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ABSTRACT

The implementation of breeding programs coupled with molecular
tools offers wide perspectives in species at the onset of domestication as
in the case of the white shrimp, Litopenaeus vannamei. This work was
carried out in order to develop and implement microsatellite markers for
familiar and individual identification in shrimp. A total of 32 families,
derived from an Ecuadorian breeding program, were evaluated with 7
microsatellites developed from a set of 131 experimental sequences.
Genotyping was accomplished without parental genotype knowledge.
Our results show that some of the putative families were in fact a
mixture of animals of different origin. Additionally we found that two
groups of animals, handled as different families, were the product of
two single crosses. The implemented techniques and microsatellites will
be useful for studies on genetic variability, identification of inbreeding
and quality control of breeding programs in the white shrimp.

RESUMEN

La implementacién de programas de mejoramiento apoyados con
herramientas moleculares promete acelerar las ganancias genéticas por
ciclo de seleccién en el camarén blanco Litopenaeus vannamei, especie
que se tiene poca informacién acerca de las herramientas moleculares
dirigidas a mejoramiento genético. El presente trabajo se planteé con el
fin de implementar y evaluar marcadores tipo microsatélite en camarén
blanco para la identificacién de familiar e individual de 32 familias
derivadas de un programa de mejoramiento genético local. La
evaluacion de las muestras se realizo sin conocimiento de los perfiles
genéticos de los padres. Se disenaron 131 pares de primers para
marcadores microsatélites, de los cuales se optimizaron siete. Se
determiné la existencia de mezclas de animales de diferente origen en
varias familias. Igualmente se detecté que varios grupos manejados
como familias independientes fueron derivados de dos cruces. La
técnica implementada y los loci desarrollados seran utiles para
evaluacién de variabilidad en material comercial, seguimiento de



familias en produccién comercial e identificacibn de grados de
consanguinidad en animales de ciclo cerrado.

INTRODUCCION

Los programas de mejoramiento genético en el sector camaronero
han despertado interés en los productores debido a las bajas
producciones que se han dado desde la aparicion de nuevas
enfermedades virales. Uno de los cambios que se estd dando es la
domesticacién de la especie con los objetivos de no depender de la larva
silvestre y de mejorar la especie genéticamente (5). En Ecuador
actualmente se esta trabajando con animales sobrevivientes de piscinas
donde hubo mortalidades. Esos animales son llevados a reproductores y
trabajados dentro de programas de seleccion cuantitativa sin un real
control genético. So6lo un grupo local de mejoramiento genético,
PromoGen S.A. se ha involucrado en programas de seleccion familiar
(6).

Uno de los graves problemas en programas de mejoramiento
genético basados en seleccibn masal (sin control genético) es el
estrechamiento genético debido a la falta de informaciéon de pedigri.
Esto induce a la pérdida de variabilidad genética que se refleja en el
aparecimiento de caracteres letales que influyen en la produccion
comercial (6,2). El seguimiento correcto de los cruces, basadas en la
seleccion de las mejores cualidades y evitando la endogamia (cruce
entre hermanos o entre padres e hijos) es la manera adecuada para
realizar mejoras genéticas en especies acuicolas (3). Siguiendo estos
lineamientos se ha demostrado en Litopenaeus vannamei la posibilidad
de generar lineas seleccionadas con mayor eficiencia en crecimiento y
resistencia a enfermedades (1).

Con la utilizacion de marcadores genéticos tipo microsatélites se
puede determinar la identidad genética de cada uno de los individuos
seleccionados y determinar su grado de parentesco. La informacion
obtenida puede ser utilizada para realizar cruces dirigidos que permitan
rescatar alelos que estan en baja proporcién o a punto de extinguirse en
la poblaciéon seleccionada (4). Esto permite mantener la variabilidad
genética a niveles adecuados y evitar problemas de consanguinidad.

