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RESUMEN

Se presenta el primer mapa genéticd.ii@penaeus vannambasado en la técnica de
AFLPs a partir de una familia proveniente de un cruce comercial y con la informacion
genética de un solo progenitor y 42 hijos. Para su construccién se utilizé la estrategia de
pseudocruce de prueba, generando para la hembra un mapa integrado por 212
marcadores distribuidos en 51 grupos de ligamiento, con una longitud total de 2771 cM,
y un mapa para el macho con 182 marcadores agrupados en 47 grupos de ligamiento
con un cubrimiento de 2116 cM. Se estimé que el cubrimiento del genoma fue del 62%
para la hembra y 59% para el macho, siendo el mapa de la hembra 24% mayor en
tamafo. Se identificd distorsidén en la segregacion en 2.8% de los marcadores generados
para el mapeo, fendmeno que no ha sido descrito para otras especies de peneidos. Los
protocolos de AFLPs y tincion de plata implementados en este estudio bajo condiciones
locales permitieron la generacién de una gran cantidad de datos a bajo costo, por lo cual

el desarrollo del mapa genético de ligamiento fue exitoso.



1. INTRODUCCION

La industria camaronera en los ultimos afios se ha enfrentado a graves problemas que han
amenazado la produccion, como el sindrome de Taura y el sindrome de la mancha blanca
entre otros (Jiménez, 2000). Esta situacion ha conducido a desarrollar estrategias para
contrarrestar estas amenazas, como la domesticacion de animales por medio de la
generacion de cultivos en ciclo cerrado y la creacion de programas de seleccion y

mejoramiento genético (Benzie, 1998).

Los programas de mejoramiento tradicionales basados en la cria y seleccion de individuos
con caracteristicas fenotipicas de interés comercial necesitan de mucho tiempo para su
desarrollo (Argueet al., 2002), esto debido en parte a la baja heredabilidad de algunas
caracteristicas como las relacionadas con la conversion alimenticia y la resistencia a
enfermedades, ya que estas en su mayoria estdn gobernadas por mdultiples genes.
Experimentos cohitopenaeus stylirostris, requirieron de 5 afios de seleccion masal para
mejorar la tasa de crecimiento en lineas domésticas de Nueva Caledonia @&ayard

2002); de otra parte pakétopenaeus vannamei el Oceanic Institute necesito de tres afios de
investigacion para generar lineas mejoradas basadas en mayor crecimiento y resistencia a
TSV, obteniendo finalmente una correlacién negativa para estas dos caracteristicas (Wilson

etal., 2002).

Sin embargo, gracias a los adelantos tecnoldgicos actuales, los procesos de mejoramiento

genético tradicionales pueden ser acelerados al incluir técnicas moleculares basadas en



ADN para su desarrollo. Estas técnicas pueden facilitar estrategias como la identificacion y
el monitoreo de lineas, familias e individuos; el monitoreo y control de consanguinidad
entre parentales y el diagnéstico de caracteristicas hereditarias, dando como resultado el
mejoramiento a través de la seleccion y combinacién de genes favorables (Lester, 1999;
Davis y Hetzel, 2000). Sin embargo, en cuanto a camarones peneidos se refiere, la
informacion disponible acerca de su composicidn genética es fragmentada y las tecnologias
dirigidas a solucionar problemas basicos en el area de ingenieria genética como los cultivos
celulares, la fertilizaciom vitro y el mapeo genético ain no estan disponibles o tienen un

desarrollo limitado (Benzie, 1998).

El mapeo genético es una herramienta biotecnoldgica que se ha utilizado en diversas
especies con el fin de conocer el orden y localizacion de los genes o de marcadores
genéticos de interés. Los mapas genéticos resultantes pueden ser fisicos, en los cuales se
localizan los genes o marcadores genéticos directamente sobre los cromosomas o pueden
ser mapas de ligamiento, basados en distancias de recombinacion, producto de la meiosis
durante la formacion de los gametos. Ambos pueden ser desarrollados utilizando técnicas

moleculares ya establecidas (Davis y Hetzel, 2000).

Los genes que hasta el momento se han caracterizado en camarones peneidos son muy
pocos (Bagshawa y Quiel, 1998); sin embargo la investigacion en mejoramiento genético
de estas especies esta encaminada hacia la busqueda de genes y marcadores moleculares
para ser usados en seleccion asistida. Actualmente existen avances en esedaeasen

monodon con el uso de RAPDs (Garcia y Benzie, 1995), AFLPs (Wissah, 2002) vy



ETSs (Tonget al., 2002) y erPenaeus japonicus con el uso de microsatélites y AFLPs
(Moore et al., 1999). Con estas técnicas se ha iniciado la construccion de mapas
comparativos que a futuro permitiran probar la conservacién de genes en familias y
localizar posibles QTLs (loci de caracteres cuantitativos) en las especies cultivadas (Moore

et al., 1999; Wilsoret al., 2002).

