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GLOSARIO

Alelo.- Uno de un par de genes, o de multiples formas de gen, localizados en igual

locus de cromosomas homologos. También denominados alelomorfo.

Biomasa.- Cantidad de materia viva. Es la cantidad de materia en los organismos
por unidad de superficie o volumen expresado en unidad de peso. Masa de
material viviente. Es la cantidad de materia en los organismos por unidad de
superficie o volumen expresada en unidad de peso. Cantidad total de material vivo

de un cuerpo de agua particular.

Bloom.- Término que se refiere a un aumento explosivo de la densidad de los
organismos. ("Florecimiento"). Se caracteriza por un aumento cuantitativo notable
y localizado de algunas especies de plancton produciendo notables decoloraciones

del agua.

Cebadores.- Una secuencia corta de oligonucledtidos que se une en forma
complementaria especifica a una cadena unica de acido nucleico e inicia la
sintesis de esa cadena en presencia de ADN polimeraza y nucleétidos en una

reaccion de PCR.

Codigo genético.- Las instrucciones contenidas en un gen que le dicen a la célula

como hacer una proteina especifica. A, T, G, y C son las "letras" del codigo
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genético y representan las bases nitrogenadas adenina, timina, guanina y citosina,

respectivamente. Estas bases junto con un azucar y un enlace fosfato constituyen
los nucledtidos que son la unidad fundamental del ADN. En cada gen se
combinan las cuatro bases en diversas formas, para crear palabras de 3 letras que
especifican cudl aminoacido es necesario en cada paso de la elaboracion de la

proteina.

Codominantes.- Tendencia que tienen los organismos de presentar ambos alelos,

es decir uno del padre y uno de la madre.

Consanguinidad.- También conocido como Inbreeding. Parentesco sanguineo
que presenta una poblacion determinada de individuos, correspondientes a un

parentesco comun.

Copula.- Proceso mediante el cual se produce la uniéon del macho y la hembra.
Existen dos casos de copulas. En el momento de la copula, solamente hay un
contacto entre las cloacas del macho y la hembra en el primer caso, mientras que

en el segundo, hay una verdadera penetracion.

Cromosomas.- Estructuras complejas, filiformes que se ven en los nucleos de

animales y plantas durante la cariocinesis y que llevan las unidades genéticas

alineadas.
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Diversidad genética.- Variacion de la composicion genética de los individuos

dentro de una especie o entre especies; variacion genética heredable dentro de una

poblacién y entre poblaciones.

Eclosion.- Proceso de emergencia de un ejemplar desde el huevo o de una

envoltura juvenil llamada también rotura del huevo.

Electroforesis.- Es la técnica por la cual mezclas complejas de moléculas como
proteinas, ADN o ARN se separan en un campo eléctrico de acuerdo al tamafio y
a su carga eléctrica. La electricidad empuja las moléculas a través de los poros de
un gel, que es una sustancia firme como la gelatina. El gel puede hacerse de
manera que sus poros tengan distintas dimensiones para separar las moléculas
segin un rango especifico de tamafios y formas. Las moléculas mas pequefias

migran mas rapido que las mas grandes.

Endogamia.- Término aplicado a ciertas costumbres que se practican en algunas

sociedades antiguas, tribus o clan.

Especie.- Grupo de organismos que pueden reproducirse libremente entre si, pero

no con miembros de otras especies.

Especiacion.- Conceptos fundamentales aplicados en la clasificacion de cualquier

tipo de organismos vivos. Clasificar una especie de organismo vivo en particular.
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Fenotipo.- Caracteristicas fisicas que presenta un individuo. Son todos los

caracteres observables que poseen los organismos. Composicion fisica de un

determinado individuo.

Fertilidad.- Se refiere a la capacidad o la posibilidad de tener hijos. Se puede ser
fértil y no haber tenido atn ningin hijo, o se puede haber tenido hijos
anteriormente (ser fecundo) y, en cambio, haber perdido posteriormente la

fertilidad.

Filogenia.- Ordenacion de las especies en tacones superiores y construccion de

drboles evolutivos basados en relaciones evolutivas (naturales).

Flanqueante.- Dicese al sistema defensivo que en todas las partes se defiende

entre si.

Fluorescencia.- Emision espontanea de radiacion (luminiscencia) desde una
entidad molecular excitada sin modificar su multiplicidad. Ciertos cuerpos tienen
la propiedad de emitir luz cuando actuan sobre ellos diversas radiaciones. Esa

fluorescencia se aprovecha para la radioscopia y para las pantallas reforzadoras.
Gen.- Unidad basica de la herencia. Unidad constituida de nucleoproteina que

conlleva los factores responsables de la transmision de todas las caracteristicas

innatas hereditarias tanto en animales como vegetales.
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Generacion.- Grupos de organismos que tienen un comun progenitor ©

progenitores comprendidos en un solo nivel de la linea descendiente.

Genoma.- Dotacién y composicion genética de una especie. Juego haploide de

cromosomas.

Genotipo.- Composicion genética de un individuo, generalmente referido a una o

varias relevantes en un determinado aspecto.

Germoplasma.- Se define germoplasma como el conjunto de genotipos que
refleja la variabilidad genética de una especie. Se divide en tres tipos: Primarios,

secundarios y terciarios.

Herencia mendeliana.- Forma en que se transmiten los genes y por ende los
rasgos de padres a hijos. Entre los ejemplos de herencia mendeliana estan la

autosdmica dominante, la autosomica recesiva y los genes ligados al sexo.

Heterocigotos.- Que posee dos formas diferentes de un gen en particular; cada

una heredada de cada uno de los progenitores.

Homocigotos.- Que posee dos formas idénticas de un gen especifico heredadas de

cada uno de los progenitores.
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Hibridacion.- Apareamiento de bases de hebras unicas de ADN o ARN.

Inseminacién.- Inseminacion artificial es un método de reproduccién que consiste
en la deposicion del semen en el sistema reproductivo de la hembra por medio

instrumental reemplazando al servicio natural por el macho.

Isoenzima.- Usado para abarcar la totalidad de ejemplos de distintas formas
fisicamente de la actividad catalitica. Las Isoenzimas estan comunmente en el
tejido de todos los vertebrados, insectos, plantas, y organismos unicelulares. Son

proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos.

Litopenaeus vannamei.- Crustaceo perteneciente al grupo de los litopenaeus.

Locus.- El lugar del cromosoma donde esta localizado un gen especifico, es la

direccion fisica del gen. El plural es "loci".

Macroevolucion.- La macroevolucion, es lo que debiera haber ocurrido si la
evolucion hubiera debido llegar a la primera célula, o saltar a través de los
genotipos, digamos que desde un reptil a un ave. Se refiere a como pudieron

surgir formas de vida viables totalmente desarrolladas totalmente por accidente.

Mapa genético.- Representacion grafica de la localizacion lineal de los genes en

un cromosoma; estan posiciones son determinadas por los porcentajes de
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recombinacion en experimentos de cruzamientos, Denominados también mapas

Ccromosomicos.

Mapeo genético.- Mapa basado en las posiciones relativas de los genes en un

cromosoma y de la distancia entre ellos.

Marcador.- También conocido como marcador genético, es un segmento de ADN
cuya herencia se puede rastrear. Un marcador puede ser un gen, o puede ser un
segmento de ADN sin funcion conocida. Dado que los segmentos de ADN que se
encuentran contiguos en un cromosoma tienden a heredarse juntos, los
marcadores se usan a menudo como formas indirectas de rastrear el patron
hereditario de genes que no han sido aun identificados, pero cuyas ubicaciones

aproximadas se conocen.

Microsatélites.- Son secuencias de bases nucledtidas que se presentan de forma

repetitiva en el genoma y sus repeticiones van de dos a seis pares de bases.

Mutaciones.- Una alteracion estructural permanente en el ADN. En la mayoria de
los casos, tales cambios en el ADN pueden no tener ningin efecto, o por el
contrario causar dafio, pero en ocasiones una mutacion puede mejorar la
probabilidad de supervivencia de un organismo y pasar el cambio positivo a sus

descendientes.



Nauplios.- Fase larvaria primitiva en distintos grupos de crusticeos, es una forma

libre y presenta tres pares de apéndices, que corresponden a las dos pares de

antenas y a las mandibulas, y esta provisto de un ojo impar

Nucleétido.- Uno de los componentes estructurales o unidades constituyentes del
ADN o del ARN. Un nucledtido consta de una base (adenina, timina, guanina,

uracilo o citosina), mas una molécula de azicar y una de acido fosférico.

Oligonucleétidos.- Porcion minima de unas de las unidades estructurales del

acido nucleico (DNA).

Pedigris.- Grado de parentesco de un individuo, generalmente cual es su

procedencia y quienes son sus padres.

Pentanucleétidos.- Son secuencias de bases nucleicas que se repiten cinco veces

sus pares de bases en el genoma. Su extension comprende de 20 a 100 pares de

bases.

Perfilador.- Instrumento utilizado para medir organismos de tamafios muy

inferiores. Generalmente nauplios de camarones y artemias.
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Poliacrilamida.- Sustancia quimica altamente toxica. Sus exposiciones directas v

seguidas producen efectos cancerigenos. Se utiliza para crear un tejido denso en el

cual se tifien bandas de DNA amplificados

Polimerasa.- Enzima que enlaza nucledtidos entre si para formar cadenas

polinucledtidas.

Polimorficos.- Coexistencia de distintas formas genéticamente determinadas en

una poblacion. Exhiben un gran nimero de alelos variables en una muestra.

Polimorfismo.- Es la existencia de dos o mas alelos de un gen presentes en una

poblacion, en una frecuencia significativa

Postlarva.- Estadios posteriores de los organismos (Despues de larvas),

generalmente despues de dos semanas de haber existido.

Presion de seleccion.- Factores que influencian la direccion de la seccion natural,

generalmente la presion utilizada en un proceso de seleccion.

Primers.- (Iniciadores). Constituidos por una secuencia de bases nucleétidas, es
un elemento necesario para el proceso de replicacion del DNA en el PCR. El
primers se ubica en la cadena molde para empezar la respectiva replicacion a la

cadena originaria.
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Productividad.- Cantidad de materia organica, o su equivalente a materia seca,

carbono, o contenido energético, que se acumula durante un determinado periodo

de tiempo.

Proteinas.- Una molécula compuesta por una o méas cadenas de aminoacidos. Las

proteinas desempefian una amplia gama de actividades vitales en la célula.

Proteinaza K.- Sustancia que rompe las proteinas de un tejido en la extraccion

del DNA para facilitar el proceso del PCR.

Radioactividad.- Es cuando los atomos que constituyen la materia suelen ser,

generalmente, estables pero algunos de ellos se transforman espontineamente y

emiten radiaciones que transportan energia.

Rotiferos.- Son organismos pluricelulares, de pequefio tamafio, visibles a través

de microscopia Optica. Presentan un dérgano rotatorio, con cilios, de movimiento

giratorio, creando fuertes corrientes de agua que le sirven para captar su alimento.

Tandem.- Colocados unos tras otros.

TEMED. - Quimico utilizado para la preparacion de los geles de poliacrilamida

en el proceso de electroforesis.
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Termocicladores.- Equipo utilizado para llevar a cabo el proceso de PCR. Este

aparato realiza los ciclos en tiempos y temperaturas programadas de forma exacta.

Tetranucleoétidos.- Son secuencias de bases nucleicas que se repiten cuatro veces
sus pares de bases en el genoma. Su extension comprende de 20 a 100 pares de

bases.

Transiluminador.- La técnica de transiluminacion, hoy se hace indispensable en
el tratamiento de las patologias venosas, Pediatria, Neonatologia y Anestesiologia
Infantil, en tanto que facilita el trabajo con precision sobre la zona afectada, y

agiliza el proceso con menor incidencia de riesgo.

Trinucleodtidos.- Son secuencias de bases nucleicas que se repiten tres veces sus

pares de bases en el genoma. Su extension comprende de 20 a 100 pares de bases.
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ABREVIATURAS

AFLPs.- Amplified fragment length polymorphism (Amplificacién de fragmentos

polimorficos de longitud}.

APS.- Acido persulfato.

CTAB.- Cetyl-trimetil-Amonium bromide (Cetil-trimetil-Bromuro de amonio).

CHELEX.- Reactivo utilizado para la extraccion del tejido de los organismos y

obtener finalmente el ADN.

DNA.- Acido dexosiribonucleico.

DNTPs.- Desoxiribonucleosidetriphosphate (Desoxirribonucleotidos trifosfatos).

g.- Gramo.

ISSRs.- Inter-simples secuence repeat (Entradas simples de secuencias repetidas).

ml.- Mililitros.

PAA.- Poliacrilamida.
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PCR.- Polimerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa).

RAPDs.- Randomly Amplified Polimorphic. DNA (Amplificaciones polimoérficas

al azar).

RFLPs.- Restrictions fragments length polimorphism (Restriccion de fragmentos

polimérficos de longitud).

TBE.- Tampoén Tris borate (Tampon tris borato).

WSSV.- White spot virus. (Virus de la mancha blanca)

TSV.- Virus del sindrome de Taura

THHNYV.- Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética

Tn.- Toneladas.

ul.- Microlitros.
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RESUMEN

El presente trabajo se refiere a la ejecucion de pruebas de parentesco en camarén
blanco Litopenaeus vannamei para seleccion genética utilizando 14 marcadores
moleculares tipo microsatélites (trinucledtidos, tretanucledtidos y nucledtidos)
previamente evaluados segliin el grado de amplificacion y el polimorfismo

presentado.

Se consideraron 208 reproductores seleccionados y 100 organismos reproductores
controles provenientes de un programa de seleccion realizada en el CENAIM. Se
utilizo el tipo de extraccion de DNA con el método de Chelex. Se extrajeron los
pleépodos de los organismos reproductores controles y seleccionados, se tomo
una pequeiia porcion de tejido y se procedidé al procesamiento respectivo de las
muestras. Las muestras fueron amplificadas mediante PCR y se procedio a la
visualizacion de las bandas a través del proceso de electroforesis empleando la

tincion de nitrato de plata.

El genotipiado de las muestras de los individuos se realiz6 con un software
especifico llamado Gene Profiler para determinar la frecuencia alélica de la
poblacion muestreada. Para la determinacién de parentesco se utilizd otro
software que es el Kinship 1.2 y conocer de esta manera el grado de parentesco y
consanguinidad de los reproductores. La reconstruccion de los pedigri se lo

realizé con el software Kingroup (Konovalov et al., 2004), este permite calcular
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relaciones de pedigri basadas en frecuencia de alelos de la poblacion. Finalmente

se escogio a los individuos no emparentados y aptos para los respectivos cruces.

Los cruces fueron por copula natural y por inseminacion artificial entre
reproductores Seleccionados-Seleccionados, Seleccionados-control y Control-
Control. Al final se obtuvieron tres tratamientos diferentes (S-S, S-C, C-C) de
organismos los cuales fueron muestreados y evaluados en cuanto a crecimiento
hasta estadio de postlarva 15, con los datos obtenidos de la variable estudiada se
realizé un analisis de anova simple para establecer probabilidad de las lineas en
general y conocer diferencias estadisticas significativas en los tres tratamientos
evaluados. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Scheffe para
determinar diferencias minimas entre lineas seleccionadas y cual fue la mejor. El
software utilizado para realizar el analisis de todos los datos fue el programa
estadistico DataDesk. Los mejores pesos obtenidos al final del experimento
presentaron los organismos Seleccionados-Seleccionados seguidos de los

Seleccionados-Control y los Control-Control.



INTRODUCCION

Desde siempre, las diferentes especies animales han estado sometidas a una activa
interaccion con el medio ambiente, lo cual ha generado un gran niimero de genotipos
adaptados a diferentes condiciones locales, ampliando la diversidad genética. Sin
embargo, en las ultimas décadas esta diversidad genética se ha visto severamente
reducida por las exigencias del mercado. Ante esta situacion, uno de los desafios
actuales es buscar la manera de incentivar la conservacion y uso racional de los

recursos genéticos (Becerra V. Paredes M, 2000).

La reduccion de la variabilidad genética en las poblaciones de mejoramiento es el
resultado de la seleccién direccional y la endogamia por consanguinidad y deriva
genética. El aumento del numero de familias y/o individuos selectos por familias
promueve el mantenimiento de la variabilidad genética, no obstante con frecuencia
reduce las ganancias genéticas; en tanto que el poco niimero de familias o individuos
selectos por familias, puede incrementar la ganancia genética, pero reducir la

diversidad (Zelener et al, 2003).

La conservacion y utilizacion de los recursos genéticos es de importancia estratégica
para la humanidad. Las regiones centro y sudamericana son consideradas como los

centros de mayor diversidad biolégica del mundo; de hecho varias especies de
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mportancia acuicola se han originado en estas regiones (Becerra V y Paredes M,

2000).

L_os crustaceos son sin duda, son unos de los grupo de especies mas importante en la
zcuacultura en el mundo, encabezados por el cultivo del camardn blanco. A la par a
su elevada tasa de crecimiento, la industria camaronicola esta enfrentando problemas
de diversa indole que frenan su desarrollo. Por ello, es necesaria la investigacion
permanente sobre los aspectos que le permitan optimizar su produccion y hacer frente

a nuevos retos y problematicas (Portillo, G 2005).

En cuanto al sector camaronero, se ha desarrollado enormemente durante los 20
ltimos afios a nivel mundial, y como resultado de esto, muchos paises han reforzado
su produccion camaronera. Sin embargo ese desarrollo se ha visto frenado debido a
graves problemas que han amenazado fuertemente la produccioén, como por ejemplo
la aparicion de ciertos patogenos virales y la falta de lineas seleccionadas para alta

productividad.

En 1998, la industria camaronera del Ecuador se convirtié en la segunda industria de
mayor importancia de exportacion. Antes de la llegada de la mancha blanca, el

camaroén fue en el Ecuador el tercer producto de exportacion.
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Con el fin de incrementar la productividad, se han puesto en marcha programas de

seleccion y mejoramiento genético, para obtener organismos de mayor peso y de
buena calidad sin tener que reducir la variabilidad genética en los individuos. Gracias
a la tecnologia, los programas de mejoramientos genéticos pueden ser acelerados al
incluir técnicas moleculares basadas en DNA (Erazo E, 2002). Estas técnicas pueden
facilitar estrategias como el monitoreo y la identificacion de lineas, familias e
individuos, control de sanguinidad y el diagnéstico de caracteristicas hereditarias,
dando como resultado el mejoramiento mediante la selecciéon y combinacion de genes

favorables (Lester 1999; Davis y Hetzel, 2000).

