120 80 |59 0.09 188 106 94
14 0,059 160 125 75 60 0,086 166 120 80
15 0,03 94 213 -13 | 61 0,091 171 117 83
16 0,069 188 106 94 62 0,12 244 82 118
17 0,083 209 96 104 | 63 0,109 241 83 117
18 0,089 191 105 95 64 0,106 175 114 86
19 0,102 & 200 | 65 0,091 232 86 114
20 0,093 141 142 58 66 0,082 105 190 10
21 0,068 104 192 8 67 0,071 136 147 53
22 0,125 287 70 130 | 68 0.105 222 90 110
23 0,079 252 79 121 | 69 0,082 261 77 123
24 0,105 250 80 120 | 70 0,087 165 121 79
25 0,091 233 86 114 | 71 0,096 175 114 86
26 0.098 168 119 81 |72 0.131 335 60 140
27 0,108 158 127 73 73 0,12 250 80 120
28 0,1 105 190 10 74 0,127 303 66 134
29 0,097 147 136 64 |75 0.113 * 200
30 0,169 251 80 120 | 76 0,09 237 84 116
31 0,122 162 123 77 77 0,097 233 86 114
32 0,092 118 169 31 78 0,081 309 65 135
33 0,094 151 132 68 79 0,086 419 48 152
34 0,077 87 230 -30 | 80 0,095 225 89 111
35 0,084 * 200 | 81 0,043 155 129 71
36 0,074 83 241 -41 82 0,055 136 147 53
37 0,122 163 123 77 83 0,089 235 85 115
38 0.094 221 90 110 | 84 0.076 155 129 71
39 0,089 104 192 8 85 0,105 148 135 65
40 0,132 397 50 150 | 86 0,128 298 67 133
41 0,101 359 56 144 | 87 0,104 195 103 97
42 0,07 156 128 72 |88 0,087 281 71 129
43 0,13 411 49 151 | 89 0,176 229 87 113
44 0,091 213 94 106 | 90 0,107 133 150 50
45 0,071 164 122 78 |91 0.19 258 78 122
46 0,154 245 82 118 | 92 0,136 236 85 1 lﬂ

e No hubo muestra
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(III extraccion).
Camarones para mapa (talla y peso respectivo).

| # Largo (cm.) Peso (g) = Largo (cm.) Peso (g)
1 14 20,1 50 12 10,6
2 13,5 17.8 51 13.9 17.6
3 10 7.1 52 15.7 26,2
4 14,7 22,6 53 13.4 15.5
5 13.2 16,1 54 12,8 14,3
6 13.3 16,3 55 15,1 22.8
7 13,6 16,9 56 13 14.6
8 11,5 9,6 57 14,6 21,8
9 13.3 15,7 58 13,5 15,9

10 12 11,1 59 13 13.9
11 15,5 273 60 14 19

12 12 11.8 61 12,5 12.8
13 11.5 10,5 62 14,5 19.9
14 12.8 142 63 14 18,7
15 14 19.8 64 12,4 13,1
16 12,6 142 65 12,4 12.2
17 5 18,5 66 15,1 25,4
18 13,4 16,7 67 13.6 16.5
19 13,5 16,6 68 14.6 22,7
20 13.1 15.1 69 13,5 16,7
21 11,5 9.8 70 13,1 15,2
22 13 15,2 71 14.5 222
23 14 18.4 72 14.2 20.3
24 14 19.5 73 15,5 24.8
25 14,6 16.9 74 13,7 17.8
26 12,5 13,1 75 12,8 14.4
27 12,8 13.4 76 12,9 13,6
28 13,2 14.8 77 14 18.6
29 14.5 223 78 14,1 20,4
30 13,5 17.4 79 14.8 23,1
31 11.5 9.4 80 13.3 16,5
32 13.6 16.8 81 14,4 19.9
33 15,1 23.8 82 13,1 152
34 12,9 13.5 83 13,1 15.1
35 13.8 17.8 84 14,5 21,2
36 13.8 18,9 85 14.2 19,5
37 12,2 11,5 86 12,6 12,6
38 13.4 16,5 87 13,2 14,5
39 13.2 15.8 88 12,2 11.4
40 142 19.7 89 12,7 13