El presente trabajo pretende generar un mapa de ligamiento del genomio del camarén
blancoL. vannamei utilizando la estrategia de pseudocruce de prueba combinada con la

técnica de AFLP. Este primer mapa servira como punto de partida para trabajos posteriores
que permitan ubicar genes de resistencia u otros de interés comercial para integrarlos en

forma acelerada en las lineas mejoradas producto de seleccion genética.



2. ANTECEDENTES

2.1. MAPA GENETICO

Un mapa genético describe la posiciébn de genes o marcadores genéticos presentes en los
cromosomas; entendiéndose por gen una secuencia especifica de ADN que codifica para un
polipéptido o ARN de un organismo y esta sujeto a alteraciones mutacionales (Russell,
1992); y por marcador genético cualquier caracteristica fisica o molecular heredable que
difiere entre individuos y es detectable en condiciones de laboratorio (DOE Human

Genome Program, 1992).

Los mapas genéticos pueden ser mapas fisicos o mapas de ligamiento (Miesfeld, 1999). Los
mapas genéticos fisicos describen la localizacion de genes o marcadores genéticos
directamente sobre los cromosomas, mientras que los mapas de ligamiento, son construidos
en base a distancias de recombinacion, las cuales resultan del entrecruzamiento o
intercambio fisico de ADN entre los cromosomas homdlogos de los padres durante la

meiosis (Russell, 1992).

Si dos 0 mas genes o0 marcadores genéticos son heredados de manera asociada, y no
segregan en la progenie de manera independiente, es decir, no presentan herencia
mendeliana, estos se encuentran ligados o localizados en el mismo cromosoma, por lo cual

se dice que estan en el mismo grupo de ligamiento. Si los genes se encuentran muy cerca

uno del otro, su frecuencia de recombinacién durante la meiosis serd muy baja. Por otra



parte a medida que se alejen uno del otro en el mismo cromosoma, su frecuencia de
recombinacién aumentara hasta llegar a un maximo de 50% de recombinantes (Russell,

1992).

El mapeo genético por recombinacion es un analisis estadistico de los patrones de herencia
de los genes Yy sus variantes (alelos). Estos pueden ser seguidos de una generacion a la
siguiente, basandose en la frecuencia en que las copias materna y paterna son
intercambiadas por recombinacién meibtica para producir nuevos genotipos. (Miesfeld,
1999). Sin embargo estas frecuencias de recombinacion no son uniformes en todas las
regiones del genoma y se observan desviaciones de estos valores causadas por multiples
entrecruzamientos durante la meiosis. Para corregir estos valores se utilizan las funciones
de mapeo, como la de Kosambi (Kosambi, 1944) y Haldane (Haldane, 1919), las cuales
por medio de férmulas matematicas convierten las fracciones de recombinacion en
distancias aditivas de mapa, donde una unidad de mapa equivale a la distancia entre pares
de genes que han tenido 1% eventos de recombinacion. Esta unidad también es llamada

centiMorgan (cM) en honor a su descubridor Thomas Morgan (Miesfeld, 1999).

En un mapa genético de ligamiento se muestra la localizacion relativa de marcadores
especificos a lo largo del cromosoma (Russell, 1992). Estos marcadores deben ser
polimoérficos, es decir, deben existir en formas alternativas entre individuos para que
puedan ser detectados entre los diferentes miembros de una familia estudiada. Este
polimorfismo esta dado por variaciones en la secuencia de ADN. (DOE Human Genome

Program, 1992).



Previo a la construccion de un mapa de ligamiento con marcadores moleculares, estos
deben ser analizados con una prueba estadistica de ajuste de Chi cyg@ili@icssell,

1992), para determinar si los marcadores segregan en la progenie segun las leyes de
Mendel. De acuerdo a el ajuste que los marcadores presenten a las proporciones
mendelianas 1:1 o 3:1, estos son seleccionados para integrar el mapa. Debido a que los
céalculos de distancias entre marcadores se tornan complejos a medida que el nimero de
marcadores analizados aumenta, se han disefiado programas de mapeo como Map Manager
(Mainly et al, 2001) y Map Maker (Landet al, 1987) que facilitan esta labor, permitiendo
calcular facilmente distancias genéticas de recombinacion entre marcadores y obtener una

vision grafica de los mismos organizandolos por grupos de ligamiento.

2.2. MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con un rasgo
genético y poseen un patron de herencia caracterizable (DOE Human Genome Program,
1992). Estas pueden ser proteinas (antigenos e isoenzimas) y ADN (genes conocidos o
fragmentos de secuencia y funcion desconocida) (Montaldo y Meza-Herrera, 1998; Davis y

Hetzel, 2000).

Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los organismos estudiados,
pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o
sitios de restricciéon, se dice que es polimérfico (Miesfeld, 1999). Dentro de las técnicas

mas utilizadas para obtener marcadores moleculares se encuentran:



2.2.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism):

Esta técnica involucra la extraccion, purificacion y produccion de fragmentos de ADN de
distinto peso molecular por digestion con una sola enzima de restriccion (Grodizatker

1974; Botsteiret al., 1980). Los fragmentos resultantes son separados de acuerdo a su
longitud en un gel de electroforesis y posteriormente son transferidos a un soporte soélido
(membrana de nylon o nitrocelulosa) en el cual los fragmentos de interés son identificados
por hibridacion con sondas de ADN marcadas con radioisotopos. La visualizacién se
realiza por autoradiografia (Beckmann y Soller, 1986). Gatah (1994) evaluaron la
diversidad genética de tres poblacionesLdeannamei libres de patégenos mediante
RFLP, utilizando sondas de ADN mitocondrial, observando suficiente variabilidad genética
para seleccionar individuos con caracteristicas de interés. Sin embargo por ser una técnica
que requiere de grandes cantidades de ADN, sondas pre-establecidas y elevados costos, esta

ha sido reemplazada por otras (Moore y Lehnert, 1998).

2.2.2. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA):

Es una técnica versétil que utiliza iniciadores de secuencias arbitrarias que amplifican por
PCR (Polymerase chain reaction) areas especificas distribuidas al azar por el genoma
(Williams, et al., 1990). Los fragmentos amplificados resultantes pueden ser separados en
geles de agarosa o poliacrilamida, con el fin de obtener perfiles electroforéticos que
variaran segun el polimorfismo de los distintos individuos o grupos de individuos (Dinesh,

et al., 1995). Esta técnica es coOmoda, rapida, requiere poco ADN, no presupone



conocimientos previos sobre la secuencia. Sin embargo los fragmentos amplificados no
suelen corresponder a ADN ligado a algun carécter, sino redundante y su repetibilidad

puede variar si las condiciones experimentales cambian levemente (Benecke, 1998).

Los RAPDs han sido utilizados para la deteccion de polimorfismo intra e interespecifico
en el Pez gatdctalurus punctatus (Liu et al., 1999), encontrando niveles bajos
intraespecificos y variables interespecificos de polimorfismo, ademas de variabilidad en la
reproducibilidad de los perfiles electroforéticos dependiendo del iniciador utilizado. En
camarones esta técnica ha sido usada emnodon (Garcia y Benzie, 1995), encontrando
bajo polimorfismo (6 y 7%) en dos de los catorce iniciadores utilizadosl. yssirostris
(Aubert y Lightner, 2000) identificando poblaciones genéticas diferentes de estos

crustaceos en el Golfo de California.

2.2.3. SSR (Simple Sequences Repeats):

Es una técnica que utiliza secuencias polimérficas y abundantes en los genomas,
denominadas "microsatélites", que consisten en mono-, di-, tri- y tetranucleétidos repetidos
en tAndem a lo largo del ADN (Weber y May, 1989). Estos microsatélites son clonados y
secuenciados para generar iniciadores que por medio de PCR amplifiquen fragmentos
especificos en un genoma determinado. Al ser separados en geles de electroforesis
conforman marcadores de tipo codominante con patrén de herencia mendelianag{Senior
al., 1998). Los SSR implican altos costos en la clonacion y secuenciacion de los

fragmentos y aunque se han desarrollado variantes como los microsatélites amplificados



selectivamente (SAM) que permiten obtener SSR sin previa secuenciacion y con solo un

iniciador especifico para la region conservada que rodea las secuencias repetidas, estos solo
son tiles en casos en donde se necesite un numero bajo de marcadores informativos o en
las etapas finales de los mapas de ligamiento donde se necesita unir los espacios entre

grupos de ligamiento (Hayden y Sharp, 2001).

2.2.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism):

Esta técnica desarrollada por asal. (1995), combina el uso de enzimas de restriccion e
iniciadores (oligonucle6tidos) para PCR, de manera que se obtienen marcadores
moleculares muy especificos sin necesidad de conocer la secuencia con anterioridad. El
ADN es cortado con dos enzimas de restriccidon, una de corte frecuente y otra de corte poco
frecuente. A los fragmentos se les ligan oligonucle6tidos de extremos compatibles con las
enzimas usadas y se amplifican los fragmentos resultantes por PCR (SaatelkpibD99)

(Figura 1). Una ventaja especial de esta técnica es la de generar muchos marcadores
moleculares de bajo peso en una sola reaccion, por esta razon el resultado debe resolverse
en geles de electroforesis de poliacrilamida, capaces de detectar los pequefios fragmentos

(Savelkoulet al., 1999).