La utilizacion de la biologia molecular en los programas de mejoramiento genético
brinda la posibilidad de realizar la seleccion genética a nivel fenotipico y genotipico
pudiendo mejorar rapidamente las caracteristicas que tienen baja heredabilidad

(Fjalestad et al., 2003).

Los marcadores moleculares o de ADN presentan un patrén de herencia conocido y
muestran polimorfismo, es decir, presentan distintas variantes o “alelos” del marcador

dentro de la poblacion bajo estudio.

Los marcadores basados en microsatélites han demostrado ser utiles para la rapida
identificacion y diferenciacion de familias de camarones mediante PCR. Estos

marcadores presentan algunas limitaciones debido a la ocurrencia de "alelos nulos" o



a productos de tamafio idéntico que contengan secuencias distintas, por lo que es

recomendable que la amplificacion por PCR se complemente con analisis de RFLP y
secuenciacion toda vez que la amplificacion por PCR no identifique directamente los

alelos.

Al momento en el Ecuador el uso de microsatélites para el mejoramiento genético en
camarones es una realidad gracias al trabajo realizado por CENAIM (Pérez 2002).
Con la utilizacion de los microsatélites es facil realizar una seleccion genética, ya que
la diversidad o frecuencia alélica presentadas en estos, nos permite determinar si
existe o no grado de parentescos entre una poblacion dada, y escoger a los individuos
no emparentados para realizar el respectivo cruce y obtener de esta manera ganancias

genéticas.

En los programas de seleccion, muchas veces se obtienen ciertas ganancias genéticas
utilizando altas presiones de seleccion, pero esto conduce a que se pierda la
variabilidad. Adn con una presion de seleccion muy alta es posible seleccionar
animales de diferente contenido genético, aunque en proporciones muy bajas. La
mayoria de los animales seleccionados perteneceran a muy pocas familias. Si no
contamos con informacion de lineage, los hijos que resulten de los cruces presentaran
alta consanguinidad, producto del cruzamiento entre hermanos. En el caso del

camaron blanco, se ha demostrado que la consanguinidad es negativa para caracteres



asociados a la produccidn; por tanto en un programa de mejoramiento debe evitarse

por completo el cruce de individuos emparentados (Pérez 2003 ).

EL DNA es la molécula que contiene la informacion genética para el funcionamiento
de todo ser vivo, al ser transmitida de padre a hijos, esa informacion es compartida
entre individuos emparentados. El anélisis del DNA permite estudiar un amplio rango
de problemas biologicos utilizando la informacion contenida dentro de cada individuo

(Pérez 2003).

La seleccion para el mejoramiento genético en especies acuicola en el Ecuador puede
realizarse en base a tres sistemas: seleccion masal, seleccion familiar y walk back

selection.

El sistema de seleccion familiar nos permite tener informacion de los pedigris de la
poblacion, y evitar de esta manera la consaguinidad. Consiste en la evaluacion de

grupos de hermanos, derivados de diferentes cruces bajo condiciones similares.

Para esta seleccion se recomienda utilizar un nimero minimo de 50 familias por ciclo
de seleccion. Las familias son levantadas en forma separada hasta que alcancen un
tamafio de aproximadamente 1 g. Una vez alcanzada esta talla, los animales de cada
familia son marcados con elastomeros (marcas de diferente color) con el propésito de

diferenciar a los individuos de cada familia; luego son sembrados en forma conjunta



en piscinas de evaluacion estadistica, bajo practicas de manejo comercial para el

respectivo levantamiento de tamafio de cosecha.

A cosecha los animales son recuperados y se toman datos de supervivencia,
crecimiento y presencia de enfermedades. Los datos son evaluados y se puede generar
un indice de seleccion integrado. Animales de las mejores familias son a su vez
seleccionados y utilizados como padres para la proxima generacion. Finalmente se
reinicia el ciclo de seleccion para seguir con los pasos previamente indicados. Este
esquema exige una alta inversion, debido a la necesidad de instalaciones dedicadas a

fa actividad y al personal especializado.

La seleccion masal es un proceso mucho mas simple y econdmico que la seleccion
familiar. Los animales a seleccionar son manejados bajo un esquema de produccién
comercial y al momento de la cosecha se procede a escoger los animales con mayor
talla para utilizarlos como padres de la siguiente generacion. Debido a la relacion que
existe entre presion de seleccion y pérdida de la variabilidad genética las presiones de

seleccion recomendadas van del orden del 20 al 10%.

£n un proceso de seleccion masal, la ganancia genética esta dada por la férmula:
G=1* SD *&’
Donde I corresponde a la intensidad de seleccion, SD es la desviacion estandar de la

poblacién bajo seleccion, y h* es la heredabilidad del caracter en seleccién. De esta



ecuacion el término 1 es el que mas facilmente puede variar y por ende influenciar de

manera importante en la ganancia genética.

Presiones intensas de selecciones altas inducen pérdidas de la variabilidad genética,
debido a que se seleccionan animales emparentados con alta frecuencia. Esto lleva a
que durante la multiplicacion de la linea seleccionada se produzcan entre individuos
emparentados (consanguinidad), lo cual es negativo ya que induce pérdidas en el
rendimiento de caracteres comerciales, por ejemplo crecimiento y supervivencia. En
el esquema de seleccion masal tradicional no se cuenta con informacion de pedigri de

ios animales en mejoramiento.

Las poblaciones naturales poseen alta variabilidad genética, que son el resultado de
miles de afios de adaptacion a condiciones bidticas y abidticas cambiantes (Sunden y
Davies, 1991 y Wolfus et al., 1997). Ademas, poblaciones con variantes alélicas
Unicas y genéticamente diferenciadas deben tener un manejo especial para prevenir la
perdida de biodiversidad genética (Grandjean y Schlotterer, 1999). Sin informacion
de pedigri, ni de variabilidad genética, y con alto grado de consanguinidad en los
cruces de animales de seleccidon masal, se produce entonces una rapida erosién

genética, que esta directamente relacionada con la intensidad de seleccion utilizada.

El sistema de genotipeado de walk back selection ha ganado terreno en programas de

mejoramiento de especies acuicolas, lo cual ha permitido realizar selecciones mas



eficientes (Herginger et al., 1995) y tomar decisiones de seleccion independientes de
los individuos con caracteristicas deseadas pero que han sido favorecidos por causas

ambientales (Garcia y Benzie, 1994).

Este sistema permite seleccionar individuos mediante altas presiones de seleccion.
Los animales seleccionados son genotipeados con marcadores moleculares y el grado
de parentesco y los pedigris son determinados. Animales no emparentados y aquellos
que presentan variantes alélicas interesantes o en baja proporcion son utilizados como
progenitores de la siguiente generacion. Con ese esquema se elimina el problema de
consanguinidad y se conserva la variabilidad genética total contenida en el grupo de
animaies seleccionados. El sistema de Walk Back Selection ha sido implementado en
salmon y truchas (Norris et al., 1999; O’Reilly et al., 1998) y con este método se
elimina el manejo de animales en forma separada como en el caso de familias lo cual

reduce los costos del programa de seleccion.




JUSTIFICACION

En las ultimas décadas ha existido un notorio aumento en los marcadores genéticos
disponibles para estudios de diversidad genética. Algunos de ellos tienen diferentes
bases moleculares, pero todos estan enfocados a determinar la organizacién de la
estructura genética en las poblaciones naturales y cultivadas. Ademas, ellos muestran
la similitud entre y dentro de las poblaciones evitando el efecto ambiental (Becerra V.

Paredes M, 2000).

Conocer la similitud entre los individuos y las poblaciones es de gran utilidad en los
programas de mejoramiento genético, pues permite, ademas de la organizacién del
material la seleccion adecuada de los genotipos superiores y la complementacion con
datos fenotipicos para el desarrollo de una poblacion mejorada (Vierling, R.A, et a/

1992).

Las técnicas de biologia molecular, basadas en el analisis de acidos nucleicos (PCR,
microsatélites, AFLP, etc.), permiten la incorporaciéon de nuevas alternativas para
acelerar los procesos de seleccion. De esta forma, es posible explorar aspectos
teodricos y practicos relacionados con la genética de plantas, mejoramiento y analisis
de germoplasma. El esfuerzo estd concentrado en la aplicacién de técnicas que

permitan acelerar y reducir costos de los métodos convencionales de mejoramiento



crear nuevas estrategias en donde la aplicacion clasica encuentra dificultades.

=sta diseccion de la informacidn genética, que surge de técnicas de analisis molecuiar
mas accesibles y eficientes aplicadas en el laboratorio, pueden ser posteriormente
correlacionadas con los avances que se obtienen en los ensayos de campo mediante el

1s0 de la bioinformatica (Bermeo 2003).

La implementacion de marcadores tipo microsatélites se han convertido en una
herramienta fundamental para determinar el parentesco de los individuos, y sin duda
zlguna constituyen un avance muy importante en el desarrollo de la biologia
molecular y la genética en general; Su utilizacion ha revolucionado todo el campo, y
los resultados obtenidos hasta el dia de hoy en cuanto a perfiles genéticos, mapas de

construccion genética, pruebas de parentescos y otros son satisfactorios.

Realizando pruebas de parentescos podremos incrementar la variabilidad genética
del camar6n Litopenaeus vannamei, y evitar de esta manera una consanguinidad en
la linea mejorada. Con los resultados obtenidos de estas pruebas podemos seleccionar
a los padres de la siguiente generacion cruzando individuos que presenten diferentes

perfiles genéticos.

La presente investigacion pretende aplicar la técnica de microsatélites a un grupo de
animales seleccionados y otro grupo control que el CENAIM ha levantado dentro de

su programa de genética. La informacion colectada servird para determinar el grado
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de parentescos (pedigri) de esos animales y en base a esos datos se realizaran cruces

dirigidos entre individuos no relacionados genéticamente.

La importancia de trabajar con organismos seleccionados genéticamente constituye a
un incremento a las ganancias en cuanto a produccion ya que las generaciones
siguientes de individuos presentaran mayores pesos, mayor longitud y lo que es muy
importante no se pierde la variabilidad genética de los individuos. Con un ciclo de
seleccion genética habremos obtenido ganancias del 10 % en peso, lo que significa
que con diez ciclos de seleccion se habrd incrementado al doble las ganancia en
cuanto a produccion y los ingresos econdmicos se habran duplicados solamente

trabajando con camarones genéticamente seleccionados.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Generar lineas seleccionadas para alto crecimiento mediante pruebas de

parentesco para incrementar la productividad de la actividad camaronera.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar parentescos en un grupo de reproductores de Litopenaeus

vannamei utilizando marcadores moleculares tipo microsatélites.

e Obtener el grado de conservacion de variabilidad genética utilizando

microsatélites en una poblacién derivada de cruces dirigidos.



HIPOTESIS

¢ [os marcadores moleculares tipo microsatélites son ftiles para las pruebas

de parentesco en camaron blanco Litopenaeus vannamei

HIPOTESIS NULA
e Las pruebas de parentescos determinaron alta consaguinidad de los

organismos evaluados, tanto controles como seleccionados.

HIPOTESIS ALTERNA
e Baja consanguinidad en las pruebas de parentesco, permiten el cruce de los

animales controles y seleccionados.
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1. PROGRAMAS DE MEJORAMIENTOS

GENETICOS

1.1. TECNOLOGIAS GENETICAS

Los cientificos han desarrollado una serie de técnicas bioquimicas y genéticas
mediante las cuales el ADN puede ser separado y transferido de una célula a otra.
Algunos de esos métodos de laboratorio ayudan a los investigadores a estudiar las
propiedades de los genes en la naturaleza (permiten, por ejemplo, comparar los ADN
de diferentes animales para establecer distancias evolutivas). Otras técnicas de ADN
constituyen herramientas basicas en el campo de la ingenieria genética (alteracion de
genes de un organismo). Esas herramientas son utilizadas en la industria para
desarrollar productos comerciales tales como cosechas mas resistentes a la desecacion
o a las plagas, microorganismos capaces de descomponer compuestos contaminantes
como hidrocarburos o petroleo, o capaces de producir determinados compuestos
atiles en medicina en grandes cantidades como la insulina, el interferon o

determinadas vacunas (Bailey y Bains 2003; y Benitez 2004).
Las moléculas de ADN de cualquier forma de vida tienen la misma estructura y estan

constituidas por las mismas cuatro bases nitrogenadas, por lo que los cientificos han

utilizado esas similitudes para introducir uno o mas genes de un organismo en otro
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diferente. Estos nuevos genes llegan a ser funcionales en el organismo receptor y a

producir la proteina deseada. Esta tecnologia del ADN recombinante es la que se ha
utilizado para obtener grandes cantidades de determinadas proteinas como la insulina,

necesaria para los organismos (Bailey y Bains 2003; y Benitez 2004).

1.2. METODOLOGIAS MOLECULARES

Las metodologias moleculares han revolucionado todo el campo de la genética, el
polimorfismo basado en el DNA, se ha usado para la construccion de mapas de
ligamientos, estrategias de seleccion asistida por marcadores, identificacion de
especies, estudios de genéticas de poblaciones y pruebas de parentescos (Araneda C
1999). El uso de marcadores moleculares en la genética ha permitido solucionar un
sin nameros de problemas en el campo; unos de estos es el conocer el parentescos de
un nimero de organismos de una poblacién determinada, es decir cuantas posibles

familias existen en una poblacion, de las cuales se desconoce el pedigri.

Los primeros marcadores desarrollados a finales de la década de los 70, se basaron en
la identificacién de proteinas e isoenzimas por electroforesis en geles de almidén o
poliacrilamida. Con ellos se abri6 el conocimiento de la estructura y heterogeneidad
genética entre diferentes especies, variedades, y poblaciones de distinto origen
geografico. Pero esta técnica tenia una limitacion muy importante: no era capaz de
detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies proximas debido a que

las proteinas son el resultado de la expresion génica, que puede ser distinta de unos
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tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra, de un medio ambiente a otro, y de

una época del afio a otra (Claros G 2003). Actualmente, los avances en biologia
molecular han incorporado nuevos marcadores, de naturaleza molecular y de mayor
sensibilidad para detectar cambios en el genotipo de los individuos, situacion que ha
permitido grandes avances en este tipo de estudios (Becerra V. Paredes M, 2000).
Los marcadores genéticos son una importante herramienta con la cual se obtiene

informacion genética disponible en un organismo (Ranamukhaarachchi et al., 2000).

Las técnicas moleculares permiten, en general, sondear la complejidad y variabilidad
del contenido genético de los organismos. Este tipo de informacién puede servir para
multiples objetivos que cubren un amplio rango desde el individuo hasta las
categorias taxonomicas mas amplias. Las principales aplicaciones a las que se les
puede dar a las técnicas moleculares son: identificacion individual, sexo, paternidad,
parentesco, filogenia intraespecifica, especiacion, hibridacion, introgestion, filogenia

de especies, macroevolucion y aplicaciones en biologia de la conservacion.

Aunque el uso de marcadores bioquimicos y moleculares en estudios de diversidad
genética es limitado por el costo de los reactivos, y en algunos casos por el elevado
costo de los equipos, los avances técnicos que estas tecnologias han alcanzado en los
altimos afios, los hacen mas accesibles a los genetistas y a los programas de
mejoramiento. Ambos tipos de analisis son complementarios en la caracterizacién

morfoldgica y agronomica del germoplasma y en el entendimiento de la diversidad y
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estructura genética de las poblaciones, especies y taxas (Becerra V. Paredes M,

2000).

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares, la mayoria de ellos son derivados
de la aplicacion de la Reaccion en cadena de la polimeraza o PCR. Un buen marcador
molecular debe reunir una serie de caracteristicas para maximizar su utilidad: una
buena distribucion a lo largo del genoma, alto grado de polimorfismo, la técnica para
utilizar el marcador debe ser rapida y practica y debe poder repetirse con fiabilidad en

otros laboratorios (Arenguren y Jordana 2002).

Todas las tecnologias que engloban a los marcadores moleculares para la
identificacion de genotipos de interés mediante analisis de fragmentos (microsatélites,
AFLP's, SNP's, etc....) son susceptibles de ser analizadas a través de la

instrumentacion existente en la Unidad de Secuenciacion (Cousinou y Pérez 2004).

En familias obtenidas por cruzamiento entre especies muy distantes
filogenéticamente, cualquier marcador codominante suele ser atil, sin embargo,
cuando los parentales estan genéticamente mas relacionados, es mas dificil encontrar
variabilidad en cada locus. Por esto, la eficiencia de los microsatélites aumenta

respecto a la de isoenzimas, debido a que presentan mayor grado de polimorfismos

(Ruiz C 2002).
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1.3. MARCADORES MOLECULARES

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado especies vegetales,
animales y microbianas basandose en el fenotipo. Las mejoras genéticas eran posible
gracias a la variabilidad genética, a la heredabilidad del caracter que se queria aislar,
a la eficacia e intensidad de la seleccion aplicada, y al tiempo necesario para realizar
un ciclo de seleccion. Sin embargo, quedan muchos aspectos desconocidos, como son
el nimero y efecto de los genes implicados en la expresion de un caricter, la
localizacion de estos genes, y su funcion fisiologica. Por otra parte, la taxonomia
siempre ha estudiado caracteristicas morfologicas, lo cual requiere observaciones
muy exhaustivas de los organismos en diferentes estadios de desarrollo. Los criterios
utilizados carecen muy a menudo de definicion y objetividad y, en cualquier caso, son

marcadores ambiguos debido a las influencias ambientales (Claros G 2003).

Afortunadamente la aparicion de los marcadores moleculares estd ayudando a
eliminar tanto los inconvenientes de una seleccion basada en el analisis exclusivo del
fenotipo, como la identificacion de especies y variedades de una forma mas rigurosa

y repetitiva (Claros G 2003).

De forma metaforica, un marcador es como una sefial de humo dentro de la
informacion hereditaria (el ADN). Nos permite identificar la presencia de un gen a
gran distancia y de forma sencilla. Dependiendo del caracter, nos seran utiles unos u

otros marcadores. Actualmente, existe un gran nimero de marcadores de ADN. Basta
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decir aqui que los mas utilizados son los llamados "microsatélites".El andlisis de qué
marcadores estan asociados a caracteres de interés econOmico se facilita

enormemente si se dispone de un mapa genético (Pérez-Enciso M, 1998).

1.4. MARCADORES GENETICOS

Existen varias herramientas para evaluar el estado actual de la diversidad genética en
ias poblaciones naturales productos de los avances en biologia molecular (Silva y
Ruso, 2000). Los marcadores genéticos se basan en la informacion contenida en las
proteinas o en el DNA de cada individuo, y han aparecidos en una gran variedad de
formatos. Marcadores basados en la reaccion en cadena de la polimeraza (PCR) han
sido disefiados para detectar diferencias en la secuencia de DNA. Sin embargo la
elecciébn  entre una técnica y otra depende de la disponibilidad de equipos,

factibilidad economica y cantidad de variacion detectada (Silva y Ruso 2000).