41 12.2 11.4 90 13.9 18.1
42 13.4 15.5 91 14 19.1
43 14.3 19.9 92 12 112
44 12,8 12,9 93 13 13.8
45 10.3 6,5 94 12,7 13,7
46 13.5 16,6 95 12,8 14.1
47 14,4 19.9 96 13.8 18,2
48 13.2 14,6 97 12.8 13.2
49 13.6 16.4 98 13,2 15.8
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(Continuacion).
Camarones para mapa (ADN purificado con resina).

# ng/ul C TE # ng/ul G TFj
1 196 82 118 53 269 59 141
2 229 70 130 54 218 73 127
6 279 57 143 55 263 61 139
7 225 71 129 56 245 65 135
11 233 69 131 57 372 43 157
13 260 62 138 59 218 73 127
14 271 59 141 60 196 82 118
15 426 38 162 61 274 58 142
16 148 108 92 62 400 40 160
17 268 60 140 63 102 157 43
18 477 34 166 64 176 91 109
19 296 54 146 65 381 42 158
20 465 34 166 66 278 58 142
21 287 56 144 67 188 85 115
22 298 54 146 68 223 72 128
23 332 48 152 69 220 73 127
24 411 39 161 70 198 81 119
25 375 43 157 71 459 35 165
26 412 39 161 72 386 41 159
27 211 76 124 73 199 80 120
28 247 65 135 74 303 53 147
29 410 39 161 75 192 83 117
30 379 42 158 76 363 44 156
32 238 67 133 77 255 63 137
33 438 37 163 78 385 42 158
34 156 103 97 79 438 37 163
35 289 55 145 80 296 54 146
36 222 72 128 81 282 57 143
37 162 99 101 82 178 90 110
38 179 89 111 83 204 78 122
39 288 56 144 84 348 46 154
40 116 138 62 85 328 49 151
41 167 96 104 86 172 93 107
42 208 77 123 87 483 33 167
43 193 83 117 88 356 45 155
44 282 57 143 89 326 49 151
45 300 53 147 90 227 70 130
46 234 68 132 91 340 47 153
47 397 40 160 92 194 82 118
48 250 64 136 93 243 66 134
49 282 57 143 94 168 95 105
50 186 86 114 95 378 42 158
51 302 53 147 96 404 40 160
| 52 193 83 117 97 283 57 143 J

Datos correspondientes a la tercera extraccion
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Continuacién Anexo 1

MICROPLACAS CON MUESTRAS DE ADN (I EXTRACCION)

Female Male 16 17 18 19 20 21
22 23 24 25 26 27 28 29
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 64 65 66 67 68 69 70
71 72 73 74 75 76 77 78
79 80 81 82 83 84 85 86
87 88 89 90 91 92 93 94
LAA? 95 96 97 98 99 100
MICROPLACAS CON MUESTRAS DE ADN (I EXTRACCION)
Female Male 1 2 3 4 6 7
8 9 10 11 12 13 14 16
17 18 20 22 23 24 25 26
27 28 29 30 31 32 33 37
38 40 41 42 43 44 45 46
47 48 49 50 51 52 53 54
55 56 57 58 59 60 61 62
63 64 65 67 68 69 70 71
72 73 74 76 77 78 79 80
81 82 83 84 85 86 87 88
89 90 91 92 Female Male AAJ

MICROPLACAS CON MUESTRAS DE ADN (III EXTRACCION)

Fema
14
22
30
39
47
55
64
72
80
88
96

Male
15
23
32
40
48
56
65
73
81
89
97

1
16
24
33
41
49
57
66
74
82
90

Fema

2
17
23

Male

6

7
19
27
36
44
52
61
69
77
85
93

11
20
28
37
45
53
62
70
78
86
94

13
21
29
38
46
54
63
71
79
87
95
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ANEXO 2

Método de extraccion de ADN CTAB (Modificado Shahjahan ef al. 1995).