AFLP es una técnica robusta en donde los resultados no son afectados por pequefios
cambios en los parametros de amplificacion y donde la baja sensibilidad a las variaciones
en la concentracién del ADN molde, permite obtener patrones muy similares de bandeo

utilizando cantidades que varian hasta 1000 veces su concentracion (2.5 pg — 25 ng)



1. Preparacion

Adaptador Msel
Enzimas de restriccion T
(Msel y Eco RI) y DNA SAT
+ Ligasa + [
DNA Gendémico Adaptador EcoRI
AATTG T T T T
LS
2. Restriccion y Ligacion
5
T TAA T TTTTTTTTTTTTITT G AATTC
3|_|_|LT Tl Pl ] €CTraa T S
I'TTTTg AATTG I T T T
LLg g AT c
[TTTTTTTTTTTTTITTTITITTTI T LTI ITTTT T
5 GTAA GAATTG
CATT CTTAAC
1 1 e v e e |
Ny
3. Pre - amplificacion l
ACTTAAC IFTTTI

ST IIé#AkLI [TTTTTTTTITIT £AJA#4J [TTTTI

CATTG ACTTAAC
KO I e o v A

SATTTTI I LI TTTTTT T IIIII# CLIILITTTTI
GTAACAT IGTGAATTG
CATTGTA ACACTTAAC

3 A e e A I
GTAACAT

5. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Figura 1. Representacion esquematica de AFLP (Tomado de Chen X. (2000)).
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resultando en una gran cantidad de fragmentos amplificados (20 a 10@ &/p4995).
Sin embargo esta técnica necesita de ADN de alta calidad para su desarrollo, para lo cual el

método de extraccion de CTAB es uno de los mas recomendados (Stewart y Via, 1993).

Para la visualizacién de los fragmentos los iniciadores pueden ser marcados con radio
isétopos (Liuet al., 1998; Mooreet al., 1999;) o tintes fluorescentes (Hoolatyal., 1999;
Agrestiet al., 2000; Wilsonet al., 2002) y ser observados por autoradiografia o scanner
fluorescente respectivamente. Aunque estos métodos poseen un alto poder de resolucion,
son relativamente caros e inaccesibles para investigadores que no posean los equipos
adecuados (Briarét al., 2000). Como alternativa se han desarrollado métodos como la
tincion de plata (Briardt al., 2000; Mancet al., 2001) y la tincion con bromuro de etidio
(Scottet al., 1998; Vandemark, 1999) que permiten visualizar los fragmentos producidos

con alta resolucion.

2.2.4.1. Uso de AFLPs en Acuacultura

En cuanto a especies acuicolas se refiere, la técnica de AFLP ha sido utilizada en la
identificacién de hibridos interespecificos de Pez gatalurus punctatus e |ctalurus
furcatus (Liu et al, 1998) y de EsturiérAcipenser naccarii y Acipenser transmontanus
(Congiuet al., 2001) ; obteniendo en el primer caso alta reproducibilidad de la técnica y
gran cantidad de bandas polimorficas interespecificas (35 — 76%) Utiles para el inicio del

mapa genético de las dos especlepunctatus e |. furcatus), y en el segundo caso, el
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control de contaminacion accidental de hibridos en poblaciones silvestres en peligro de

extincion.

Se han publicado mapas genéticos de especies acuicolas desarrollados con la técnica de
AFLP, como el de Medak®)ryzias latipes (Naruseet al., 2000), con 488 marcadores,
constituyendo 24 grupos de ligamiento, correspondientes a 24 cromosomas de la especie,
para un total de 1354,5 cM de longitud de genomio; y el mapa de Tiq@echromis

niloticus (Agrestiet al, 2000) con 167 AFLPs ubicados en 24 grupos de ligamiento

correspondientes a 22 cromosomas de la especie con una longitud de genomio de 1632 cM.

En camarones han sido publicados los mapas genético® .pgamonicus (Moore et al,

1999) yP. monodon (Wilson et al, 2002) donde para el primero se generaron 246 AFLPs,
incorporando 129 de ellos en 44 grupos de ligamiento, cubriendo aproximadamente 57%
del genoma total; y en el segundo 63 AFLPs, ubicados en 20 grupos de ligamiento comunes
para tres familias analizadas que cubrieron una distancia de 1412 cM. Ambos mapas
desarrollados con familias procedentes de programas de mejoramiento, obteniendo un

cubrimiento de baja densidad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Cuatro parejas de reproductores (macho y hembra) y sus progenies, provenientes de un
laboratorio de larvicultura comercial con un esquema de domesticacién mantenido por 5

generaciones fueron utilizados como material biolégico inicial de trabajo.