El desarrollo de los marcadores genéticos de DNA ha marcado una revolucion en la
genética en general. La aplicacion de marcadores genéticos ha permitido el rapido
progreso en investigaciones de variabilidad genética en acuacultura, reproduccion,
asignacion de parentales, identificacion de especies, y construccién de mapas
genéticos de alta resolucion. Los requerimientos, ventajas y desventajas de los varios
tipos de marcadores son discutidos, junto con sus aplicaciones en una variedad de
estudios, asi como la manera de explotar de forma eficiente sus potenciales en la

acuacultura genética (Liu y Cordes 2004). La utilizacion del ADN como método de
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identificacion individual tiene una serie de aplicaciones. Sin embargo, también
existen una serie de limitaciones que es conveniente tener en cuenta con el fin de
establecer el marco operativo. Dos de esas limitaciones son el costo inicial de
implementacion y la variabilidad detectada con esos marcadores (Cafion et al., 2002).
En el caso de Litopenaeus vannamei y debido al trabajo base realizado localmente por

CENAIM, esas limitaciones han sido superadas.

A nivel de programas de mejoramiento genético en camarones se ha demostrado el
potencial uso de marcadores especificos para familias considerando su variabilidad,
utilizando diferentes técnicas como: RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) (Garcia et al., 1994), DNA mitocondrial (Garcia-Machado et al,. 2001),
microsatélites o SSRs (Short Sequence Repeats) (Garcia et al,. 1996) y RFLPs
(Garcia y Benzie, 1995). Una nueva fuente de marcador genético, los ISSRs (Inter-
Simple Sequence Repeat) sobrepasan algunas de las limitaciones encontradas con las

técnicas de isoenzimas, RAPDs y RFLPs (Ratnapark et al., 1998).

1.5. MARCADORES MOLECULARES TIPOS MICROSATELITES

Los marcadores moleculares tipo microsatélites constituyen unos de los métodos
recientes para evaluar poblaciones cultivadas y silvestres. Se caracterizan por ser
secuencias simples repetitivas compuestas de uno a seis bases nucleotidicas, que se
repiten en tindem a lo largo del DNA, en organismos eucariotas. Son excelentes

marcadores genéticos moleculares porque son codominantes, es decir se puede



diferenciar ambos alelos presentes en un individuo. Ademas son altamente

polimorficos, exhibiendo un gran nimero de bandas variables y se ajustan a los

modelos de segregacion mendeliana (Goldstien y Schiétterer, 1999).

Los microsatélites son faciles de separar y medir mediante electroforesis (Rahman,
2000) y por ello han sido aplicados para analizar diversidad genética y diferenciacion
en poblaciones silvestres de camaron. Frente a otras técnicas de marcadores
codominantes como RFLPs tienen la ventaja de que se los puede amplificar mediante
PCR a partir de pequefias cantidades de DNA. A este se suma, que su deteccion es
mas rapida y econémica porque puede ser hecha con métodos de tincion de plata.
Este punto es fundamental ya que facilita su implantacion en laboratorios con bajos

nivel de equipamientos.

En la década de los 50 la electroforesis comenzé a ser utilizada en estudios de
diversidad genética. Basicamente la electroforesis es una técnica que separa
moléculas por su movilidad diferencial a través de un solvente en un campo eléctrico

(Becerra V. Paredes M, 2000).

Cuando los microsatélites son amplificados por medio del PCR, utilizando un par de
oligonucledtidos flanqueantes como iniciadores, muestran un alto polimorfismo
debido a diferencias en longitud de fragmento. El alto polimorfismo se debe

fundamentalmente a errores de copias del microsatélite mediante deslizamientos
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accidentales de la polimeraza (slippage) durante la copia in vitro del DNA. Ademas

por ser altamente polimoérficos se los encuentra distribuidos aleatoriamente en el
genoma, a diferencia de los VNTR (variable numbers of tandem repeats) (Fries,
1993) los productos amplificados por PCR y los tamafios de las bandas pueden ser
determinados exactamente en geles de alta resolucion (Herbinger et al., 1995). Los
microsatélites permiten determinar los pedigris (Herbinger et al., 1995) y conocer el

grado de parentescos de los animales en base a datos obtenidos.

Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias
ventajas como son su codominancia, multialelismo y su alta heterocigocidad. El alto
nivel de polimorfismo que detecta permite una discriminacion precisa entre
individuos altamente emparentados. Ademas de ser altamente polimorficos, los
microsatélites usan cantidades minimas de ADN, equivalentes a las que se usan en
RAPD. Las condiciones de amplificacion y de reaccion son especie-especificos y la
variacion en el largo de los productos amplificados mediante PCR es funcion del

numero de unidades repetidas (Becerra V. Paredes M, 2000).

En general, la amplificacién de microsatélites ha demostrado que éstos son mas
variables que isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Por ejemplo, en Cucumis 29
isoenzimas no mostraron polimorfismo entre dos genotipos comerciales. Dentro del
mismo género RAPD detecté un 38% de polimorfismo, mientras que los

microsatélites detectaron un 71%, e incluso detectaron diferencias genéticas entre
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cultivares altamente emparentados que mediante otras técnicas no habian podido ser

distinguidos. Es asi como se ha comprobado, en diversas especies, la
complementariedad de todas las técnicas mencionadas anteriormente en el estudio

global de la organizacion genética del germoplasma (Senior, M.M., er al 1995).

Los microsatélites SSRs son secuencias de bases nucledtidas que se presentan en el
genoma de forma repetitiva, sus repeticiones van de dos a seis pares de bases, es decir
pueden ser dinucleétidas, trinucledtidas, tretranucleétidas, pentanucleétidas,
sextanucleotidas (Glick y Pasternak, 1998), etc, y su extension comprende de 20 a
100 pares de bases (Goldstein Schlotterer, 1999), pueden estar ubicados en zonas
codificantes como los genes, en areas no codificantes en las cuales no ejercen funcion

alguna.

Primer 1

l ||l I k* TCT 1
pGTGGALT&TﬂGALChT—- CACACACADACAUAD—-GCTGTGATGGICTAL
Mierosatelite
CACPTRATATITOATA— TGTATRTAT TR .»_rmmr'r.wmrrfclm
] |

Pripms 2

Figura 1. Ejemplo de un microsatélite dinucledtido (Tomado de:

http://www.avpa.ula.ve/articulos_libres/AVPAconservacion.pdf.)
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Figura 2. Anatomia de un microsatélite (Tomado de: http://asicoaquaticmarkers .com

/Anatomyo fa Microsatellite.htm)
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1.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERAZA

El desarrollo la Reaccion en Cadena de la Polimeraza (PCR) ha revolucionado el
campo de la Biologia Molecular. El principio basico de la PCR es la amplificacion
exponencial de la secuencia ADN molde, utilizando oligonucleéticos sintéticos
iniciadores cuyas secuencias corresponden con la secuencia blanco y delimitan el
segmento de ADN a amplificar. La naturaleza exponencial de la amplificacién se
logra mediante ciclos repetidos de desnaturalizacion, hibridacion y extension, que

conforman una ronda de amplificacion. (Jhan A, Michaud A 2005).

La reaccion en cadena de la polimeraza, mas conocida como PCR, es una técnica que
permite replicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir de pocas
horas e in vitro, pequefias cantidades de ADN. Uno de los aportes fundamentales de
esta metodologia a la investigacion basica en biologia molecular consiste,
precisamente, en la rapidez y eficiencia mediante las cuales se realiza una tarea que
antes requeria largas y tediosas jornadas. El producto que se obtiene al finalizar la
reaccion es una gran cantidad de un fragmento génico con alto grado de pureza y
favorece la tarea de los investigadores empefiados en ampliar nuestros conocimientos
sobre la estructura y funcion de los genes. Por su alta sensibilidad, esta técnica
permite identificar un gen a partir de un solo cabello, una célula somatica o un

espermatozoide (Satz, L y Kornbliht1, R. 993).



Partiendo de este principio, la reaccion en Cadena de la Polimeraza se basa en la

repeticién de un ciclo formado por tres etapas: La primera es la desnaturalizacion del
ADN doble cadena, la segunda la hibridacion de los iniciadores a la zona 3’
especifica de cada una de las hebras y la tercera la extension del cebador por

actuacion de la DNA polimeraza.

En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos
hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-
97°C). La renaturalizacion se producird cuando la temperatura disminuya. En el
segundo paso (hibridacion) los cebadores se unen a las zonas 3" complementarias que
flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza gracias a la bajada de la
temperatura (50-65° C). En la tercera etapa (elongacion) se produce la sintesis de una
cadena sencilla (produciéndose un fragmento de doble cadena por Ia
complementariedad) en la direccion 5'— 3" mediante la enzima DNA polimeraza, la
cual incorpora los desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la

cadena molde. Todos estos pasos se pueden apreciar en la siguiente grafica.
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Polvmerase Chamn Reaction

P

30-40 ciclos de 3 pasos

| : ’ 7 5 7 Paso 1. Desnatwialzacion
H 9.4 4
-~ ¥ . £
1 mnuto a 3450
T 111 Ty .
I i { i
i |
z! i Pl i
i I b B { B AR IS s ree S :
I i i i Fazo & Hibndaoion
e § i
RS 5. 5 i 45 segundos o 54 TC
-

——_— i X

T 2

i il ;

ot t4 SERE] e s . o ey
i i I i Tl FI5Th 3 -
¥ 15 ! o Paso 3 Extension
- S Mo il LN

2 munutos a 72 °C

Figura 3. Pasos basicos del PCR (Tomado de: Andy Vierstracte 1999).

Observemos ahora en la figura siguiente que una vez completado el primer ciclo,

disponemos de 2 copias de la muestra original, al final del segundo ciclo tenemos 4,

al final del tercero 8...Si los ciclos se producen un numero "n" de veces y suponiendo

que el nimero de copias de ADN se duplica en cada ciclo, obtenemos una cantidad de

ADN de 2n, por lo que la amplificacién se realiza en forma de progresion geométrica

(Prescott M y Harley M, 1999).
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Figura 4.  Amplificacion  exponencial del PCR  (Tomado  de:

http://biotec.amgen.es/cgi-bin /wdbcgi.exe/amgen/pak_biotec.muestradoc).

Es importante recalcar que los productos obtenidos tras la tercera etapa son de dos
tipos: "producto corto" y "producto largo". El producto corto tiene una longitud
perfectamente definida por los extremos 5 de los cebadores y contiene exactamente
la secuencia que se desea amplificar. Es el fragmento que se almacena de manera
exponencial durante la reaccion. El producto largo es el que incorpora las cadenas de

ADN originales de la muestra y cuyos extremos 3" no estan definidos. Sin embargo,



es importante aclarar que al final de la PCR, la cantidad del producto corto sintetizado

es muy superior en comparacion con el producto largo, por lo generalmente para
posteriores estudios, a partir del producto de la PCR, se desestima (Prescott M y

Harley M, 1999).

La deteccion del producto de la Reaccion en Cadena de la Polimeraza se realiza
normalmente mediante corrido electroforético dependiendo del tamafio de la
amplificacion y la resolucion que deseemos utilizaremos diferentes medios (agarosa,
poliacrilamida) a distintas concentraciones. La posterior visualizacién se puede
realizar con bromuro de estudio (lampara de luz UV), tincién de plata, fluorescencia,

radioactividad (Prescott M y Harley M, 1999).

En la actualidad se desarrollan métodos para poder cuantificar el producto de la PCR,
visualizando in situ sobre tejidos (Cao, Y. y cols, 2000). Lo que hace prever un

crecimiento, si cabe mayor, del uso de la técnica de la PCR.

1.7. ANALISIS DE FRAGMENTOS DE DNA

Una vez que un fragmento interesante de ADN se ha aislado o identificado, los
cientificos necesitan determinar si la secuencia de nucledtidos de dicho fragmento es
un gen conocido o qué clase de proteina puede estar produciendo. Esta técnica
permite determinar la secuencia especifica (el orden preciso de bases nucledtidas) de

un fragmento de ADN. La mayoria de los tipos de secuenciacion utilizan la técnica de

I
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extension de oligonucledtido ideada por el britanico Frederick Sanger. Esta técnica se
puede utilizar por ejemplo para detectar mutaciones relacionadas con enfermedades
tales como la fibrosis quistica, o bien para alterar la secuencia de un gen y estudiar la

funcion de la proteina resultante.

Los analizadores genéticos que se encuentran en la unidad, se basan en electroforesis
capilar y deteccion inducida por laser. Estos equipos permiten ademas de la
secuenciacion automadtica de DNA, realizar analisis genético utilizando fluorescencia
para detectar los fragmentos generados. Esta metodologia utiliza cebadores marcados
fluorescentemente con los mismos fluorocromos que se emplean para la

secuenciacion.

Mediante un programa de analisis se detectan los diferentes fragmentos que se ha
generado. Este software ofrece un analisis sencillo y rapido ya que en una misma
inyeccion se pueden correr hasta 3 muestras distintas puesto que al ir marcadas con

fluorocromos distintos en el analisis se discrimina por colores (Diaz y Gasco 2004).

El analisis del tamafio de los fragmentos de DNA permite numerosas aplicaciones

como es el estudio de microsatélites en una poblacion, estudios de DNA

fingerprinting mediante técnicas AFLPs, pruebas de paternidad, pruebas forenses, etc.
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Se pueden utilizar hasta 4 marcadores fluorescentes simultaneamente (uno de ellos
reservado para el marcador de tamafios moleculares) y combinar diferentes tamaiios
alélicos en la misma muestra por lo que por cada capilar en una misma electroforesis

se pueden analizar multitud de fragmentos.

Debe evitarse el uso de aceite mineral en las reacciones de PCR. En algunos casos
puede ser necesario un paso de purificacion de los fragmentos (precipitacion con

etanol o purificacion con "kits" especificos) antes del proceso de electroforesis.

Figura 5. Analisis de fragmento de DNA (Tomado de

hitp://www.unileon.es/investigacion/ltiir/saan. htm#fragmentos).



1.8. VENTAJAS DEL ANALISIS DE DNA UTILIZANDO

MICROSATELITES

Es muy importante y fundamental la utilizacion de los microsatélites, pero el tiempo
y costo involucrado en el proceso del disefio de cada partidor es alto, 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 como son algunos mamiferos, plantas anuales y perennes

(Wang, Z.Y., et al 1992).

La identificacion y verificacion de parentesco basados en el ADN aumentan
significativamente el valor del registro animal y constituyen la base para una mejora
genética continuada. El analisis del ADN microsatélite realizado en miles de animales
con la finalidad de establecer su identificacion y parentesco ha sido reconocido en los
registros de animales de pura raza en todo el mundo. Las ventajas que ofrece este
procedimiento consisten en que:

e Determinan la identidad y el parentesco con gran precision.

e [Establecen un registro permanente de identidad.

e Certifican el parentesco asegurando una carta genealdgica correcta y la

fiabilidad del registro de sementales.



e Proporcionan una verificacion independientemente de los apareamientos y de

la inseminacion artificial.
e Facilitan la creacion y mantenimiento de una base genética para futuros
examenes diagnodsticos relacionados con productividad, reproduccién y

enfermedades.

1.9. PRUEBAS DE PARENTESCOS CON MICROSATELITES.

Las pruebas de parentesco mediante marcadores de ADN (microsatélites, SSCP's,
SNP's) precisan el conocimiento de sus frecuencias alélicas en la poblacion originaria
(Jamieson, 1994). La proporcion de bandas compartidas entre dos individuos estima
la semejanza de sus patrones de bandas y, por tanto, sus relaciones genéticas, por lo
que permite descartar la existencia de relaciones genéticas entre individuos (Grunder

et al., 1994),

Con las pruebas de parentescos, se pretende incrementar la variabilidad genética en
camaron Litopenaeus vannamei, evitando la consaguinidad en la linea mejorada. Se
ha reportado el calculo de las estimaciones de parentescos entre y dentro de
poblaciones a partir de marcadores genéticos, mostrando una alta correlacion entre las
asignaciones de parentescos a través de pedigri y las asignaciones por el métodos de

los alelos compartidos (Bjornstad y Roed, 2001; Eding y Meuwissen, 2001).
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El principio de las pruebas de parentescos utilizando marcadores microsatélites, es
comparar su genotipo y/o su fenotipo de una poblacion determinada. Segin el
principio mendeliano de los dos alelos que presenta un individuo, uno proviene de la
madre y otro del padre, en el analisis de parentesco, los organismos presentaran
bandas homocigoticas como heterocigéticas y se sabra a cuantas posibles familias

pertenece esta poblacion (Arenguren J 2002).

Las pruebas de parentescos han permitido determinar la relacion genética que existe
entre poblaciones diferentes de individuos o grupos de individuos de una misma
poblacion y saber también el grado de consanguinidad de estos. Con datos como estos
ha sido posible seleccionar poblaciones silvestres de organismos y someterlos a las
evaluaciones y al analisis respectivo, de esta manera se ha podido cruzar a los
individuos no emparentados genéticamente y obtener descendientes mejorados
genotipicamente y con un mayor volumen en cuanto a peso y tamafio que sus propios

progenitores.

1.10. MEJORAMIENTO GENETICO

La utilidad de los microsatélites para la efectividad de un programa de mejoramiento
genético en familias de Litopenaeus vannamei ha sido demostrado mediante analisis
de la variabilidad genética, segregacion mendeliana y agrupamiento del lineage,

determinando previamente la existencia de alelos nulos en las familias (Vivanco

2004).



Conocer la similitud entre los individuos y las poblaciones es de gran utilidad en los
programas de mejoramiento genético, pues permite, ademas de la organizacion del
material la seleccion adecuada de los genotipos superiores y la complementacion con
datos fenotipicos y para el desarrollo de una poblacion mejorada (Becerra V. Paredes

M, 2000).

Los programas de mejoramientos genéticos especialmente en camarones se estan
realizando en base a metodologias de seleccion siguiendo el esquema de produccion
normal; con esto se pretende obtener individuos mejorados genéticamente cuyo peso
y tamafio sea superior al de sus progenitores. Los programas de mejoramientos
genéticos implican un proceso a mediano plazo, ya que por cada ciclo de seleccion se
obtiene una ganancia de un 10% en peso y tamafio, esto quiere decir que por diez
ciclos de seleccion habremos doblados a la mitad en cuanto a crecimiento y en
produccién, y obtenido ganancias econdmicas sumamente representativas para el
sector camaronero en general. Ganancias mas altas podrian ser posibles con el uso de
poblaciones base de mayor variabilidad genética acoplado al uso de marcadores

moleculares (Pérez F, 2004).