Colocar en un tubo eppendorf (de 1.5 mL) 5 L de proteinasa K (100 mg/mL).
Adicionar 500 pl de CTAB tampon y una muestra de tejido (50 - 100 mg).
Mezclar por 5 segundos.

Incubar en bafio de maria a 66 °C por 2 horas.

Macerar la muestra.

Incubar en bafio de maria a 66 °C por 8 horas.

Adicionar 500 pL de fenol-cloroformo.

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Recuperar sobrenadante (3 50 uL) en un nuevo tubo.

Afiadir cloroformo (igual cantidad de sobrenadante recuperado).
Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Tomar la fase acuosa y colocarla en un nuevo tubo.

Afiadir 500pL de isopropanol helado (precipitar el pellet).

Colocar a —20 °C por 4 horas.

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Retirar el isopropanol.

Adicionar 500puL de etanol helado al 70% (lavar el pellet).
Centrifugar a 14000rpm por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
Disolver el pellet en 100uL de TE 1X.

Preservar el DNA a—20°C oa4°C.
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ANEXO 3

Protocolo de purificacién con resina (Wizard® PCR Preps DNA Purification

System. Cat. # A7170).

K/
L4

/7
0

Para cada muestra de ADN, preparar una minicolumna Wizard®, una jeringuilla
de insulina y un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Agregar 1mL de resina a 100uL. de muestra (0 mas, dependiendo de la cantidad
de ADN).

Agitar en el vortex por un tiempo corto.

Tomar la mezcla resina/ADN con la jeringuilla de insulina y depositarla dentro de
la minicolumna.

Para lavar la columna, agregar 2 mL de isopropanol al 80 % (o etanol al 100 %).
Insertar la minicolumna dentro de un nuevo tubo de centrifuga. (cortar la tapa del
tubo).

Centrifugar la minicolumna (dentro del tubo) a 10000 rpm por 2 minutos para
remover cualquier residuo de isopropanol.

Dejar secar la resina a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Transferir la minicolumna a un nuevo tubo de centrifuga. Aplicar 50 pL de agua
milliQ estéril a 68 °C (desde el bafio Maria) o TE buffer a la minicolumna y
esperar 2 minutos (el ADN permanecera intacto en la columna pasado 30
minutos).

Centrifugar la minicolumna por 1 minuto a 12000 rpm para desprender los
fragmentos de ADN y permitir que caigan al fondo del tubo de centrifuga.
Remover y descartar la minicolumna. EL. ADN purificado puede ser almacenado

en los tubos de centrifuga a 4 °C o -20 °C.




ANEXO 4

GELES DE POLIACRILAMIDA (170 mL)

4 % 6 % 8 %
Agua 114 mL 100 mL 89 mL
TBE 34 mL 34 mL 34 mL

Acrilamida 22 mL " 34mL 44,6 mL
APS 1,3 mL 1,4 mL 1,2 mL
Temed 76 uL 70 puL 64 puL

GELES DE POLIACRILAMIDA (100 mL)

4% 6 % 8 %
Agua 67 mL 59 mL 53 mL
TBE 20 mL 20 mL 20 mL
Acrilamida 13 mL 20 mL 26 mL
APS 800 pL 823 uL 682 pL
Temed 45 uL 41 pL 38 uL

PROTOCOLO PARA PREPARAR ACRILAMIDA 30 % (Sambrook ef al,
1989)

ACTAMIAA. . oo e ettt 580 g.
Bisacrilamida. ......ooueeinreneeniieeee e 20 g.
AQUA MG e 2 L.

Pesar la cantidad requerida de acrilamida y bisacrilamida. Disolver en agua milliq a
37 °C durante 30 - 40 minutos. Enrasar la solucién a 2 L de agua, luego filtrarla y

almacenarla en un recipiente de color ambar.
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Protocolo para preparar APS (Anmomiun per sulfate).

AP S et 5.0¢g.
AUA MILIQ. +oevvviereimiie e 50 mL.

En un tubo Falcon colocar agua millig, agregar los 5.0 gramos de APS, agitar hasta su

completa disolucion. Colocar 1.2 mL en cada tubo eppendorf'y etiquetarlos.
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