Una vez comprobado el éxito de las cépulas con la eclosién de los nauplios, los
reproductores fueron sacrificados preservando la mitad del tejido muscular en etanol al
99% mientras que la otra mitad fue congelada a temperatura de —20 °C . Los nauplios
obtenidos de los cuatro cruces fueron cultivados de forma separada en las instalaciones del
Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM) inicialmente en
tanques de 50 L a densidad de 100 nauplios/L, siguiendo los protocolos establecidos. A
partir de el estadio de postlarva 12, los animales se trasladaron a tanques de 500 L a
densidad de 1 camaron/L con aeracién permanente, recambio de 70% de agua semanal,
alimento de 40% de proteina dos veces al dia a razon de 5% de la biomasa calculada. Los

animales fueron cosechados 12 semanas después cuando alcanzaron 1g de peso promedio.

3.2 EXTRACCION DE ADN

El ADN fue extraido de musculo abdominal, siendo este, fresco en el caso de la progenie y
congelado en el caso de los reproductores. EI método utilizado para la extraccién fue el de

CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) descrito por Shahjadaal. (1995), con
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algunas modificaciones. El protocolo completo modificado se describe en el anexo 1. La
concentracion de ADN fue determinada por espectrofotometria con un equipo Gene Quant,
PHARMACIA®, utilizando una dilucién de 1/20 para la lectura. La concentracion del ADN

por muestra fue estandarizada en 40 ng/ul. EI DNA fue conservado en tampén TE 1X a

temperatura de —20°C.

3.3. AFLPs

Los AFLPs se obtuvieron siguiendo la metodologia propuesta poet\&s(1995). Se
modificé la primera reaccién usando un procedimiento de digestidén-ligacion en un solo
paso, segun lo descrito por Hawthorne (2001). Para esto se utiliz6 un termociclador PTC
200 MJ Research, enzimas de restriccion de Invitfggamrzimas Ligasa y Tag polimerasa

de Promeda Tampdn tango Y de MBI Fermenfag oligonucleotidos (adaptadores e
iniciadores) sintetizados por el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de
Columbia Britanica . Los protocolos para la elaboracion de las soluciones concentradas y

de uso se describen en el anexo 2.

Se realizaron pruebas preliminares con cada una de las enzimas utilizadas al igual que con
las soluciones para pre-amplificacion y amplificacion comparando su accién con controles
negativos (DNA completo sin cortar) con el fin de determinar el buen estado de los

reactivos y la efectividad de la técnica bajo las condiciones locales del laboratorio.
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3.3.1. Preparacion de los adaptadores

Se utilizaron dos adaptadores para los sitios de corte de las ekzoRhsy Msel para las
cadenas de ADN principal y complementaria, en concentracion de 5 mNiquitiay de

50 mM paraMsel. Estos se mezclaron dando como resultado dos soluciones, las cuales
fueron denaturadas a 90 °C por un minuto y luego renaturadas lentamente a temperatura

ambiente, para ser usadas en el proceso de ligacion.

3.3.2._Digestién v ligacién de ADN

Dos microlitros de solucion de ADN (40 pg) fueron afadidos a 10L de solucién de

digestion y ligacién, como se indica en la tabla 1.

Esta reaccion fue incubada por un periodo de 3 horas a 37 °C. Posteriormente se realizé una

dilucion 1:10 con agua MilliQ y esta se utilizé en el siguiente paso de preamplificacion.

Tabla 1. Reactivos utilizados para la reaccion de digestion y ligacion.

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen por
original final en muestra muestra

H,0 MilliQ 4,15 pL
Tango Y Tampon 10X 2X 2 L

Adaptador EcoR/ 5uM 4 pmol 0,8 puL
Adaptador Msel 50 uM 50 pmol 1uL

ATP 10 mM 0,5 mM 0,5 pL
Ligasa 1 U/uL 1 U/muestra 1L

Msel 10 U/uL 3 U/muestra 0,3 uL
EcoRI 10 U/uL 2,5 U/muestra 0,25 uL

DNA 40 ng/uL 40 ng/pL 2 uL
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3.3.3. Preamplificacion

Para la reaccién de preamplificacion se tomarqrL2e la solucién de ligacién y se
mezclaron junto con agua, PCR-tampdn, Mg@NTPs, Taq polimerasa y oligonucledtidos

paraEcoRl y Msel, con una base selectiva, como se observa en la tabla 2.

El perfil de ciclos de la preamplificaciéon comprendié una temperatura inicial de 72 °C por
20 segundos, denaturacion a 94 °C por 2 minutos seguido por 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, alineacién a 56 °C por 1 minuto y extension a 72 °C por 1 minuto. Finalmente se

hizo una extension adicional de 72 °C por 1 minuto.

El producto preamplificado fue diluido en una relacién 1:10 para ser utilizado en el

siguiente paso.