1.11. ESTUDIOS REALIZADOS CON MICROSATELITES
Los programas de mejoramientos utilizados en camarones que han resistido a
enfermedades y con altas tasas de crecimiento, esta constituyendo sin duda alguna

como unos de los pasos mas importantes dentro de un proceso de seleccion genética.
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Se ha realizado la optimizacion y aislamiento de microsatélites en camaron (Vivanco,

2004), y unas de las ventajas de trabajar con microsatélites con repeticiones grandes
es justamente su facilidad de lectura en las bandas porque no hay repeticiones

erroneas.

Los trabajos realizados en identificacion de camarones evaluando también
poblaciones naturales y cultivadas de camarén Tigre (Penaeus monodon) en Filipinas
utilizando siete microsatélites han demostrado han demostrado diferencias genéticas

significativas en poblaciones de camarones silvestres (Xu et al., 2001).

Los trabajos de parentescos realizados en otros organismos acuicolas como por
ejemplo la crianza en truchas utilizando microsatélites ha permitido seguir con un
programa de mejoramiento genético y evitar cruzamientos entre oOrganismos
emparentados (consanguinidad). Con esto también se puede llegar a identificar a
grupos de organismos de diferentes familias a partir de las caracteristicas genéticas de

los padres (Herbinger et al., 1995).

Asi mismo en México, se esta desarrollando tecnologias para el cultivo de crustaceos
utilizando marcadores moleculares tipo microsatélites (//www.cibnor.mx/), con esto
de pretende optimizar los recursos y produccién y hacer frente a nuevos retos y

problematicas en la acuacultura en ese pais.



En Colombia unos de los objetivos de la acuacultura es producir animales que serian

utilizados como una poblacién, que seria utilizada en practicas comunes de
conservacion como es la introduccién, la reintroduccion y el reforzamiento de
poblaciones naturales. Teniendo en cuento todo esto se hace necesario estudiar la
estructura genética de las poblaciones silvestres. Para esto se utilizo muestras
musculares de organismos y algunos microsatélites para evaluar la pérdida de la

variabilidad genética (Santacruz D, et al. 2001).

1.12. SELECCION MASAL PARA CRECIMIENTO Y RESISTENCIA

La necesidad de animales seleccionados para la produccion comercial extensamente
ha sido reconocida por la industria de camarén. El empleo de animales mejorados
genéticamente mejorara la productividad y aumentard el mantenimiento de la
industria a largo plazo. Los resultados de seleccion para el crecimiento y la
resistencia de enfermedad en la especie de camar6n son alentadores. Argue et al.,
(2002) relatan un beneficio del 21 % para el crecimiento y un aumento del 18.4 % en

la resistencia TSV que usa un esquema de seleccion de familia en Penaeus vannamei.

Sin embargo la selecciéon de familia es un gran esfuerzo, que no podrian estar
disponibles para la mayor parte de paises de produccién. Por otra parte, la seleccion
masal es un proceso mucho mas simple que puede ser llevado en condiciones

comerciales con instalaciones produccion, maduracion y charcas.
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La seleccién masal también ha mostrado el potencial interés para el crecimiento. En
P. stylirostris, presiones de seleccion variables (del 4 a 18 %) han dado un beneficio
total del 21 % en cinco generaciones (Goyard et al., 2002). En Venezuela se trabajo
con seleccion masal con presion de seleccion del 50 %y mostr6 un aumento del 14.5
% en el indice de crecimiento semanal y el 17 % sobre la supervivencia general en 11
ciclos de seleccion. El efecto combinado del indice de crecimiento y supervivencia
probablemente mejorard la direccion condicionada a la produccion y aumentara de

1.2 a 2.1 ton/Ha durante el periodo de seleccion (de Donato et al., 2005).

Heredabilidades para el crecimiento en la especies de camarones diferentes han sido
descritos antes, mostrando a una amplia gama de valores (Argue et al., 2002), 0.42 +
0.15 (Carr et al., 1997), 0,17£0,06 y 0.340 =+ 0.18 (Pérez-Rostro y Ibarra, 2003 a, b),
0.16 a 0.31 (Hetzel et al., 2000), 0.10 y 0.39 (Benzie et al., 1997), 0.47 (Goyard et al.,
2002) y 0.24+0.05 y 0.17+0.04 (Gitterle et al., 2005). La mayor parte de los datos
relatados muestran que el crecimiento es un caracter con el moderado a alta
heredabilidad; de ahi, un programa de seleccion masal deberia generar el beneficio
genético. El potencial de seleccion masal esta relacionado directamente con la presion
de seleccion en una poblacion criadora donde la variacion fenotipica, expresado como
la desviacion estandar y la heredabilidad son fijados. Una presion de seleccion del 10
% dara el beneficio genético a casi la mitad comparado con una presion de seleccion

del 1 %.

(%)
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Tedricamente la principal obligacion para un proceso de seleccion masal es la pérdida

de variabilidad genética cuando altas presiones de seleccion son aplicadas. La
disminucion de variabilidad microsatélite debido a la seleccion o domesticacion ha
sido demostrada usando a los individuos de generaciones diferentes en varia especie

(Romana-Eguia et al., 2005, Norris et al., 1999, Skaala et al., 2004, Liu et al., 2005).

Aquellos estudios fueron desarrollados usando el material bioldgico sacado de criar
programas donde el nimero eficaz de antepasados era bajo. La pérdida de
variabilidad genético y carencia de informacion de pedigri en un proceso de seleccion
masal que conduce al aumento de niveles de inbreeding. En P. japonicus una
disminucién del 6.23 % de variabilidad genética fue encontrada por cada 10 % de

mnbreeding (Key et al., 2004).

La produccion comercial de larvas es diferente en los programas de cria establecidos.
En Ecuador, un criadero genera mas de 100 cruces por noche para la produccion
comercial de nauplios y larvas. Este numero permitiria la variabilidad genética en
niveles buenos y reduciendo al minimo inbreeding de ser acoplado con una direccion
sana genética. El enganche de la produccién comercial con un programa de seleccién
masal permitira a la transferencia del beneficio genético sin retrasos la realizacion de
un programa de cria con precios bajo. Este enganche seria posible debido a los
numeros de parte de la progenie producida en el camarén, el alto namero de los

~dividuos que son levantados durante el crecimiento hacia y el periodo en charcas de



produccién y las altas presiones de seleccion que pueden ser aplicadas. Las

publicaciones de enfermedades como WSSV, TSV, IHHNV y NHP tendrian que ser
mas dirigidas. Sin embargo, la presencia de estas enfermedades sera similar a los
niveles reales ya que la mayor parte de la produccién mundial usa unos individuos
seleccionados como antepasados. La evaluacion inicial de enfermedad libera a
antepasados por PCR para su empleo en el criadero y en el programa de cria podria

ser posible, afiadiendo un nuevo nivel de seguridad (Motte et al., 2003).

Con este trabajo apuntamos a la evaluacion de la pérdida de variabilidad genética
debido a un alto proceso de seleccion masal de presiéon en el camar6n blanco, P.
vannamei en la produccién comercial que usa la informacién de microsatélites.
Informaciéon de microsatélite también fueron usados para evaluar el nivel de
diferenciacién genética inducida por la seleccion, midiendo distancias genéticas entre

el seleccionado y control de individuos.
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2. METODOLOGIA EMPLEADA PARA LA
EJECUCION DE LAS PRUEBAS DE
PARENTESCOS

La fundacion CENAIM-ESPOL esta destinada a al investigacion cientifica, desarrollo
y difusién de la tecnologia en el area de acuicultura y afines. El Centro Nacional de
Acuicultura e Investigacionés Marinas (CENAIM) “Edgar Arellano M” esta ubicado
en el recinto San Pedro, parroquia Manglaralto del Cantén Santa Elena en la
provincia del Guayas. Esta fundaciéon ofrece oportunidades para realizar tesis de
grado en sus instalaciones. Cuenta con muchas areas de trabajos dedicadas a la
investigacion cientifica, entres ellas se encuentra el area de genética que fue en donde
se realizo el trabajo de investigacion previo a la obtencion del titulo de Biologia
Marina. El departamento de genética cuenta con todos los equipos necesario para
realizar investigaciones de todo tipo como la utilizacion de marcadores moleculares,

construcciones de mapas genéticos, pruebas de parentescos entre otros.

2.1. Obtencion de muestras

Para la obtencion de las muestras, fueron considerados 100 organismos reproductores
controles y 208 reproductores seleccionados provenientes de una seleccion (familiar o
masal), realizada en el CENAIM. Los organismos control se diferenciaban por tener

un elastomero de color rojo, y los seleccionados de color verde y amarillo.
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Los reproductores fueron colocados en tanques diferentes tanto controles como

seleccionados para tenerlos separados por tratamiento y tener un mejor control de
ellos. Los datos de extraccion, codificacion de anillos, peso en gramos y sexo fueron

apuntados en una planilla de control, para luego ser ingresados a una base de datos.

2.2. MANEJO DEL EXPERIMENTO

Los individuos fueron pescados de los tanques de maduracién con un challo, se
procedi6 a tomar el peso respectivo de cada uno de ellos en una gramera. Con la
avuda de una pinza y una tijera, se extrajo un pleépodo de cada individuo, luego se
los marco con anillos de plastico y un codigo para facilitar su identificacion. Las
muestras fueron depositadas en ependorf con 1,5 ml de etanol al 100 %, con su

identificacion respectiva.

2.2.1. Extraccion de DNA

De las muestras obtenidas (pledpodos) se extrajo una porcion de tejido, se las enjuagod
en agua destilada (para liberar el alcohol) y se los coloco en ependorf de 1,5 ml, para
posteriormente realizar la extraccion de DNA utilizando el método de Chelex (anexo
1). Esta extraccion empieza colocando la proteinaza K que rompe las proteinas del
tejido, y adicionandole una cantidad determinada de Chelex, luego es sometido a altas
temperaturas para liberar las moléculas de DNA. La parte final de la extraccion es la
centrifugacion de la muestra para precipitar de esta manera lo que no se va a utilizar y

recuperar unicamente el sobrenadante (ver anexo 1). Siguiendo un protocolo de



extracciéon muy minucioso se obtuvieron concentraciones de DNA considerables los

cuales serviran para la amplificacion respectiva; las muestras reposan en ependorf de

1.5 ml colocados en gradillas plasticas.

Las muestras son guardadas en frio a una temperatura de -20 °C hasta su inmediata
utilizacién. Cuando se las va a amplificar se las descongela y se vuelve a centrifugar

v de esta manera utilizar solamente las particulas de DNA disueltas en la muestra.

2.3. PRUEBAS DE INICIADORES (PRIMERS)

Para saber el grado de amplificacion y el polimorfismo de los iniciadores, se
realizaron extracciones de DNA tanto con el método de Chelex como el método de
CTAB (anexo 2). Para esto se utilizaron 5 de las muestras obtenidas, probando una
serie de iniciadores trinucledtidos, tetranucledtidos y pentanucledtidos (Ortiz, J
2004), de los cuales se consideré el grado de amplificacion y el polimorfismo

presentado.

Se siguié con los procedimientos indicados de PCR, amplificacion, electroforesis,
analisis de geles, para conocer los resultados de la prueba. Al final se evalu6 el mejor
método de extraccion y los iniciadores a utilizar en el experimento, los cuales
resultaron ser 14 de un nimero de 63 primers, con un método de extraccion de Chelex

gue resulto ser el mas indicado y el que mejor resultado presento en el ensayo.



2.4. AMPLIFICACION DE MUESTRAS (PCR)

La reaccién en cadena de la polimeraza, ya mas conocida como PCR, es una técnica
que permite replicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir de
pocas horas in Vitro, pequefias cantidades de ADN. El tramo destinado a reproducirse
puede tener desde cincuenta hasta mas de dos mil nucle6tidos de longitud. EI método
se basa, en su forma mas simple en la realizacion de tres reacciones sucesivas
llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente

entre veinte y cuarenta veces (Satz L y Kornblihtt A 1993).

Las muestras son amplificadas y para esto se utilizan unos equipos llamados
termocicladores, este aparato realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas
programadas; una vez completados los ciclos hemos tenido millones de millones de
moléculas de DNA a partir de una pequefia muestra de tejido. Las muestras estaran

listas para ser sometidas a electroforesis.

2.5. INICIADORES UTILIZADOS

De la prueba de primers realizados inicialmente se seleccionaron un total de 14
primers (trinucledtidos, tretanucleétidos y nucledtidos), los cuales fueron utilizados
para la prueba de parentescos en un grupo de reproductores seleccionados y controles

procedentes de una seleccion masal, realizada por el programa de seleccion lievada a

cabo por el CENAIM.
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Estos iniciadores fueron evaluados segtin el grado de amplificacion y el polimorfismo

presentado, todas las muestras extraidas de los organismos tantos seleccionados como

controles fueron amplificadas con estos 14 iniciadores.

2.6. ELECTROFORESIS
2.6.1. Armado de placas
Para empezar el proceso de electroforesis se utilizan placas de vidrios de 3 mm de
espesor, con 35 cm de ancho y 45 cm de largo (las pequefias), y 38 cm de la ancho y
53 cm de largo (las grandes). Estas son lavadas con jabén liquido, desinfectadas con

alcohol al 100% y secadas con papel toallas antes de su utilizacion.

Las dos placas son juntadas en forma paralela a manera de dos tapas; en los bordes de
unas de las placas se coloca 120 pl de una solucién (APS y Glassbond) que actia
como pegante y permite que el gel de poliacrilamida se pegue a la placa, y en la otra
placa se le adiciona un antiadherente para que el gel no quede sujeto a esta si no a la
otra. La solucién pegante es una mezcla de acido acético y glassbond en iguales
concentraciones. Una vez unidas las placas son selladas para evitar asi que queden
espacios por donde pueda regarse la solucién de acrilamida cuando estas sean

llenadas.
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2.6.2. Geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida pueden ser preparados a diferentes concentraciones y
porcentajes, los volumenes requeridos depende del tamafio de la placa a utilizar, y la
concentracién de la densidad del gel con la que se desee trabajar. Los reactivos
empleados en la preparacion de los geles son: agua, TBE, PAA, APS y TEMED;
todos estos en concentraciones diferentes. Las soluciones son mezcladas y su
utilizacién debe ser inmediata, ya que las reacciones de estas soluciones producen
rapidamente la polimerizacion de la mezcla. Para la mezcla de las soluciones es
importante utilizar un agitador, el cual mantiene en constante movimiento a los

reactivos en el momento en que se esta preparando la solucion.

Una vez preparada la solucion de acrilamida, se coloca de manera cuidadosa en las
placas realizando de esta manera el llenado respectivo, aqui se produce la
polimerizacion del gel, y el tiempo requerido para la misma depende de la

concentracion a la que se haya preparado.

La concentracion del gel de poliacrilamida que se utilizé fue del 6 %, y con este las

bandas de DNA fueron separadas. El gel debe estar inmerso en una soluciéon de TBE

al 0,5X en la parte superior y 1X en la parte superior.
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2.6.3. Cargado de muestras

Las placas con los geles ya polimerizados son puestos en camaras verticales de
electroforesis, que conectados a una fuente de poder permitirdn que funcionen a base
de energia eléctrica. Estas placas son puestas en las camaras y en un lapso de 15
minutos estaran listas para ser utilizadas (Periodo de precorrida). Las muestras son
cargadas en los geles de poliacrilamida con la ayuda de una pipeta y son depositadas
en los pozos ubicados en la parte superior del gel polimerizado. Cabe indicar que
antes de que las muestras sean cargadas se le coloca una solucién tampon (loading
day) la cual ayudara a la migracion. La cantidad de muestras utilizada para cada
cargada es de 2 ul, y por una cantidad determinada de muestras se coloca 0,5 pl del
marcador a utilizar. Mientras mas seguido esta el marcador genético, mas facil resulta

el analisis del gel.

Las muestras migrardn en la medida que transcurra el tiempo, la velocidad de
migracion en las camaras debe ser tal, ya que si se exagera la migracion de las
muestras no va a ser correcta y el analisis respectivo no va a ser exacto. Generalmente
se “corre” las muestras a 400 voltios por un tiempo de 5 horas. Se debe tener muy en

cuenta la migracién, porque si migran demasiado se perderan y no amplificaran.

Cuando se haya logrado la migracion esperada, las placas son retiradas de las camaras
verticales y quedaran listos para la tincién y el revelado que son los pasos finales de

la electroforesis.
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2.6.4. Tincion de geles

Para la tincién y el revelado respectivo de los geles se sigui6 el protocolo de tincion
de plata (Dinesh et al., 1995). Este protocolo implica cinco pasos que son: Fijacion,
Impregnacion, Enjuague, Revelado y Stop; se utilizé una gaveta plastica por cada
paso. La fijacion consiste en una mezcla de etanol al 100 % y écido acético, la
mpregnacién en nitrato de plata con agua desionizada, El enjuague es solamente
zzua desionizada, el revelado es una mezcla de hidréxido .de sodio, formaldehido y
zzua desionizada, y por ultimo el stop esta compuesto de carbonato de sodio con agua
desionizada. Cada gel de poliacrilamida pasa por una de las gavetas en donde se
=ncuentran las soluciones, y el tiempo de exposicion a estas es diferente en cada paso.
En el primero se deja por un tiempo de 15 minutos, en el segundo 25 minutos, en el
rercero | minuto, en el cuarto paso se deja 10 minutos y en el ultimo que es la

solucién stop el tiempo de exposicion es de 3 minutos.

Despues de todo este proceso las bandas de DNA de los geles de poliacrilamida
pueden ser visualizadas a simple vista, y quedaran listas para el analisis respectivo.
Son puesta en una camara de luz transiluminador para que su visualizacion sea la mas

clara posible.

2.7. BASE DE FOTOS
Los geles puestos en la transiluminador son fotografiados con la camara digital

utilizando el formato TIFF. Las fotos deben de estar lo mas claras posibles para
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facilitar el respectivo analisis; estas fotos son almacenadas y bajadas en la

computadora para posteriormente ser analizadas mediante un programa software

propicio para obtener los resultados que se desea.

2.8. ANALISIS DE GELES

Con las fotos guardadas, se empieza a realizar el respectivo analisis de los geles. Para
esto se utiliza el programa Gene Profiler, este software permite medir el tamafio de
las bandas de los geles amplificados, las bandas a considerarse y los diferentes tipos
de alelos presentados. También nos permite conocer cual es la frecuencia alélica y el
perfil genético de un grupo de individuos o en una poblacion determinada. Con todos
los datos obtenidos en el analisis Gene Profiler podremos conocer el perfil genético
de los organismos, el polimorfismo presentado y si las bandas son homocigoéticas o

heterocigobticas.