Con marcadores microsatélites se ha hecho pruebas exitosas de
parentesco con especies acuicolas como en salmoénidos y moluscos, y
también en camarones de la especie Penaeus monodon (9), Penaeus
japonicus (7) y Litopenaeus vannamei (8).

En el presente proyecto se trabajo con 32 familias de camar6on
Litopenaeus vannamei (15 individuos por familia) provenientes del
programa de mejoramiento genético de Promogén S.A.. Muestras de



DNA de esos animales fueron evaluadas con marcadores genéticos tipo
microsatélites, optimizados en CENAIM, con la finalidad comprobar la
utilidad de estos marcadores para la identificacion de familias de
camaroén blanco. Los resultados obtenidos serviran como herramienta al
sector camaronero para seleccionar reproductores con caracteristicas
genéticas adecuadas (mejoramiento genético) evitando el cruzamiento
entre individuos estrechamente emparentados.

RESULTADOS

Microsatélites Optimizados

En la tabla I se presentan los loci optimizados en CENAIM, con
los que se trabajé con las 32 familias.

Tabla I. Secuencia de los iniciadores, temperatura de plegado,
Concentracion de Cloruro de Magnesio y Numero de acceso al
NCBI de los 7 microsatélites escogidos

T° [MgCL:] Acceso al

locus Secuencia de los primers (TD) (Mm) NCBI
st LISCITOMOGIIONCIS s 1o amseoon
e BOSTMOMOCOMS s 20 amseons
CN-135  ATAATOCEATCaToAT 43 2,0  AF359979
ON-142 o 43 2,0  AF360029
ON-148 L O T 43 2,0  AF360051
ON-159 A Ao 47 2,0  AF360109




Prueba de Segregacion Mendeliana

En todos los loci se observaron familias con segregaciéon
mendeliana (Fig. 1).
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Figura 1. Ejemplos de segregacion mendeliana

En todos los loci hubo familias que indicaron la introduccién
de individuos de otra u otras familias, ya que no cumplian con
ningln caso se segregacion mendeliana (Fig. 2).
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Figura 2. Grupo familiar que no presenta ningin caso de
Segregacion Mendeliana




Agrupamiento Familiar

El analisis de agrupamiento con el programa Kinship
demostré que no todos los individuos pertenecen a la familia
correspondiente, y que algunos individuos se agrupan en otras
familias. La mitad de las familias (16 familias) presentaron un
porcentaje de agrupamiento mayor del 80%, mientras que las otras
familias fue menor (Tabla II).

Tabla II. Porcentaje de agrupamiento entre los individuos de la
misma familia

F1 7% F2 48% F3 83%
F4 79% F5 68% F6 73%
F7 76% F8 81% Fo 79%
F10 94% F11 68% F12 81%
F13 94% F14 65% F15 86%
F1l6 98% F17 99% F18 96%
F19 91% F20 75% F21 66%
F22 89% F23 71% F24 36%
F25 100% F26 87% F27 100%
F28 41% F29 100% F30 50%
F31 61% F32 100%

4.5.2. Agrupamiento entre Familias

Al realizar la prueba de agrupamientos individuales entre
familias, los resultados obtenidos indicaron que la mayoria de
familias tienen introducidos algunos individuos de distintas
familias. En la Tabla III se presenta el ejemplo de dos grupos que de
acuerdo al programa de seleccién correspondian a familias que
compartian animales entre si.