Tabla 2.Reactivos utilizados para la reaccion de pre-amplificacion.

Reactivo Concentracion  Concentracion Volumen por

original final muestra
H,0 14.5 uL
PCR-Tampén 10 X 1X 1,85 pL
MgCl, 25 uM 1,5 uM 1,14 L
DNTPs 10 pM 0,20 pM 0,38 pL
TAQ 5 U/ pl 1 U/25 pL 0,15 pL
Eco +x 20 uM 0,20 uM 0,19 pL
Mse +x 20 uM 0,20 uM 0,19 pL

Producto de ligacion 2 puL
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3.3.4. Amplificacién

El protocolo de amplificacién se observa en la tabla 3. Se utilizal1ld8l producto de
preamplificacion diluido y los oligonucleotidos paEaoRl y Msel con tres bases

selectivas. El perfil de ciclos utilizado fue idéntico al descrito en la preamplificacion.

Tabla 3. Reactivos utilizados para la reaccion de amplificacion.

Reactivo Concentracion  Concentracion Volumen por
original final muestra
H,0 10,19 pL
PCR-Tampén 10 X 1X 1,36 pL
MgCl, 25 uM 1,5 uM 0,82 L
DNTPs 10 uM 0,25 uM 0,34 pL
TAQ 5 U/pL 1 U/25 pL 0,11 pL
EcoRl iniciador 20 uM 0,6 uM 0,4 pL
Msel iniciador 20 uM 0,6 uM 0,4 pL
Producto 1,3 pL

de preamplificacién

3.4. GEL DE POLIACRILAMIDA

El volumen total de cada muestra amplificada fue mezclado pard2 tampoén de carga
(anexo 2). De esta mezcla 1@ se depositaron en geles de poliacrilamida al 8%
(acrilamida/bisacrilamida 29:1) no denaturantes, de 1 mm de espesor, elaborados segun el
protocolo descrito en el anexo 3. Para la corrida de estos se utilizaron dos equipos de
secuenciacion manual, modelo S2 de Life Technologies Gibco BRL y modelo S3S de Owl

con un tamafo de gel de 33 x 41,3 cm y 35 x 45 cm respectivamente. La camara superior
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fue llenada con tampén TBE 0,5X y la inferior con TBE 1X (Anexo 2). Los geles se
precorrieron a 1000 voltios por 30 minutos y posteriormente fueron cargados con 46
muestras correspondientes a los progenitores por duplicado y 42 hijos, ademas de el
marcador de tamafio 100 bp DNA leader de Profhdgaalmente estos fueron corridos a
1000 voltios por 4 horas, tiempo requerido para que la linea de xylene cyanol del tampén

de carga saliera del borde inferior del gel.

3.5. TINCION DE PLATA

Una vez terminado el tiempo de corrida, los geles se desmontaron retirando el vidrio
delantero y colocandolos suavemente en las cubetas con solucién de tincién. Se us6 1,5 L
de cada solucion para tincion (tabla 4), siendo cada solucion reutilizada 8 veces en

promedio.

Tabla 4. Composicion de las soluciones para tincion de plata y tiempo de reaccion de cada
una sobre el gel de poliacrilamida (Dineshl., 1995).

PASO SOLUCIONES TIEMPO
Fijacion 10 % Etanol + 5% Acido Acético 15 minutos
Impregnacion 0,011 M Nitrato de plata 25 minutos
Lavado Agua desionizada 1 minuto
Revelado 0,75 M NaOH + 0,085 M 10-15 minutos

formaldehido
Parada 0,07 M Carbonato de Sodio 5 minutos
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Una vez terminada la tincidon los geles fueron secados al aire durante una hora,
posteriormente fueron protegidos con una pelicula de acetato para evitar el deterioro de los

mismos.

3.6 FOTOGRAFIA

La fotografia de los geles se realizd sobre un caja de luz blanca, con una cdmara Kodak
DC120 y el programa EDAS (Electrophoresis Documentation and Analysis System 120)

de Kodak. Las fotografias fueron almacenadas como material de apoyo y confirmacion.

3.7ANALISIS DE LOS GELES

Los geles fueron examinados visualmente, codificando la presencia y ausencia de bandas
(marcadores) como 1y 0 respectivamente. Solo se tomaron en cuenta las bandas claramente

visibles y definidas.

3.8 ANALISIS DE LIGAMIENTO Y TAMANO DE GENOMA

Los datos fueron ingresados en una hoja de célculo de Excel y desde alli fueron analizados
inicialmente con la prueba ¢ seleccionando aquellos marcadores que se ajustaron a las

proporciones mendelianas esperadas 1:1y 3:1 con un valor p > 0,05.
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Debido al desconocimiento del genotipo del padre, se utilizé una estrategia de pseudocruce
de prueba (Gratapaglet al., 1994; Taret al., 2001) en donde a partir de la informacion

genotipica de la madre y la progenie la informacion del padre es deducida.