2.9. DETERMINACION DE PARENTESCO

Para esto se utilizé otro software que es el Kinship 1.2, este programa permite
determinar el parentesco de los organismos a analizar. Con el perfil genético de los
‘ndividuos realizados con Gene Profiler, es facil determinar parentesco, ya que los
datos son ingresados a Kinship y conoce de esta manera el grado de consanguinidad

v parentescos de los organismos.
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Kinship permite conocer el grado de parentesco en probabilidades diferentes, con un

90, 99 y 99.9 % lo cual nos indica que basta con que tenga una probabilidad del 90 %

nara que los organismos sean posiblemente hermanos.

Para la reconstruccion de relaciones de pedigri y la asignacion de grupo de familias y
de parentescos fue realizada usando el software Kingroup (Konovalov et al., 2004).
Kingroup calcula relaciones de pedigri basadas en las frecuencias de alelos de la
poblacién entera y nuestros datos demostraron que el grupo de control era una

~oblacién diferente de los individuos seleccionados.

Con esto se pudo conocer a los organismos que presentan consanguinidad y escoger a
‘os individuos aptos e idéneos (organismos no emparentados) para realizar el
~=spectivo cruce. Los datos proporcionados sirvieron para escoger a los padres de las

“uturas generaciones de camarones seleccionados en el CENAIM.

2.10. MADURACION

2.10.1. Cruces dirigidos

_os organismos no emparentados fueron electos para realizar los cruces en el
‘enartamento de maduracion. Tantos machos y la hembras fueron escogidos y se
~=alizaron cruces con reproductores seleccionados como con reproductores controles,
=0 se lo hizo mediante copula natural y por inseminacion artificial. Se trabajo tres

2 en las copulas e inseminaciones, tanto hembras (completamente maduras) y
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machos eran puestos en tanques ovalados de | tn para que se realizara la copula, los

que no copulaban eran sometidos a inseminacion artificial.

2.10.1.1. Copula Natural

Durante los tres dias de trabajo, las hembras completamente maduras fueron
colocadas en tanques de 8 tn en los cuales se encontraban los machos, para que fueran
copuladas, despues del tiempo prudencial de espera (para que sean copuladas) se
pesco a las hembras que habian sido copuladas por el macho. Las hembras eran
puestas en tanque de desove de 1 tn; se colocé 3 hembras por tanque. La copula
natural solamente se hizo entre organismos seleccionados vs control (S-S) y control

vs control (C-C).

2.10.1.2. Inseminacion artificial

La inseminaciéon artificial se realizd entre organismos: Seleccionados vs
seleccionados (S-S), seleccionados vs control (S-C) y control con control (C-C). Las
hembras no copuladas por el macho y en completa madurez fueron sometidas a
inseminacion artificial. Para esto primeramente se extrajo el esperma del macho y con
una pinza se le coloco en el télico de la hembra. Las hembras eran puestas en tanques
de 1 tn, se coloco 3 hembras por tanques. Las 7 hembras seleccionadas que fueron
inseminadas se las pusieron en tanques por separados, es decir una en cada tanque de

| tn para obtener 7 familias de 7 cruces diferentes.
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Los datos de identificacion de los reproductores (codigo y numero del anillo), v
nameros de los tanques en los cuales eran colocados fueron apuntados en una hoja de
control para saber cuales eran los organismos cruzados y tener un mejor control de
ellos para analisis posteriores. Alli permanecieron hasta que todas las hembras hayan

alcanzado el desove total de los huevos.

2.10.2. Obtencion de huevos

A la hora indicada, fueron revisados todos los tanques en donde se encontraban las
hembras para observar si el desove era parcial o total. Las hembras desovadas y no
desovadas eran retiradas de los tanques de 1 tn y se dejo solamente los huevos, estos
fueron desinfectados para ser cosechados al dia siguiente. Se chequeo fertilidad de
los huevos, y estos datos juntos con los de desoves tanto parciales como totales,

fueron apuntados en una hoja de registro.

2.10.3. Obtencion de nauplios

Al dia siguiente del desove, la mayoria de los huevos habian ya eclosionado en los
mismos tanques de desove, enseguida se procedio con la cosecha de los nauplios. En
todos los tanques de desove hubo eclosion de nauplios, estos fueron cosechados y
colocados en cascos cosechadores con aireacion suficiente. Se colocé los nauplios por
tratamientos (S-S, S-C y C-C) de manera independiente y sin mezclarlos. Se observé

el porcentaje de eclosion de los huevos y deformidad de los nauplios obtenidos. Asi



mismo se contabilizo la cantidad de nauplios obtenidos por litros en cada uno de los

cruces realizados por tratamientos y se llevo el registro respectivo.

2.11. LARVICULTURA

2.11.1. Siembra de nauplios (estadios tempranos, hasta postlarva 15)

Los Nauplios fueron llevados al set nimero 10 de larvas, se los sembré de manera
separada por tratamientos en tanques plasticos transparentes de 500 1. La distribucion
de los tanques para la siembra fue aleatoria. Se utilizé 11 tanques, de los cuales tres
correspondieron a los seleccionados-seleccionados (S-S), tres a los seleccionados-
control (S-C), y tres a los control-control (C-C), y los dos mas correspondieron a dos
familias séleccionadas que se sembraron de forma separada. La cantidad de
organismos que se sembro fue de 75.000 nauplios por tanque. El alimento que se les
dio en estos estadios fue balanceado Molino 55 Plus, rotiferos y artemia, la cantidad
de alimento vario de acuerdo con el estadio del organismo. Estos organismos

permanecieron aqui desde nauplios hasta postlarva 15.

2.11.2. Estadios Posteriores

Debido a la densidad de la poblacion y al estadio, los organismos fueron trasladados a
tanques rectangulares de 1 tn; se utilizo 24 tanques en los cuales se sembro a los
organismos por tratamientos; la distribucién de los tanques se lo hizo de manera
aleatoria. En todos los tanques se colocd aquamats para crear un bloom natural de

organismos fitoplancténicos. Se sembré 1.500 individuos por cada tanque los cuales
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fueron contados uno por uno; para la respectiva siembra se coloco a los tratamientos

por separados, se utilizo 8 tanques para los seleccionados-seleccionados (S-S), 8 para
los seleccionados-control (S-C), y 8 para los control-control (C-C). Se rotuld los
tanques para de esta manera tener mejor manejo en ellos. Los tanques fueron forrados
con plasticos transparentes para incrementar la temperatura e inhibir el desarrollo del
virus de white spot. La alimentacion se realiza a base de puro balanceado “Molino 55

plus” y se la hace cada 8 horas, es decir tres dosis al dias.

2.12. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

2.12.1. Evaluacion de nauplios hasta postlarva 15

Para evaluar el crecimiento de los organismos, en los primeros estadios se realizaron
mediciones en un perfilador. Los animales son pescados con una malla y colocados
en una tarrina, se tomaron muestras de todos los tanques para luego ser puestos en
una placa porta objetos y ser vistas en el perfilador. Las mediciones estan dadas en
mm y se toma medidas solamente de longitud. Los animales medidos son sacrificados
para que su medicion sea lo mas exacta posible. Los datos de medicion son apuntados
en una hoja de control para despues ser ingresadas a una base de datos. Esta medicion

de los organismos se realizo solamente hasta estadios postlarvas 15.

2.12.2. Evaluacion en prejuveniles
En los estadios posteriores, resulta dificil medir a los individuos debido al tamafio que

presentan. Para esto se procedioé a pesarlos en una balanza analitica. Los organismos
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de cada tanque eran pescados con un challo y puestos en tarrinas de manera separada.

luego secados con papel servilleta eliminando toda el agua posible para finalmente
ser pesadas en la balanza. De 15 a 30 organismos por tanque eran sacrificados para el
pesaje, los datos de peso por grupos de individuos se anotaron en una hoja control y
se saco el peso promedio por individuo. Al final los datos eran ingresados a una base
de datos. El peso de los individuos se realiz6 hasta que estos alcanzaron un peso
promedio de 1 g en los tres tratamientos (S-S, S-C, y C-C). Al final del peso de los
organismos es decir cuando alcanzaron 1 g, los individuos sacrificados (S-S, S-C, y
C-C) fueron almacenados en etanol al 100 % y rotulados para realizar futuros analisis

de parentescos.

2.12.3. Método de seleccion de muestras

Para buscar un método de muestreo apropiado y que todos y cada uno de los
miembros de la muestra tengan la oportunidad de ser integrados a ella, tanto en la
evaluacion de nauplios hasta postlarva 15, como en la evaluaciéon en prejuveniles
‘etapa postsiembra) el método de seleccion de muestras empleados en este
experimento fue realizado de acuerdo a la manera usada en seleccionar los elementos
incluidos en la muestra, basicamente un muestreo aleatorio (al azar) simple. Una
muestra es extraida al azar cuando la manera de seleccién es de tal manera, que cada
zlemento de la poblacion tiene igual oportunidad o probabilidad de ser seleccionado.
U'na muestra aleatoria es también Illamada una muestra probabilistica son

zeneralmente preferidas por los estadisticos porque la seleccion de las muestras es



objetiva y el error muestral puede ser medido en términos de probabilidad bajo la

curva normal.

2.12.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la variable estudiada en el experimento fueron evaluados por
un analisis de varianza de anova simple para establecer probabilidad de las lineas en
general. Una vez que se establecieron y se verificaron las diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) los datos fueron analizados mediante la prueba de Scheffe
para determinar diferencias minimas entre lineas seleccionadas y cual fue la mejor. El
software utilizado para realizar el analisis de todos los datos fue el programa

estadistico DataDesk.



3. PRUEBAS DE PARENTESCOS EN

Litopenaeus vannamei

3.1. EXTRACCION EMPLEADA

Al inicio del experimento se emplearon dos métodos de extraccion para fas
respectivas muestras, uno es la extraccion de CTAB y el otro es el método de Chelex.
100 muestras de pledpodos fueron evaluaron con los dos métodos y los resultados
obtenidos en cuanto a cantidad de DNA en los dos, fueron totalmente diferentes. Fue
muy poca la cantidad de DNA extraida del método de CTAB, y estas no abastecian
los requerimientos necesarios para las amplificaciones respectivas. En tanto que el
método de Chelex fue mas efectivo, aunque no es precisamente DNA puro lo que se
obtiene al final, sin embargo se hizo amplificaciones con las muestras extraidas con
este método y los resultados fueron favorables. Al final todas las muestras a utilizar
(Pledpodos) en el experimento fueron sujetas a extracciones de DNA utilizando el

meétodo de Chelex.

3.2. INICIADORES UTILIZADOS

Para determinar el grado de amplificacion de los iniciadores, un nimero de 64
primers fueron puestos a pruebas. Entre ellos 2 primers dinucleétidos, 31 primers
trinucledtidos, 16 tetranucleodtidos y 16 pentanucledtidos. El grado de amplificacion,

el tamafo de las bandas y el polimorfismo presentado fue lo que determiné cuales
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i eran los iniciadores a emplear de todos los utilizados en la prueba. Al final fueron 14

los iniciadores que presentaron los perfiles idoneos y con estos se amplificé todos las

muestras a analizar, es decir tantos muestras de organismos controles como

seleccionados fueron amplificados con estos microsatélites.

Tabla 1. Lista de Primers utilizados en la amplificacion de todas las muestras

PRIMERS UTILIZADOS
DINUCLEOTIDOS
| CODIGO
| § PRIMERS | FORWARD REVERSE | MICROSATELITE AMPLIFICACION
: l 67 AF360007-F1 | AF360008-R1 Dinucleotidos Buena
] 84 AF360114-F1 | AF360115-R1 Dinucleotidos Buena
| TRINUCLEOTIDOS
CODIGO ’ ’
PRIMERS | FORWARD REVERSE | MICROSATELITE | AMPLIFICACION
380 >5602-F1 >5603-R1 Trinucledtidos Buena
: 416 >6631-F1 >6632-R1 Trinucleotidos Buena
“ 431 >5616-F1 >5617-R1 Trinucledtidos Buena
! 444 >2501-B-F1 >2501-B-R1 Trinucleotidos Buena
465 >6596-F1 >6597-R1 Trinucledtidos Buena
487 >3977-F1 >3978-R1 Trinucleodtidos Buena
TETRANUCLEOTIDOS
CODIGO
PRIMERS | FORWARD REVERSE | MICROSATELITE | AMPLIFICACION
387 >6636-F1 >6637-R1 Tetranucleotidos Buena
1 435 >7525-F1 >7526-R1 Tetranucleotidos Buena
‘ 548 >5851-F1 >5852-R1 Tetranucledtidos Buena
PENTANUCLEOTIDOS
CODIGO
| "RIMERS | FORWARD | REVERSE | MICROSATELITE | AMPLIFICACION
} 339 >6023-F1 >6024-R1 | Pentanucledtidos Buena
‘ 362 >2630-B-F1 >2630-B-R1 Pentanucleétidos Buena
367 >6328-F1 >6329-R1 Pentanucledtidos Buena
| 455 >7414-F1 >7415-R1 Pentanucledtidos Buena
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3.3. PERFIL GENETICO DE LOS ORGANISMOS

El ntimero total de alelos diferentes presentados en este analisis es de 4 a 33 alelos.
Esto hace que el nimero de promedios sea mas alto para hembras seleccionadas (6.0)
que para las hembras Control (5.1) y machos seleccionados (4.6). El promedio
observado en heterocigocidad es mas alto para las hembras seleccionadas y machos
(0.60 y 0.67 respectivamente) que para el grupo de control (0.58). Los alelos de
mayor riqueza desde todos los puntos de vista eran mas altos para las hembras

seleccionadas (7.1) que para los controles (6.9) y los machos de grupos seleccionados

(6.5).

De los 14 microsatélites evaluados, cuatro mostraron la conformacion al equilibrio
HardyWeinberg en el grupo de control. En el grupo de hembras seleccionadas ningin
lugar se conformé al equilibrio HardyWeinberg. En el grupo de machos
seleccionados, diez lugares se conformaron al equilibrio Hardy Weinberg. Este grupo
fue formado por 14 individuos que podrian ser un pequefio tamafio de la muestra para
probar el equilibrio HardyWeinberg. Los resultados totales mostraron que los tres
grupos no se conforman al equilibrio HardyWeinberg. Los indices de variaciones
Genéticas Basicas son presentados a continuacion para los 14 microsatélites
evaluados y utilizados en Litopenaeus vannamei. A continuacion se presenta una
tabla de las frecuencias alélicas de los diferentes microsatélites (14 microsatélites)

analizados en el experimento.
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Tabla 3.- Frecuencias alélicas de los diferentes microsatélites evaluados durante el
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Casi todos los microsatélites a excepcion de dos (CNM-367 y CNM-435) de los 14
probados mostraron la diferenciacion estadistica en la frecuencia alé€lica entre los tres
grupos. La estadistica de F y los resultados de diferenciacion demogréfica para cada

microsatélite es presentado a continuacion.

Tabla 4.- F estadistico y diferenciacion demografica de cada microsatélite evaluado

POPULATION
DIFERENTIATION

| LOCUS

CNM-339
CNM-362
CNM-367
CNM-380
CNM-387
CNM-416
CNM-431
CNM-435
CNM-455
CNM-465
CNM-487
CNM-548
CNM-67

| CNM-84

Mean

| EXACT TEST Pwalue

La prueba de probabilidad combinada del Pescador empleada para probar la
‘mportancia global de estructura demografica en TFDGA mostr6 que los grupos son
diferentes (P <0.000). El porcentaje de prueba para la diferenciacion demografica
suesta en practica en FSTAT mostré que los machos y hembras seleccionados no

zran diferentes, mientras ambos grupos eran considerablemente diferentes del grupo
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de control (P <0.05). Nei (1972). Las distancias Genéticas eran mas altas entre el
grupo control y los machos seleccionados (0.38) que entre el control y el grupo
seleccionado de hembras (0.24). La distancia entre los machos seleccionados y

hembras seleccionadas era mas corta (0.14).

3.4. DETERMINACION DE PARENTESCOS

La reconstruccion de relaciones de pedigri para la asignacion de grupo de familias y
de parentescos fue realizada usando el software Kingroup (Konovalov et al., 2004).
Kingroup calcula relaciones de pedigri basadas en las frecuencias de alelos de la
poblacion entera y nuestros datos demostraron que el grupo de control era una
poblacion diferente de los individuos seleccionados. De ahi, parentesco para los
grupos controles y seleccionados (machos y hembras juntos) fueron calculados
separadamente. Dos niveles de division de grupo fueron evaluados: Parentescos
Llenos FS y Parentescos Llenos mas Primos FS+C contra la hipétesis alternativa de

individuos no relacionados.

Coeficientes de F para cada lugar (Tabla 5) no mostraron diferencias significativas
entre las tres poblaciones por la prueba de Kruskal-Wallis. Coeficientes globales
imbreeding eran similares para ambos, es decir grupo control y grupo de hembras
seleccionadas (0.23 y 0.22). Sin embargo el grupo seleccionado de machos mostrd

un coeficiente inferior imbreeding (0.15).




El parentesco fue probado para ambos, la hipétesis nula (el parentesco grupo de

kermanos completos FS) y la hipotesis compleja (parentescos de hermanos completos
mas primos FS+C). Un total de 41 y 59 grupos llenos de parentesco fue determinado

para ¢l control e individuos seleccionados respectivamente.

Tabla 5.-. Relaciones filogenéticos por dendrograma UPGMA para grupo
seleccionados y controles de camaron blanco Litopenaeus vannamei utilizando un

proceso de seleccion masal.

SELECTED
FEMALES

SELECTED
MALES

CANTROL
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3.5. TOTAL DE ORGANISMOS ANALIZADOS

Un total de 308 organismos fueron analizados para determinar su parentesco. De
estos 100 reproductores eran controles y los 208 organismos mas pertenecian a la
linea seleccionada que lleva el CENAIM. En cuanto a los organismos controles se
extrajo el pledpodo a 50 hembras y 50 machos; mientras que en los seleccionados se
trabajo con 194 hembra y 14 machos. Al finalizar la prueba de parentescos 33
organismos tanto controles como seleccionados murieron de los cuales se llevo un

control.