Tabla III. Agrupamiento entre la Familia 29 y Familia 19

FR0M Froe FOO P04 FODS FO0G FOOF FOM FH0 FOID FO11 FO12 P13 FOid4 FOB

Fi2 1o WS WS ME M5 M5 WS ME ME NS WS WS ME M5 NS NI
Fiz 11 WS WS ME M5 M5 WS ME ME NS WS WS ME M5 NS ME
Fig 12 WS WS ME M5 M5 WS ME ME NS WS WS ME M5 NS NS
Fid 13 HNS M5 M3 M5 M5 M3 M5 NS NS NS WS M5 M3 MS ME
Fiz 14 WS WS ME M5 M5 WS ME ME O ME WS WS ME M5 NS ME
Fig 15 WS WS ME M5 M5 WS ME O ME NS WS WS ME M5 NS NI
Foo  Mi i i ME. i i i M5 M3 i i = - M5 i

Fam = - - - = om o - - - - = = N o*

Foo: WS WS ME M5 M5 WS ME ME NS NS NI i i M5 M3
Flo = M5 M3 ME i ME. = i M5 WS WS ME M5 NS NI
Floos WS WS ME M5 M5 WS ME ME NS WS WS ME M5 NS NI
Fam  ° = om o = om om gs g = mm om e om

Fa 07 HNS § § § § § § NS NS § § = = NS §

Floce Wi i M5 M3 WS ME i M5 M3 i i i i M5 M3
Fam Hs ™ - - - - = HNi Hg = = o= = N *

Fafm = - - - = om om = = - - = = N o*

Fatt W& * " W§. %t " N§ Mg * ¢ = = pNg -

Fafz = - - - = om om ge gEom - = = N o*

Fio 13 M3 - i i i i = M5 M3 = = = - M5 i

Fla1g = = - - - - = NEo® - = o= = - -

Fio 15 M3 - i i i i = M5 M3 = = = - M5 i

FO 01 HNS M5 M3 M5 M5 M3 M5 NS NS M3 ME i i ME ME
Foe WS WS ME M5 M5 WS ME O ME NS WS WS ME M5 NS NS
Fooo: WS WS ME ME M5 WS ME O ME NS WS WS ME M5 NS NS
Fo4 WS i i ME. i i M5 M5 ME i i = - M5 i

FoCes WS WS ME  MS O MS O WS OME O ME O OMSE O WS WS O ME MS ME M3
* Probabilidad 95,0 % que sean hermanos

ok Probabilidad 99,0 % que sean hermanos
***  Probabilidad 99.9 % que sean hermanos
NS No significativo

Se encontré una fuerte relacion entre las familias 16, 17 y 18
que presentaron los mismos genotipos. En la prueba de y2 se
determiné que la segregacion fue similar, ratificando la sospecha de
que las 3 familias provienen de un mismo desove. Resultados de
fuerte agrupamiento se evidencié en otros grupos inicialmente
denominados familias: 7y 8; 9, 12y 13; 27 y 32.



Dendograma Familiar (Analisis UPGMA)

En la figura 3 se presentan los resultados de agrupamiento
entre familias basados en distancias genéticas bajo el algoritmo de
Nei, realizado con el programa TFPGA. En estos resultados se puede
confirmar la cercania entre las familias 16, 17y 18y 7 y 8.
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Figura 3. Dendograma familiar basado en el analisis UPGMA



HCONCLUSIONES - - {Con formato: Numeracién y vifietas ]

e Se puede utilizar microsatélites especificos para Litopenaeus
vannamei para el seguimiento de familias y determinaciéon de
parentesco.

e Durante el trabajo con las muestras del programa de mejoramiento
genético llevado a cabo por PROMOGEN, se comprobé la incidencia
de mezcla de familias, deduciendo que hubo problemas de
manipuleo durante el programa.

o Es preferible tener la informacioén del genotipo de los padres, de esa
manera se puede saber con certeza los genotipos a obtener de la
descendencia y determinar si hubo mala manipulacién al encontrar
individuos introducidos.

e En un estudio financiero del mismo proyecto se demostré que es
mejor implementar el sistema de marcadores microsatélites para los
programas de mejoramiento genético por su menor necesidad de
inversién, dando como la mejor opcion alquilar las instalaciones.
También es importante recalcar la mayor eficiencia en los resultados
finales por tener una mayor seguridad en los cruces de padrotes y
eliminar la incidencia de mezcla de familias que llevan a la
disminucién de ganancia genética.
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