Los marcadores seleccionados fueron codificados como fe# si su procedencia era materna y
ma# si su procedencia era paterna, el numero de cada marcador fue asignado de acuerdo al
orden de aparicién de la banda en el gel. Los datos codificados fueron exportados al
programa Map Manager (Manht al., 2001) en donde un marco inicial de grupos de
ligamiento o cromosomas fue determinada con un valor LOD (logarithm of odds ratio) de

3, el cual indica que los marcadores en cuestion tienen una probabilidad de 0,001 de no

estar ligados.

Los marcadores no ligados en esta primera estructura fueron nuevamente ingresados con un
valor LOD de 2 (p = 0,01) usando el comando “distribute”. Como la fase de
respulsion/acoplamiento en la que se encontraban los marcadores dominantes era
desconocida, la fase de los marcadores remanentes no ligados fue invertida con el comando
“Flip” y posteriormente fueron nuevamente asignados mediante el comando “Distribute” al

grupo de cromosomas ya formando con un valor LOD de 2.

Una vez definidos los cromosomas, cada uno fue inspeccionado usando las ventanas de
construccion y estadistica. Los marcadores incorporados por el programa con valores de

LOD menores a 2 fueron descartados.
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Para evitar la expansion de dobles recombinantes en el mapa, este fue revisado utilizando la
ventana de genotipo. Los genotipos fueron excluidos de los grupos de ligamiento
especificos si se detectaban dobles cruzamientos en distancias menores a 20 cM. Las
distancias genéticas fueron calculadas usando la funcion de Kosambi (Kosambi, 1944). Los
grupos de ligamiento generados por el programa Map manager fueron revisados con el
programa Mapmaker/EXP 3.0, el cual ha sido tradicionalmente usado para generar mapas
de ligamiento. En este mediante los comandos “Group”, “Compare” y “Ripple” con la

opcion “error detection” activada, se realizaron nuevamente los andlisis correspondientes.

El tamafio del genoma fue estimado siguiendo los métodos 3 y 4 descritos por Chakravarti
et al. (1991). El tamafio del genoma (Ge) segun Método 3 corresponde a la formula:

Ges N(N -1K
K

Con un intervalo de confianza :

Ge
(1i 1 96/&)

IC=

Siendo N el nimero de marcadores en la estructura, N(N-1) el nmero de combinaciones
pareadas, X la distancia maxima entre dos marcadores adyacentes en cM a un valor LOD

minimo y K el nimero de marcadores pares en el mismo valor LOD minimo.

En cambio, el tamafio del genoma (Ge) segun el método 4 de los mismos autores es:

M +10

e =Chv—iH
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Donde C es la longitud de cada grupo de ligamiento y M el nimero de marcadores

presentes en cada grupo.

Para estos calculos se tomaron en cuenta Unicamente los marcadores ligados con valores
LOD entre 3 y 9 evitando la sobreestimacion del tamafio del genoma debido a los

marcadores estrechamente ligados.

Para evaluar la distribucién aleatoria de los marcadores en los grupos de ligamiento, se
realizaron histogramas y pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnoff) con los valores
estandarizados de la distribucién de las frecuencias de las distancias entre marcadores.
Adicionalmente se realiz6 una correlacion de Pearson entre el nimero de marcadores y la
longitud total de los grupos de ligamiento, todo esto con el programa STATISTICA
(Statsoft Inc. versién 6.0). Los grupos de ligamiento fueron graficados con el programa

Mapinspect (http://www.dpw.wau.nl/pv/pub/)
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4. RESULTADOS

4.1. PRUEBAS DE PATERNIDAD

Con el fin de verificar la correspondencia entre las progenies obtenidas y los reproductores
utilizados, se realizé una prueba de paternidad con el ADN de parentales y 10 hijos de
cada una de las cuatro familias, observando las bandas compartidas entre estos, generadas
por ocho combinaciones diferentes de iniciadores. Dos de las cuatro parejas de parentales
arrojaron patrones de bandeo incompatibles con las familias asignadas a estos cruces, al
igual que los machos de las dos familias restantes. De las cuatro familias levantadas solo
dos con sus respectivas hembras progenitoras fueron aptas para iniciar el trabajo de mapeo.
Por esta razén se utilizé el ADN de la hembra progenitora y 42 de los hijos de una de las

dos familias aptas como poblacion para generar el mapavdenamei.