3.6. MADURACION

3.6.1. Direccion de cruces

Con los datos obtenidos de las pruebas de parentescos tanto de organismos
seleccionados y controles (ver tabla) se realizaron los cruces respectivos. Se
realizaron cruces de organismos control-control, seleccionados-control 'y
seleccionados-seleccionados. En el cruce de los organismos control-control (hembras
y machos controles) no se consideréo el grado de parentesco y se cruzd a los
individuos al azar, estos cruces se realizaron por copula natural y por inseminacion
artificial. En el cruce de organismos seleccionados-control (hembras seleccionadas y
machos controles) se realizo también por copula natural y por inseminacion artificial
y tampoco se tomo en cuenta el parentesco. En tanto que para los cruces de los
organismos seleccionados-seleccionados (hembras y machos seleccionados) se

tomaron en cuenta a todos los organismos que no tenian ningiin grado de parentesco
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comun para ser considerados en el cruce; se escogieron hembras seleccionadas para
los 7 machos que sobrevivieron, estos cruces fueron Gnicamente por inseminacion

artificial.

Tabla 6. Cruces dirigidos en organismos seleccionados-seleccionados (machos y

hembras).

Cruces dirigidos
Codigos de S-S
Machos Hembras
181 767
794 880
422 556
417 524
36J 763
358 821
991 784

3.6.2. Inseminaciones realizadas

Las inseminaciones artificiales se realizaron durante tres dias de trabajo. En el primer
dia, los organismos que en primera instancia fueron sometidos a inseminacién son los
7 machos seleccionados a los cuales se les busco 7 hembras selectas para el cruce, es
decir cruces entre seleccionados-seleccionados. Hubo solo tres hembras seleccionadas
a las cuales se los cruzd con machos controles por inseminacion (seleccionado-

control). Se realizaron un total de diez inseminaciones artificiales en el primer dia y

66




todas estas fueron realizadas en la noche (8 de la noche). En el segundo dia de trabajo

se realizaron 8 inseminaciones, de las cuales 3 fueron seleccionadas-control (hembra
seleccionada y macho control) y 5 inseminaciones de cruces control-control (hembra
y macho control). En el tercer y ultimo dia de trabajo se hicieron 12 inseminaciones
artificiales, todas estas fueron de cruces entre organismos seleccionados-control
(hembra seleccionada y macho control). Fueron las ultimas inseminaciones realizadas

en el experimento.

Tabla 7. Cuadro de organismos inseminados (7 machos y 10 hembras seleccionadas,

v 3 machos controles) durante la primera noche de trabajo.

\
; Hembras Machos
Tratamiento Seleccionadas Seleccionadas Controles Tipo de cruce
S-§ 767 S 1818 Insem. artificial
S-S 880 S 794 § Insem. artificial
S-S 556 S 422 S Insem. artificial
S-S 5248 4178 Insem. artificial
S-S 763 S 36 S Insem. artificial
S-S 8218 3588 Insem. artificial
S-S 784 S 9918 Insem. artificial
S-C Sin cddigo Sin c6digo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin cédigo Insem. artificial
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Tabla 8. Cuadro de organismos inseminados (3 hembras seleccionadas, 5 hembras

controles cruzadas con 8 machos seleccionados) durante la segunda noche de trabajo.

Hembras Machos
Tratamiento Seleccionadas Controles Controles Tipo de cruce
S-C Sin cédigo Sin cédigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin codigo Insem. artificial
C-C ' Sin codigo Sin cédigo Insem. artificial
C-C Sin codigo Sin cddigo Insem. artificial
C-C Sin cédigo Sin cédigo Insem. artificial
C-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
C-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial

Tabla 9. Cuadro de organismos inseminados (12 hembras seleccionadas con 12

machos controles) durante la tercera noche de trabajo.

Hembras Macheos
Tratamiento Seleccionadas Controles Tipo de cruce
S-C Sin codigo Sin cddigo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin cédigo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin cddigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin cédigo Insem. artificial
S-C Sin cédigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
S-C Sin cdédigo Sin cddigo Insem. artificial
S-C Sin codigo Sin codigo Insem. artificial
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3.6.3. Copulas naturales

Las cépulas naturales fueron realizadas en los cruces de organismos seleccionados-
control y control-control. Hubo cépula durante los tres dias de trabajo. En el primer
dia se realizaron 6 copulas y todas fueron cruces de organismos seleccionados-control
(hembra seleccionado y macho control). En el segundo dia se realizaron 12 cépulas
naturales, 8 de cruces seleccionados-control (hembras seleccionadas y machos

controles) y 4 de cruces de organismos control-control (hembras y machos controles).

En tanto que en el dltimo dia se realizaron 9 copulas naturales y todas fueron de
cruces de organismos seleccionados-control (hembras seleccionadas y machos

controles). En total se realizaron 27 copulas naturales durantes los tres dias de trabajo.

Tabla 10. Cuadro de organismos copulados (6 hembras seleccionadas con 6 machos

controles) durante la primera noche de trabajo.

Tratamiento Hembra Macho Tipo de cruce
S-C Seleccionada Control Coépula natural
S-C Seleccionada Control Cépula natural
S-C Seleccionada Control Copula natural
S-C Seleccionada Control Cépula natural
S-C Seleccionada Control Copula natural
S-C Seleccionada Control Cépula natural
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controles cruzados con 12 machos controles) durante la segunda noche de trabajo.

Tabla 11. Cuadro de organismos copulados (8 hembras seleccionadas y 4 hembras

Tratamiento Hembra Macho Tipo de cruce
S-C Seleccionadas Control Cépula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Cépula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Codpula natural
S-C Seleccionadas Control Cépula natural
C-C Control Control Copula natural
C-C Control Control Copula natural
C-C Control Control Copula natural
C-C Control Control Copula natural

machos controles) durante la tercera noche de trabajo.

Tabla 12. Cuadro de organismos copulados (9 hembras seleccionadas cruzadas con 9

Tratamiento Hembra Macho Tipo de cruce
S-C Seleccionadas Control Cépula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Coépula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Cdpula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
S-C Seleccionadas Control Copula natural
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3.6.4. Numero de hembras desovadas

Todas las hembras fueron pescadas a las 24h: 00 para ver si habia o no desoves en los
tanques. No todas las hembras tuvieron un desove normal, tanto en las inseminadas
artificialmente como en las que se cruzaron por copula natural. Algunas presentaron
un desove parcial de los huevos e incluso otras simplemente no desovaron. Durante el
primer dia hubo un total de once hembras que desovaron normalmente y en su
totalidad (6 hembras de cruces S-S y 5 de cruces S-C), tres hembras que presentaron
un desove parcial (1 hembra de cruce S-S y 2 de cruces S-C) y dos hembras mas que
no desovaron para nada (hembras de cruces S-C); es decir la mayoria de las hembras
desovaron. Este dia se trabaj6 con 16 hembras en dos de los cruces dirigidos (S-S y

C-0O).

En el segundo dia se registraron trece desoves totales (10 fueron de cruces S-C y 3 de
cruces C-C), dos desoves parciales (hembras de cruces C-C) y cinco hembras no
desovadas. Fueron empleadas 20 hembras en este dia en dos cruces dirigidos (S-C y

C-0O).

En el ultimo y tercer dia hubo un total de 21 hembras utilizadas en este dia en el cruce
S-C. De estas quince correspondieron a desoves totales, se reportaron cinco desoves

parciales y solamente una hembra no desovo.
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Durante los cruces, es decir en los tres dias de trabajo hubo un total de 57 hembras

con las que se trabajé tanto con inseminacion artificial y copulas naturales; de estas

39 presentaron un desove total, 10 con un desove parcial y 8 hembras no desovaron

para nada.

Tabla 13. Cantidad de organismos utilizados en los cruces y nimero de hembras

desovadas por dia de trabajo

Dias de trabajo

Desoves

Desove total

Desove pareial

Desove negativo

Total de organismos

Primer dia ii 3 2 16
Segundo dia 13 2 5 20
Tercer dia 15 5 1 21
Total de organismos 39 10 8 57

3.6.5. Nauplios obtenidos por tratamientos

3.6.5.1. Seleccionados-seleccionados

De los 7 cruces que se realizaron entre organismos seleccionados-seleccionados se

obtuvieron cantidades diferentes de nauplios en las tres lineas. Los nauplios fueron

contados en baldes con 15 litros de agua, es decir la cantidad de nauplios contados en

un volumen de 15 I. Solamente una de las lineas seleccionadas no presenté ningin

individuo, las 6 restantes presentaron todas organismos en diferentes cantidades. En

estos cruces de organismos S-S hubo un total de 750.000 nauplios en 15 | de agua.
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Tabla 14. Cantidad de nauplios obtenidos en los cruces seleccionados-seleccionados

Parentales
Linea Hembra Macho Tratamiento Naup en 1 ml Total en 15 litros

1 767 S 18185 S-S 10 150000
2 880 S 794 S S-8 12 180000
556 S 422 8 S-S 9 135000

4 5248 478 S-8 0 0
5 763 S 36 S S-S 4 60000
6 8218 3588 S-S 9 135000
7 784 S 991 S S-S 6 90000
TOTAL 750000

3.6.5.2. Seleccionados-control

Los nauplios que se obtuvieron del cruce seleccionados-control durante los tres dias

de trabajo fueron en cantidades diferentes. En el primer dia se contabilizaron 645000

nauplios, en el segundo dia de trabajo se obtuvieron 816000 nauplios, y en el Gltimo

dia de contabilizé 1635000 nauplios todos en 15 litros de agua. Hubo un total de

3096000 nauplios en 15 litros de agua durante los tres dias de copulas e inseminacion

artificial.

Tabla 15. Cantidad de nauplios obtenidos en los cruces seleccionados-control

Dias Tratamiento Naup en | mi Total en 15 litros
1 S-C 4 645000
2 S-C 54,5 816000
3 S-C 109 1635000
TOTAL 3096000
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3.6.5.3. Control-control

Se obtuvo nauplios del cruce control-control solamente durante el segundo dia de

trabajo. Se contaron 450000 nauplios en 15 litros de agua.

Tabla 16. Cantidad de nauplios obtenidos en los cruces control-control

Dias

Tratamiento

Naup en 1 ml

Total en 15 litros

C-C

30

450000

3.6.6. Deformidad

La deformidad de los organismos se lo hizo por tanque. Las muestras fueron

examinadas en el microscopio y se determiné el porcentaje de deformidad por cada

tanque. El primer dia se report6 deformidad desde el 1 % hasta el 6 %, en el segundo

dia la deformidad llego igualmente hasta el 6 %, siendo la mas alta la del 1 %,

mientras que el Gltimo dia apenas se reportaron deformidades del 4 % en unos de los

tanques. A continuacién se muestran los porcentajes de deformidad registrados

durante los tres dias de copulas e inseminacion.
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Tabla 17. Porcentaje de deformidad del primer dia de cépula e inseminacion

T
Tanque Tratamiento Deformidad

8 S-§ 1%
S S-S 5%
6 S-S 5%
7 S-S *

4 S-S 3%
3 S-S 3%
2 S-S 2%
15 : S-C 6%
14 S-C 3%
13 S-C 3%

* Tanque del tratamiento seleccionado-seleccionado sin organismos

Tabla 18. Porcentaje de deformidad del segundo dia de cépula e inseminacion

Tanque Tratamiento Deformidad
8 S-C 6%
3 S-C 3%
6 S-C 3%
7 cC 4%
4 S-C 3%
3 C-C 1%
2 C-C 2%

Tabla 19. Porcentaje de deformidad del tercer dia de copula e inseminacion

Tanque Tratamiento Deformidad
8 S-C 3%
5 S-C 3%
6 S-C 3%
7 S-C 2%
4 S-C 3%
3 S-C 3%
2 S-C 4%
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3.6.7. Total de nauplios obtenidos

Durante todas las copulas naturales e inseminaciones artificiales realizadas se

obtuvieron un total de 4198000 nauplios en los tres cruces; de los cuales 750000

nauplios fueron de los cruces seleccionados-seleccionados, 2998000 nauplios en el

cruce seleccionados-control, y 450000 nauplios en el cruce control-control. De esta

cantidad obtenida se sembr6 una cantidad determinada para su respectivo crecimiento

hasta 1 g de peso.

Tabla 20. Total de nauplios obtenidos en los tres tratamientos empleados

Tratamiento Cantidad
S-S 750000
S-C 3096000
C-C 450000
Total 42960600
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3.7. EVALUACION DE ORGANISMOS

3.7.1. Larvicultura

En esta fase se realizaban las mediciones dos veces a la semana y se median 20
individuos de cada tanque, hubo un total de 9 mediciones y se lo hizo desde nauplios
hasta post-larva 18. En estos estadios los datos de mediciones demostraron que no
existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto al tamafio de los
organismos. Los tres tratamientos evaluados (S-S, S-C y C-C) presentaron tamaos
similares en cuanto a longitud se refiere; hay un parejo crecimiento en estos estadios
de los organismos, lo cual indica que no se puede observar diferencias de tamaiios en

esta fase del experimento.

A continuacion se muestran las 9 mediciones realizadas y dadas en milimetros con
sus respectivas fechas durante las fases de nauplios hasta post-larva 18. Se determin6
la longitud individual de 20 animales por tanques, longitud promedio de los

organismos, desviacion estandar y coeficiente de variacion de los datos obtenidos.
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Tabla 17. Porcentaje de deformidad del primer dia de copula e inseminacion

Tanque Tratamiento Deformidad
8 S-S 1%
3 S-S 5%
6 S-S 5%
7 S-S *
4 S-S 3%
3 S-S 3%
2 S-S 2%
15 S-C 6%
14 S-C 3%
13 S-C 3%

* Tanque del tratamiento seleccionado-seleccionado sin organismos

Tabla 18. Porcentaje de deformidad del segundo dia de copula e inseminacion

Tanque Tratamiento Deformidad
8 S-C 6%
5 S-C 3%
6 S-C 3%
7 C-C 4%
4 S-C 3%
3 C-C 1%
2 C-C 2% |

Tabla 19. Porcentaje de deformidad del tercer dia de copula e inseminacion

Tanque Tratamiento Deformidad
8 S-C 3%
5 5-C 3%
6 S-C 3%
7 S-C 2%
4 5-C 3%
3 S-C 3%
2 S-C 4%
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3.7.1.1. Evaluacion por tratamientos

Asi mismo en esta etapa del experimento se evalud a los organismos por tratamientos,
es decir que se analizaron los tanques de los tres tratamientos de manera paralela. Con
esto queriamos establecer diferencias entre los tanques de un mismo tratamiento y

compararlos con los otros tanques de los tratamientos restantes.

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en estas etapas del
camar6n. Los datos promedios de la variable evaluada mantienen una estrecha

relacidon durante las nueve mediciones realizadas en los tres tratamientos.

Tabla 30. Longitud de organismos en milimetros por tanques de las nueve

mediciones en los Seleccionados-Seleccionados

| SS
| Fecha Estadio Tanque 2 Tanque 4 Tanque 8 Tratamiento
Jueves 13 enero Nauplio 0,8532 0,864 0,9382 0,885233333
Lunes 17 enero Z1 2.5412 2,544 24577 2,514383333
Jueves 20 enero Z-1, M-3 3,4033 3,433 3,3833 3,406533333
Lunes 24 enero PL 1-2 4,367 4,407 4,34765 4374
Jueves 27 enero PL 5-6 5.2051 5,070 5,1951 5.1567
Lunes 31 enero PL 10-11 5,7139 5,770 5,70515 5,7296
Jueves 3 febrero PL 13-14 6,6716 6,700 6,22375 6,531883333
Martes 8 febrero PL 16-17 7,1981 7,036 6,80625 7,01335
Mierc 19 febrero PL 18 7,1606 7,061 7,5516 7.257683333
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Tabla 31.

mediciones en los Seleccionados-control

Longitud de organismos en milimetros por tanques de las nueve

SC
Fecha Estadio Tanque 1 Tanque 3 Tanque 5 Tratamiento

Jueves 13 enero Nauplio 0,978 0,845 0,91015 0911
Lunes 17 enero Z.1 2,543 2,502 24871 2,51085
Jueves 20 enero Z-1,M-3 3,231 3,424 3,42345 3,3593833
Lunes 24 enero PL 1-2 4,229 4,435 4.2634 4,3091167
Jueves 27 enero PL 5-6 5,131 5,070 5,03455 5,0785
Lunes 31 enero PL 10-11 5,519 5,544 53,6304 5,564
Jueves 3 febrero PL 13-14 6,701 6,649 6,28845 6,546
Martes 8 febrero PL 16-17 6,942 7,051 6,99115 6,995
Mierc 19 febrero PL 18 6,955 7,055 7,01625 7,009

mediciones en los Control-Control

Tabla 32. Longitud de organismos en milimetros por tanques

de las nueve

CC
Fecha Estadio Tanque 6 Tanque 7 Tanque 9 Tratamiento
Jueves 13 enero Nauplio 0.90385 0,91265 0,96885 0,90385
Lunes 17 enero Z1 2,4696 2,49025 2,55385 2,4696
Jueves 20 enero Z-1,M-3 3,4199 3,3792 3.3794 3.4199
Lunes 24 enero PL 1-2 4.2504 4,28455 42333 42504
Jueves 27 enero PL 5-6 493393 4.9519 4,7505 4,93395
Lunes 31 enero PL 10-11 5,6957 5,7038 3,73265 53,6957
Jueves 3 febrero PL 13-14 6,21685 6.6102 6,22375 6,21685
Martes 8 febrero PL 16-17 6.96935 6.7405 6,90355 6,96935
Mierc 19 febrero PL 18 6,98655 6,93655 6,99695 6.98655
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mediciones en las dos familias seleccionadas

Tabla 33. Longitud de organismos en milimetros por tanques de las nueve

i Familia 1 Familia 2 \
Fecha Estadio r Tanque 10 Tanque 11
Jueves 13 enero Nauplio ‘ 0,958 0,8638 J
Lunes 17 enero Nauplio 2,501 2,58295
Jueves 20 enero Z-1,M-3 3,435 3,4248
Lunes 24 enero PL 1-2 4,380 4,4322
Jueves 27 enero PL 5-6 5,040 5,0572
Lunes 31 enero PL 10-11 5,713 57423
_Jueves 3 febrero PL 13-14 6,636 6,65655
Martes 8 febrero PL 16-17
Mierc 19 febrero PL 18 ]

Tabla 34. Longitud prome

en el experimento

dio de los organismos de los tres tratamientos utilizados

Promedios
Fecha ) Estadio S-S S-C Cc-C

T Jueves 13 enero ‘ Nauplio 0,885233333 0911 0,90385 4]
Lunes 17 enero Z1 2.514383333 2,51085 2,4696
Jueves 20 enero 7Z-1, M-3 3,406533333 3,3593833 3.4199
Lunes 24 enero PL 1-2 4,374 43091167 42504
Jueves 27 enero PL 5-6 5.1567 5,0785 493395

L Lunes 31 enero PL 10-11 5,7296 5,564 5,6957
Jueves 3 febrero PL 13-14 6,531883333 6,546 621685 |
Martes 8 febrero PL 16-17 7,01335 6,995 6.96935 i
Mierc 19 febrero PL 18 7,257683333 7,009 6,98655
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cién se muestran los datos de longitud promedios por tratamientos

A continua

reflejados en un grafico en la cual podemos notar facilmente que no existen

diferencias significativas en tamafios en estos estadios del camaron.

1 Promedios por tratamientos en estadios
tempranos
8
7 e
,——kv"’
Longitud 5 / —— cc
4 — —e—8S
=
Enml 3 — sC
2
1 4+—
0 T T T T T T —
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Numero de mediciones
Figura 6. Resumen de crecimiento en longitud promedios de los tres tratamientos

en estadios Nauplios- Postlarva 18

3.7.2. Tanques rectangulares de una tonelada (sem
La evaluacion de los organismo
namero d

eterminado de individuos eran pescados para lue

balanza analitica. Los pesos se tomaban un

peso que se lo tomo pasando dos semanas, s€ realizaron siete pesos; es decir

organismos estuvieron ocho semanas sometidos al resp

de los pesos se lo hizo desde Postlarva 18 hasta Postlarva 73.

anas post siembra)

s en estos tanques se la hizo un dia a la semana, un

go ser pesados en la

a vez por semana a excepcion del primer

que los

ectivo analisis. La evaluacion
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3.7.2.1. Primeras evaluaciones postsiembra (cuatro primeras semanas)

Esta evaluacién comprende desde el estadio Post larva 19 hasta post larva 45; en los
primeros tres pesos realizados hubo una estrecha relacién tanto en los S-S, S-C'y C-
C; los pesos promedios de los tres tratamientos mostraron resultados parejos durante
los pesos iniciales de las semanas postsiembras, hasta aqui no existen diferencia que
demuestren ganancias en pesos en unos de los tratamientos utilizados. Las diferencias
de pesos entre los tratamientos son minimas presentando hasta el momento un

crecimiento paralelo y datos de pesos similares de los tres tratamientos empleados.

De igual manera los resultados obtenidos de desviacion estandar son muy bajos
demostrando asi que los datos son también significativos. A continuacion se muestran
los pesos promedios de los tratamientos en las primeras cuatro semanas de

gvaluacion.

Tabla 35. Pesos promedios de los tres tratamientos en el primer peso realizado en la

semana postsiembra
Seleccionados-Seleccionados 0,02225
L
Seleccionados-Control 0,01862

Control-Control 0,01262
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Tabla 36. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el segundo peso realizado en

las semanas postsiembra

| Seleccionados-Seleccionados 0,10537
Seleccionados-Control 0,085
Control-Control 0,06837

Tabla 37. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el tercer peso realizado en las

semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 0,17087
Seleccionados-Control 0,15325
Control-Control 0,14887

A continuacion se muestran graficamente los promedios de los organismos tomados

en las tres primeras mediciones para los tres tratamientos.

CRECIMIENTO EN 3 LINEAS DE VANNAMEI
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Figura 7. Pesos promedios de los tres tratamientos en el primer peso realizados en la

semana postsiembra

O
[\



0,15

01

0,05

CRECIMIENTO EN 3 LINEAS DE VANNAMEI

-
.

o Series1

b

2 3
Tratamientos

Figura 8. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el segundo peso realizado en

la semana postsiembra
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3.7.2.2. Quinta semana postsiembra

Esta evaluacion comprende desde post larva 46 hasta post larva 52. En la quinta
semana se realiz6 el cuarto peso, a partir de aqui ya empiezan a observarse
diferencias de pesos entre los tratamientos, los Seleccionados-Seleccionados
empiezan a distanciarse de los Seleccionados-Control y de los Control-Control
notandose una ligera diferencia en los datos de peso promedios, de igual manera los
seleccionados-Control se alejan un poco de los Control-Control aunque su diferencia
es minima y apenas puede notarse. Aqui ya se presenta un orden aunque con pocas
diferencias en cuanto a la variable evaluada (Peso), la ventaja que llevan hasta ahora
de ganancia en peso los S-S de los S-C es de 0,31363 g, y de los C-C es de 0,37287 g;
en tanto que los S-C tienen una diferencia mas de 0,05923 g de peso que los C-C. Los
valores estandares de los datos de esta semana son un poco alto en los S-S y en los
dos tratamientos restantes son sumamente bajos, teniendo una representatividad de

los datos muestreados.

Tabla 38. Pesos promedios de los tres tratamientos en el cuarto peso realizado en las

semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 0,36237
Seleccionados-Control 0,29062
Control-Control 0,2605
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Figura 10. Pesos promedios de los tres tratamientos en el cuarto peso realizado en las

semanas postsiembra

3.7.2.3. Sexta semana postsiembra

Durante la quinta medicién realizada en la sexta semana postsiembra el estadio de los
organismos fue de post larva 53 hasta post larva 59; los datos de pesos se alejan aun
mas en los tres tratamientos, se empieza a observar que los S-S presentan una notable
diferencia de los dos tratamientos restantes, llegandoles a sacar una gran ventaja. De
igual manera la diferencia minima que habia entre los S-Cy los C-C se amplia un
poco con relacién a la medicién anterior. Los datos de pesos promedios de los
diferentes tratamientos muestran claramente un orden en donde los S-S son los
primeros, seguidos de los S-C y por ultimos los C-C. La ganancia de peso que tienen
los S-S de los S-C es de 0,45253 g y con los C-C es de 0,51005 g, mientras que los S-

C tienen una ventaja de 0,05751 g con respecto a los organismos C-C. A continuacion
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se muestran los datos de pesos promedios de los tratamientos durante la quinta

semana de siembra.

Tabla 39. Pesos promedios de los tres tratamientos en el quinto peso realizado en las

semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 0,856
Seleccionados-Control 0,54236
Control-Control 0,48312
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Figura 11. Pesos promedios de los tres tratamientos en el quinto peso realizados en

las semanas postsiembra
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3.7.2.4. Séptima semana postsiembra

La evaluacion de esta semana se la hizo de post larva 60 hasta post larva 66. En la
pentltima medicion se sigue observando la supremacia de los S-S, estos contintian
presentando los mayores pesos promedios de entre los tres tratamientos

experimentados, hay una diferencia de 0,4526 g de los S-C y de 0,5100 g de los C-C.

Los S-C también mantienen la diferencia de 0,0575 g de los C-C. Con estos datos el
orden de los pesos por tratamientos se sigue manteniendo, teniendo hasta el momento
un crecimiento paralelo de los dos altimos tratamientos (S-S y C-C) y un incremento
en peso de los S-S, estando claramente alejados los datos de este ultimo de los dos
restantes. Los Datos de desviacion estandar de esta semana de valuacion son muy
bajos lo cual indica que los pesos individuales no estdn tan alejados de los pesos
promedio por tratamiento y que las muestras tomadas son representativas. A
continuacion se muestran los datos de pesos promedios por tratamientos tomados en

la sexta medicion correspondiente a la séptima semana postsiembra.

Tabla 40. Pesos promedios de los tres tratamientos en el sexto peso realizado en las

semanas postsiembra
Seleccionados-Seleccionados 1,27164
Seleccionados-Control 0,819
Control-Control 1,76137
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CRECIMIENTO EN TRES LINEAS DE VANNAMEI
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Figura 12. Pesos promedios de los tres tratamientos en el sexto peso realizados en las

semanas postsiembra

3.7.2.5. Octava semana postsiembra

Los datos obtenidos de pesos muestran diferencias estadisticas significativas en los
tres tratamientos al final del experimento. En la semana ocho de postsiembra se
realizo el Gltimo peso respectivo y los tres tratamientos fueron evaluados por ultima
vez, el estadio que presentaban los organismos hasta aqui fue de post larva 67 hasta
post larva 73. Los organismos S-S que en las dos mediciones anteriores han
presentado un notable incremento en cuanto al peso comparados con los otros dos
tratamientos, siguen manteniendo y guardando la distancia, aunque se puede notar
que el crecimiento de esta semana es un poco menor al de las dos semanas anteriores,
sin embargo el dominio de estos sobre los S-C y los C-C continta. El crecimiento

paralelo de estos dos ultimos se sigue mostrando, manteniendo siempre la diferencia
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minima presentada en las recientes semanas. Los pesos promedios obtenidos en esta

semana muestran diferencias entre los tres tratamientos; los S-S tienen una cantidad

de 0,30407 g de peso promedio mas que los S-C y la diferencia con respecto a los C-

C es de 0,37465 g, en tanto que los S-C presentan 0,07057 g de peso promedio mas

que los C-C. Los mérgenes estandares siguen siendo muy bajos reflejandose de esta

manera datos significativos en los muestreos y en los analisis respectivos.

A

continuacién se muestran los pesos promedios por tratamientos de la ultima semana

de muestreo.

Tabla 41. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el séptimo peso realizado en

las semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 1,37689
Seleccionados-Control 1,07281
Control-Control 1,00224
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Figura 13. Pesos promedios de los tres tratamientos en el séptimo peso realizados en

las semanas postsiembra

3.7.2.6. Resumen de crecimiento en semanas postsiembra

Es muy estrecha la relacion que existe entre los tres tratamientos trabajados con
respecto a la variable analizada en las semanas iniciales de postsiembra. Los datos
demuestran gue en las cuatros primeras semanas es decir en los tres muestreos
realizados al inicio no hay diferencias estadisticamente significativas de peso y no se
puede establecer el dominio en crecimiento de un tratamiento en particular; los datos
son muy claros y brindan una vision propicia del crecimiento paralelo de los tres

tratamientos aplicados y que su relacion de sus valores en pesos promedios es similar.

En la quita semana postsiembra se nota un ligero incremento y a la vez diferencias
entre los tratamientos, los S-S empiezan a encabezar la lista de los de mayor peso
seguidos de los S-C y de los C-C en ultimo lugar, aunque los datos obtenidos
muestran que la diferencia es minima a partir de aqui se comienza a notar distintos
valores de pesos que hacen que los tres tratamientos utilizados sean diferentes entre

si.
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El incremento abrupto de los S-S mostrada en la quinta medicion evidencia un

dominio completo de estos, estableciéndose a partir de aqui diferencias
estadisticamente significativas en los datos obtenidos, la diferencia de peso existente
entre el primero y el ultimo es de 0,37287 g mostrando a los organismos S-S como
los que presentan el mejor peso 'y a los C-C como los tltimos y los que menor peso
promedio muestran hasta ahora. En tanto que la diferencia presentada entre los S-C'y
los C-C es estrecha, mostrandose un crecimiento paralelo entre estos dos

tratamientos.

En la sexta medicion se sigue dando las margenes de diferencia que en la medicion
anterior en los tres tratamientos existiendo una diferencia de peso de 0,51005 g entre
el primero y el ultimo. La ultima medicién realizada muestra solamente una ligera
disminucion de incremento de peso en cuanto al rango de diferencia presentado en las
dos semanas anteriores, sin embargo se sigue manteniendo el orden de los respectivos

tratamientos.

Las tres ultimas semanas fueron decisivas ya que fue ahi donde se notd cambios y
diferencias de peso promedios en los tratamientos utilizados y se pudo establecer cual
de estos fue el mejor, habiendo recibidos todos el mismo trato y manejo. A
continuacién mostramos un grafico en donde se detalla el resumen del crecimiento en

las semanas postsiembras de los tres tratamientos utilizados.
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CRECIMIENTO DE 3 LINEAS EN VANNAMEI

1,6
1,4 A//u
12

f / S .

1 \ —&— Series1
0,8 ’/ / Series2
0,6 = / —A— Series3

OM .

1 2 3 4 5 6 7

Semanas post siembras

Figura 14. Resumen de los pesos promedios de los tres tratamientos realizados

durante las semanas postsiembra

3.7.3. Analisis de anova simple

Los resultados obtenidos de los pesos promedios por lineas muestran claramente una
representatividad de los datos. El analisis de anova simple para las tres lineas en
general demuestra que la probabilidad es realmente significativa en la mayoria de los
pesos realizados. Solamente en el tercer peso los datos de probabilidad no son
significativos ya que es esta es mayor a 0,05 que es el grado alfa con el que se
trabajo. A excepcion de este dato, todos los pesos de las tres lineas utilizadas
presentan datos significativos y altamente significativos durante las ocho semanas de

analisis.
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Tabla 42. Representatividad de los datos de pesos realizados en las ochos semanas

mediante el analisis de anova expresados en probabilidad (p<0,05).

]
Semanas
Fuente Segunda Tercera Cuarta Quinta Sexta Séptima Octava
Prob de lineas 0,009 0,019 0,7072 0,016 -0,0001 -0,0001 0,0243
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4. CONCLUSIONES:

4.1. INICIADORES

Para realizar una prueba de parentesco y emplear una seleccion genética utilizando
microsatélites es importante tener en cuenta en primer lugar que tipo de iniciadores
son los que se deben emplear; ya que tienen que poseer un buen grado de
amplificacion, el tamafo de las bandas debe ser apropiado para su lectura, y
necesariamente debe ser polimorfico. Partiendo de estos requisitos basicos podemos
determinar que nuestras pruebas de parentescos amplificaran de una buena manera 'y
tanto su lectura como su andlisis seran exitosos. De los 14 microsatélites escogidos y
utilizados en este experimento casi en todos se obtuvo diversidad de frecuencias

alélicas como diferencias significativas.

4.2. PERFIL GENETICO

Los diferentes tipos de alelos presentados demuestra claramente la diversidad
genética que poseen los organismos utilizados para el experimento. Los alelos de
mayor riqueza desde todos los puntos de vistas fueron los de las hembras
seleccionadas comparados con los machos seleccionados y las hembra y machos
controles. Casi todos los microsatélites a excepcion de dos (CNM-367 y CNM-435)
de los 14 probados, muestran diferencias estadisticamente significativas en sus

frecuencia alélicas en los tres grupos.
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Los datos de diferenciacion demografica demostraron que tanto hembras y machos

seleccionados no eran totalmente diferentes, cuando ambos grupos eran

considerablemente diferentes de grupo control.

Las distancias genéticas fueron maés altos entre los grupos controles y los machos
seleccionados (0.38) que en los controles y hembras seleccionadas (0.24), en tanto
que las distancias genéticas entre las hembras y machos seleccionados era mas corta

(0.14).

4.3. DETERMINACION DE PARENTESCO

Mediante el software Kingroup (Konovalov et al., 2004) se pudo demostrar relaciones
de pedigri para la asignacion de grupo de familias y de parentescos, con esto se
demostré que los grupos seleccionados eran una poblacién diferente de los grupos
controles de ahi que el parentesco de los dos grupos fueron realizados por separados,
usando dos niveles de division de grupos para la evaluacion y una hipétesis
alternativa de individuos no relacionados. La consanguinidad fue similar para el
grupo control (0.23) y las hembras seleccionadas (0.22), mientras que los machos

seleccionados mostraron un coeficiente inferior de imbreeding (0.15).

4.4. DIRECCION DE CRUCES
En los cruces realizados para los diferentes organismos solamente se tomaron en

cuenta el grado de consanguinidad en unos de los cruces dirigidos y fue en el de los
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individuos SS, es decir de hembras y machos seleccionados y los cruces de estos

individuos fueron hechos solamente por inseminacion artificial. En tanto en los
cruces de hembras seleccionadas con machos controles (SC) y de hembra y machos
controles no se consideré la consanguinidad que presentaron y los cruces fueron
hechos por copula natural y por inseminacion artificial. Todas estas copulas e
inseminaciones fueron realizadas en tres dias de trabajos sometiendo a las hembras a

un estricto control y régimen alimenticio.

4.5. DATOS DE DESOVES

Durante todos los cruces dirigidos hubo un total de 57 hembras con las que se trabajo.
De estas, 34 fueron copuladas naturalmente y 23 inseminadas de forma artificial; 39
presentaron un desove total, 10 un desove parcial y 8 hembras no desovaron para
nada. Los nauplios obtenidos por tratamientos fueron: seleccionados-seleccionados
750000 nauplios en 15 1, seleccionados-control 3096000 nauplios en 15 | y control-
control 450000 nauplios en 15 |. La deformidad de los nauplios obtenidos en los tres
dias de trabajos fue muy baja, tanto en el primer como en el segundo dia la mas baja
fue del 1% y la mas alta del 6% y en el tercer dia estuvo entre 3% y 4%
respectivamente. La cantidad total de nauplios obtenidos en los tres tratamientos

durante los tres dias de trabajos fue de 4296000
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4.6. EVALUACION DE ORGANISMOS

4.6.1 Larvicultura

En la primera fase de evaluacion correspondiente a la larvicultura, la variable
evaluada (Longitud-crecimiento) en los estadios de nauplios hasta Postlarva 18 de los
tres tratamientos (SS, SC, CC) es pareja, es decir que los datos de longitud tomados
en milimetros no presentan diferencias estadisticamente significativas y los resultados
demuestran que no existe ningdn tipo de diferencia en tamafios en ninguno de los tres
tratamientos evaluados. Con esto no existe ningun tipo de dominio de ningun

tratamiento manteniéndose de esta manera igualdad en los datos.

Con esto podemos demostrar que el crecimiento de los organismos, sea cual sea su
procedencia genética o el tratamiento que se emplee es paralelo en los estadios
tempranos del camar6n. La variable evaluada como es la longitud no presento
diferencias sino més bien la igualdad en el tamafio es muy pareja. Es muy dificil
saber si algin tratamiento en especial para camarones o alguna linea genética
mejorada de camaron esta creciendo mucho mas rapido que un tratamiento control, en
estos estadios la evaluacion no funciona, ya que no podemos observar datos que

demuestren diferencias en crecimiento.

De la misma manera se traté de establecer diferencias entre los tanques de un mismo
tratamiento, pero como los datos obtenidos demuestran que existe una estrecha

relacién en longitud de todos los organismos y de todos los muestreos, por lo tanto de
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manera general todos los tanques de un mismo tratamiento presentaron al final datos

parejos y sin deferencias estadisticas bien marcadas.

4.6.2. Tanques rectangulares

En la segunda fase de la evaluacion de los organismos comprendida desde el estadio
Post larva 19 hasta post larva 73, las evaluaciones realizadas durante las ocho
semanas fueron cambiando. Durante las cuatros primeras semanas de avaluacion
hubo una estrecha relacion en peso entre los tres tratamientos empleados y no hubo
ningun tipo de ganancia en cuanto a peso se refiere. De la quinta semana en adelante
se empezd a notar el dominio de los S-S y fueron finalmente estos quienes

presentaron mayor peso seguidos por los S-C y los C-C.

La diferencia de peso que existe entre los S-S de los S-C y los C-C es considerable
siendo los S-S los que dominaron y los que presentaron finalmente los pesos mas
altos en el experimento. Desde la quinta semana en adelante Los S-S tuvieron las
mayores ganancias en peso presentando organismos muchos mas grandes que los dos

tratamientos restantes.

Los S-C presentaron los segundos mejores pesos evidenciandose de esta manera la
importancia de solamente un organismo seleccionado. El peso y el tamafio de estos
organismos fueron mayores a los C-C, siendo estos ultimos los que tenian los

organismos mas pequefios de Jos tres tratamientos utilizados.
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El orden jerarquico en el que se presentaron los tratamientos deja en claro la

importancia al recurrir a la utilizacién de organismos seleccionados. Si solamente uno
de los dos progenitores o parentales es seleccionado y es cruzado con un individuo
silvestre cualquiera y a su vez son empleados en una produccion, se obtendran
organismos con mejores pesos y tamafios muchos mas grandes que los obtenidos
cominmente en una produccién normal. Pero si los progenitores a utilizar en una
siguiente generacion son seleccionados y estos son utilizados para una produccion
comercial, se garantizara obtener al final, reproductores con un incremento mayor en
tallas y pesos e incluso con mayores ganancias genéticas. El aporte genético que
brindan los organismos seleccionados utilizados para crear una siguiente generacion

es tal que se incrementa el volumen en masa de los descendientes.

Con el primer ciclo de seleccion realizado se obtuvieron ganancias genéticas y en
volumen de peso y masa corporal demostrados en este trabajo, si se realizaran diez
ciclos de seleccion utilizando solamente individuos seleccionados en una produccion
comercial los niveles de produccion se incrementaran al doble y por lo tanto los
ingresos econémicos de producciéon se duplicarian y estariamos mejorando e
incrementando la producciéon a nivel nacional solamente con la utilizacion de
organismos seleccionados con una sistema de produccion comercial de los utilizados

en el pais por muchos camaroneros.
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La importancia de utilizar organismos seleccionados en una produccion es

fundamental, ya que las ganancias genéticas y en peso obtenidas son evidentes en este
trabajo. El utilizar progenitores seleccionados para una generacién de individuos
garantiza mayor volumen en peso, mayor ganancia genética y légicamente una mejor

produccion en cuanto a esta especie se refiere.
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DISCUSION

El analisis de diversidad genético y la determinaciéon de parentesco para la
reconstrucciéon de pedigri pueden ser realizados por marcadores microsatélites. En
este estudio determinamos el genotipo de tres Grupos de animales sacado de un alto
proceso de seleccion de presion masal. Los datos fueron usados para la variabilidad
genotipica y el analisis de dife;renciacién genético. Ademas, la division de grupo en
dos niveles fue realizada: grupos de hermanos completos (FS) y grupos de hermanos

completos mas primos (FS+CO).

El efecto de domesticacion y la seleccion masal tedricamente esta orientada a una
disminucién de variabilidad genética (Wolfus et al., 1997). En tilapias el namero de
alelos y la heterocigocidad ha sido relatado después de cuatros ciclos de seleccion
(Rpmana-Eguia et al., 2005). De igual manera en Penaeus monodon (Xu et al. 2001)
relatan una reduccién sobre el numero de alelos y genotipos comparando poblaciones
salvajes. Asi mismo en el salmén la reduccion de la diversidad de alelos en un 20y
48% fue determinado comparando poblaciones salvajes (Mjblnerbd et al., 1997,
Norris et al., 1999, Skaala et al., 2004). Con nuestro trabajo no encontramos una
reduccion sobre el numero de alelos, ni heterocigocidad debido al proceso de
seleccion, ya que ninguna variabilidad disminuida en el nivel de microsatélites fue
observada, es evidente que la seleccion masal en la alta presion no erosiona la

variabilidad genética por si mismo donde un nimero apropiado y eficaz de parentales
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fueron utilizados. Esto podria ser un verdadero sostén alin para poblaciones con un

nivel moderado de imbreeding como en nuestro caso (la F = 0.23}.

El nivel de Fis (coeficiente de consanguinidad de la poblacion) inbreeding era similar
entre el grupo control y el grupo de hembras seleccionadas (0.23 y 0.22
respectivamente). Inbreeding para machos seleccionados era inferior (0.15) pero el
pequefio tamafio de la muestra podria dificultar la generalizacion de este resultado. La
depresion de inbreeding podria ser medido directamente cuando la informacion sobre

la Fis y el valor de fenotipo individual esta disponible en un nivel demogréfico.

Cuando propusieron la Heterocigocidad a Multiples Locus (MLH) como un
alternativa para el Fis (Slate et al., 2004) se utilizé este en algunos experimentos;
(Bierne et al. 2000), relata una correlacion positiva entre el multilugar heterocigético
MLH vy el indice de crecimiento en dos variables de P. stylirostris mantenidos en
aislamiento durante 17 generaciones. Del concepto de MLH y los resultados en 7.
stylirostris, es evidente que mas individuos presentaron esta correlacion, p. ej.
Aquellos teniendo mas alto los niveles de heterocigocidad deberian presentar
genotipos extremos. No era la cuestion con nuestro trabajo, donde los valores de Fis
eran similares y no se diferencié entre el grupo control y el grupo de hembras
seleccionadas. MLH era un prototipo de genotipos extremos, como un indicador de

nivel bajo de inbreeding, entonces el grupo de individuos con genotipos extremo



nuestras hembras y machos seleccionados, debe en el promedio tener los niveles

inferiores de F inbreeding que el grupo de control.

La prueba para la diferenciacion demografica mostrd que los individuos
seleccionados divergieron del grupo de control. Los machos y hembras seleccionadas
eran genéticamente idénticos mientras que diferentes del grupo control. La carencia
de diferenciacion entre ambos grupos seleccionados podria ser explicada por el
tamafio de la muestra en el grupo de machos seleccionado, donde solo 14 individuos
eran genotipiados. Sin embargo ninguna diferenciacion fue vista entre los machos
seleccionados y grupos de hembras. La estructura demografica es medida por la
variacion de frecuencias alélicas debido a cambios adaptativos de poblaciones
salvajes debido a la mutacion, la seleccion, y la migracion. En un proceso de
seleccion, este cambio es el resultado directo del moldeado de la poblacion original
debido a la presién de seleccion para el caracter a mejorar, cuando otras variables
como parentales seleccionados y la informacién de pedigri son usadas para reducir al

minimo el flujo genético (Romana-Eguia 2004).

(Nei 1972) Distancias genéticas entre el grupo control contra hembras seleccionadas
y grupo control contra machos seleccionados era muy alto (0.24 y 0.38
respectivamente). En una evaluacion similar sobre P. vannamei, seis lineas
seleccionadas para 5 generaciones para el crecimiento en la presion baja (20 al 10 %)

y evaluado bajo las mismas condiciones mostraron distancias genéticas entre 0.06 a
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0.21 (datos inéditos). En la platija japonesa, (Nei 1972) distancias genéticas entre

individuos resistentes y susceptibles para Vibrio anguillarum, seleccionado para una
generacion y sacado de una poblacion salvaje, eran 0.08 (Liu et al., 2005). En el
Salmén salar (Nei's 1978) distancias genéticas entre tensiones domesticadas
recorridas de 0.008 a 0.188 (Skaala et al., 2004). El mismo analisis (Nei 1978) a la
par con nuestros datos mostré los valores de 0.23 (el control contra hembras
seleccionadas), 0.30 (el control contra machos seleccionados) y 0.07 (hembras

seleccionadas contra machos seleccionados).

El hecho que altas presiones de seleccion generan estos niveles de diferenciacion
genética es indicativo del poder de formacién genética con una presion de seleccion
del 1 %. Ya que nuestros datos fueron generados de animales de la misma
generacion, nuestro estudio excluye los efectos posibles de flujo genético debido al

nmero reducido real de padres seleccionados durante el proceso de reproduccion.

Lo que podemos ver que aqui esté el efecto directo de seleccion en la modificacion de
estructura genética. Un programa de cria de largo plazo basado en la seleccion de
masas con la alta presion deberia cambiar frecuencias génicas en niveles no antes

relatados.

El dimorfismo sexual ha sido demostrado en L. vannamei donde las hembras tienen

tienden a presentar mayores peso y tamafios que lo machos. (Argueet al., 2002,
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Gitterle et al., 2005). En una poblacion con estas caracteristicas, en un proceso de

seleccién masal deberia aplicarse presiones de seleccion diferentes a cada sexo. La
verdad, era el caso para nuestros animales ya que los machos eran sumamente
desequilibrados en comparacién con las hembras, cuando los animales entraban al
sistema de maduracion. La diferencia de tamafio entre machos y hembras deberia
estar alrededor del 9 %. De hecho calculamos que mientras que las hembras fueron
seleccionadas alrededor del 1 %, los machos fueron seleccionados en

aproximadamente el 0.2 %.

El empleo de la informacion de los microsatélites para la determinacion de familia
fue probado con los animales control y seleccionados. En una situacion ideal con el
namero bajo de familias, el alto polimorfismo de los microsatélite y genotipo paternal
conocido, la asignacion de familia con microsatélites es real. Tal situacion antes ha
sido relatada en P. japonicus (Sugaya et al., 2002). Sin embargo, en la produccion
comercial, las condiciones son remotas. Nuestros datos fueron generados de un grupo
de animales cultivados en condiciones comerciales pero la obtencion de parentales de
esta poblacién no era posible. Esta situacion es comun en la acuicultura donde
marcadores moleculares podrian permitir la reconstruccion de pedigri (Norris et al.,
2000). Una poblacién de camarén comercial es formada por una sola generacién de
cruces. Estos cruces corresponden a familias de solamente hermanos ya que un
macho siempre insemina a una hembra. La recuperacion femenina y masculina para

la preparacion de otro cruce puede variar de 5 a 30 dias que excluyen la posibilidad




de parentescos en la mitad en esta clase de poblacion (L. Harri, comunicacion

personal). Si la poblacién paternal tiene un nivel de inbreeding, es también posible
que algunos individuos sean el producto de mezclas de los padres relacionados que
pueden generar la tercera progenie de grado (primos hermanos). Ademas, una
maduracién comercial con reproductores de mediana talla produce mas de 200 cruces

por noche.

Bajo estas circunstancias el numero real de parentales seleccionados podria alcanzar

un nivel que permita la conservacion de variabilidad genética sin el flujo sensible.

Dependiendo del polimorfismo y el numero de cruces, 15 a 20 microsatélites podrian
ser suficientes para distinguir entre grupos de solamente hermanos sin tener otra
relaciones de individuos, mientras que 10 microsatélites podrian discriminar entre
grupo de hermanos mas primos y sin relaciones individuos (Blouin, 2003). Con este
trabajo relatamos el grupo generado con 14 microsatélites con un nimero variable de

alelos.

El beneficio genético en un programa de seleccion masal esta relacionado con tres
factores: heredabilidad, fenotipo, discrepancia expresada como desviacion estandar
del caracter en seleccion e intensidad de seleccion. La heredabilidad es un valor que
es inherente a la poblacion y las condiciones ambientales donde la poblacion se

desarrolla. El aumento de heredabilidad podria ser alcanzado por un buen control de




las condiciones ambientales. Sin embargo en un ajuste comercial esto podria ser

imposible controlar o mejorarse. El fenotipo es también una variable que puede ser
aumentada para mejorar el beneficio genético, con regularidad en el principio de un
programa de cria por la construccion de poblaciones bajas con una amplia
contribucién de variacion genética. Sin embargo, una vez que un programa de cria se
proyecta como una via, el fenotipo puede ser considerado como un factor fijo que con
cuidado deberia ser manejado para asegurar el éxito a largo plazo del programa de
seleccion. La intensidad de seleccion de otra parte es el inico miembro de la ecuacion

que facilmente puede ser manipulada por el criador.

En una poblacion dada, la distribucion normal de un caracter es la suma de pequefias
distribuciones correspondiente a la variacion de familia que forman wuna
descendencia. Teoéricamente, conforme a un programa de cria, mas alto el nivel de
intensidad de seleccion, menos las familias seleccionadas, que disminuye la
contribucién genética a la siguiente generacién. Un nimero reducido de familias
significa una erosion de la variabilidad genética y el aumento de inbreeding. Un
compromiso enire la presion de seleccion y la conservacién de variabilidad y el nivel
de inbreeding deberia ser alcanzado cuando la informaciéon de pedigri no esta

disponible.

Sin embargo si la informacion de pedigri era de una seleccién masal disponible

podria ser optimizado para el beneficio maximo genético (Doyle y Herbinger, 1994).



En la Acuicultura, donde miles de individuos son cultivados en condiciones similares,

la presion de seleccion podria alcanzar altos niveles, en el orden de 1/100 o ain
1/1000. Consideremos por ejemplo una charca de camardén comercial en las
condiciones extensas que podrian producir alrededor de 60000 individuos por
hectarea. Charcas comunes, en condiciones ecuatorianas, pueden contener alrededor

de 600000 individuos y las presiones de seleccion pueden ser bastante altas.

La division de grupos de poblaciones es una forma de conocer el pedigri usando los
marcadores moleculares. La determinaciéon de métodos para la division de grupo es
un area activa de investigacion (Blouin, 2003). En una simulaciéon en gigas
Cassostrea, con informacion paternal disponible, se manifesto aquel el 87 % de
individuos podria ser dividido cuando un numero de 13 familia fue reunido usando 3
lugares sumamente polimérficos. Con 88 genotipos paternales, del 5 al 7.9 % de la
progenie inequivocamente podria ser asignado (Taris et al., 2005). En un estudio
similar en P. Japonicus, las simulaciones mostraron que el 95 % de la progenie
podria ser asignado a paternales con 9 microsatélites. Resultados sin embargo
empiricos con 6 microsatélites permitieron a la asignacion correcta del 47 % de
individuos evaluados con la madre verdadera. Las discrepancias entre las
simulaciones y los resultados empiricos fueron explicadas por la presencia de alelos

nulos y pobres genotipos debido a la pobre calidad de ADN (Jerry, 2004).
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La division de parentescos de grupos seleccionados y grupos de control era posible

solamente con esta la informacion generada. La mejora de la division podria ser
posible con un niimero mas alto de locus, mas alto el nivel de polimorfismo y la
disponibilidad de genotipos paternales. Sin embargo, aunque la division de grupo no
pudiera ser perfecta, la posibilidad de tener la informacién al menos parcial podria
ayudar a dirigir cruces en un programa de cria para evitar inbreeding. El empleo de
informacion basada en la division de Parentescos (primos hermanos) podria ser mejor

para dirigir cruces de informacion basados solamente sobre grupos de parentescos.

Las mezclas de grupos de Primos podrian ayudar a proteger contra la posibilidad de

usar la informacion de parentesco donde la division no podria ser bastante exacta.

Ademas, la disponibilidad de informacion genotipica podria ayudar a seleccionar a
individuos especificos con alelos raros para aumentar sus frecuencias. Esto podria
ayudar artificialmente a mejorar la variabilidad genética de la poblacion en la

seleccion.

En el grupo de hermanos completos se presentaron un total de 41 grupos en los
animales control y 59 grupos en los seleccionados. Los hermanos completos + primos
mostraron 15 grupos en los animales control y 21 grupos en los individuos
seleccionados. Un macho del grupo seleccionado fue dividido solo como el miembro

de un grupo en ambos FS y FS+C. Otros machos seleccionados fueron agrupados con
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hembras en FS diferente y grupos FS+C. La identificacion de tales individuos en un

programa de cria y su empleo en cruces podria contribuirse con la variabilidad

genética que de otra manera sera perdida.

En los grupos Control FS, el 49 % de la poblacion correspondio a 12 de los 41 grupos
obtenidos, el significado que el 49 % de la poblacién fue producido en el 29 % de las
parejas disponibles paternales. En los individuos Seleccionados el 51 % de la
poblacion fue asignado en el 21 % de grupos FS. Asimismo para el analisis FS+C, el
57 % de los individuos controles fue asignado en 3 grupos (el 20 %) mientras que el

54 % de los individuos seleccionados fue asignado a 6 grupos (el 28 %).

Aproximadamente el 50 % de la poblacion fue asignado a pocos grupos. Este hecho
podria ser explicado por el numero diferencial de huevos por supervivencia femenina
en todas partes de todas las etapas de crecimiento que podrian ser relacionadas con
motivos genéticos. En la maduracion de camarén, las hembras muestran una amplia
gama de huevos y produccion nauplios. Asi mismo las diferencias de supervivencia

de grupos de familia antes han sido relatadas (Gitterle et al., 2005).

El alto nivel de variabilidad de los microsatélite y numero de FS y grupos FS+C
encontrados en los individuos seleccionados era un encuentro inesperado, se opuso a
las previsiones de pérdida de variabilidad esperada por aproximaciones tedricas. En

condiciones favorables para el numero efectivo de reproductores (Ne) disponible en
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maduraciones comerciales es posible especular que una seleccion masal tratada en el

1 % o presiones inferiores podrian ser posibles sin la pérdida sensible de variabilidad
genética que usa la informacion de los microsatélite. Ademas, el microsatélite podria
ayudar a supervisar la variabilidad baja demografica y el nivel de erosion de
variabilidad durante cada ciclo de seleccion para asegurar un beneficio sostenible

genetico.

Durante la seleccién masal sobre el camaron hemos encontrado machos y hembras
que se desvian hasta 7 desviaciones estandar de la poblacion. Estos individuos

podrian representar genotipos extremos de las familias a las cuales ellos pertenecen.

Hasta ahora aquellos fenotipos extremos fueron desechados bajo la sospecha que
aquellos animales no podrian pertenecer a la poblacion en la seleccion. La agrupacion
de aquellos individuos extremos con FS o grupos FS+C podria manifestarse que
individuos extremos encontrados sobre charcas comerciales pertenecen a la poblacion
criadora y su valor de cria podria ser un objetivo sumamente valioso. El futuro trabajo
con la agrupaci6n tomara en cuenta a estos individuos y si la seleccion es positiva

ellos seran usados como futuros parentales.

La alta presion de seleccion sobre poblaciones de camarén comerciales, donde el
namero efectivo de reproductores es elevado, y la disponibilidad de marcadores

microsatélites para dirigir cruces abre nuevas avenidas para la seleccion de camarén.



La evaluacion del procedimiento combinado (Doyle y Herbinger, 1994), es el camino

y su validacién podria tener un impacto interesante para la industria donde el
crecimiento y la supervivencia son los aspectos principales econdmicos de interés. La
anulacion de inbreeding, conservacion y supervision de variabilidad genética y el

beneficio genético parece factible con los instrumentos introducidos con este trabajo.



RECOMENDACIONES
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