4.2. GENERACION DE AFLPs

Se analizaron 100 combinaciones de iniciadores (Tabla 5), elaborando un gel de
poliacrilamida por combinacion generada. En promedio se obtuvieron 54 bandas por
combinacién, de las cuales el 13.7% fueron bandas polimérficas segregantes (marcadores)
(Figura 2). Para las 100 combinaciones de iniciadores se obtuvo un total de 741 marcadores

segregantes, 7.41 en promedio por gel en un rango de 0 a 14 marcadores .
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Tabla 5. Combinaciones de iniciadorésel y EcoRl con tres bases selectivas y
marcadores polimorficos en proporciones 1:1 producidos por cada combinacion.

EcoRI Msel
CAC CAG CAA CAT O&G 0cC CGA CGT
AAA 2 1 10 3 8 2 3
AAC 6 5 7 9
AAG 10 8 3 2 3 4 6 9
AAT 8 3 5 5 8 4 5
ACA 1 4 6 3 5 1 9 3
ACC 3 4 3 5 5 6 11 10
ACG 6 8 6 2 4 7 2
ACT 14 5 6 7 7 5 13 2
AGA 4 4 8 2 7 5
AGC 2 2 3 4 7 2 3
AGG 5 4 6 4 4
AGT 2 7 1
ATA 9 7 1 5
ATC 3 7 1
ATG 2 6 3
ATT 11 4 3 3
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Figura 2. Patrones de bandas polimorficas segregantes generadas mediante la técnica de
AFLPs en geles de poliacrilamida con tincién de plata.
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4.3 CONSTRUCCION DEL MAPA

La asignacion de bandas marcadoras maternas y paternas se baso en un proceso secuencial.
Inicialmente, se analizaron las proporciones de segregacion de los marcadores obtenidos
por medio del estadistigd buscando aquellos que se ajustaban a un patrén de segregacion

de proporciones 1:1y 3:1 con un valor p > 0,05. El 63% de los marcadores segregantes
se ajustaron a la proporcion 1:1, el 24,0% a la proporcion 3:1 y el 10.2% de los marcadores
segregantes se ajustaron a ambas proporciones. El 2.8% de marcadores restante no se ajusto
a ninguno de los modelos establecidos. Las bandas marcadoras con el patron de
segregacion 1:1 fueron asignadas como maternas si estas se encontraban presentes en el
patréon generado por la madre y paternas si sucedia lo contrario. Finalmente un total de 249
bandas segregantes en proporcién 1:1 fueron asignadas como maternas y 228 como

paternas.

Usando la estrategia de pseudocruce de prueba (Grattegialjadl 994; Taret al., 2001),

se obtuvieron los mapas correspondientes al padre y la madre. El mapa de la hembra fue
integrado por 212 marcadores distribuidos en 51 grupos de ligamiento cubriendo una
longitud de 2771 cM (Figura 3). Un total de 155 marcadores fueron agrupados con valores
LOD mayores a 3 y 57 marcadores con valores de LOD entre 2 y 3. El 86% de los
marcadores derivados de la madre fueron ubicados en el mapa de la hembra. Un grupo de
ligamiento formado por 2 marcadores con una distancia de ligamiento de 0 cM fue excluido

de la figura 3y de los calculos de distancias promedio. Para el mapa de la hembra se



FE-1

fe219—4—0
fe222-Y~7

I‘eQG\ /‘JE

fe220—§—59
fe21 8\ /? 7

I’eTS\ /91

fed6—§—120
erﬁtlvﬂB
fe359—4—175

fe3s87-4-188

FE-48
Ted76 0
fe203 8
fe204

FE-18

fess 0
fe251 T
fed62 19
fed62 3
fed27 T

FE-28

fe6g 0
fe262 20
fe266 20
fe241 40

FE-38

fe27: 0
fe305. 2

FE-2

fe76—3—0
fe17 3\ /23
fed43—g—38
fe?ll-!-\ /52
fedd5——82
fed ?4\ /1 03

fe36—g4—131
fed67—g—160
fe412—%—-189

FE-49
Te170
Teds. 2
fe35
FE-19
fed06 ]
fe111 15
fed61 33
fed1 9
FE-29
fed73 o
fe130 27
fel12 32
fe12 35
fe224 39
FE-39

fe91 0
fMZQ; I ;21
Te460 21

FE-3
fed75——0

fES?\ /21

fel76—§—47

fe21 6\ /6?

fed0-L-72
fel82—g~77

f2364\ /104

fe62—3—130

fe360——1359

FE-50

fe179 0
fe181 2

FE-20
fe35—4—0

fed11——-30

fed 77—9—58

FE-30

fe6r: 0

fe7! 17
fe199 17
fed47. 39

FE-40

fe110—g—0
fezssq;ﬂ

FE-4
fed03——0

fe?f&\ /25

fe26—§—42

I‘e215\ /68

fe135—g—97
fed57. J 114

FE-11
fe3d7—g—0

fe317—4-28
re15. ] 44
fe300, J,59

fe103——79

FE-21
fe211—4—0
fe155. 15
resan ] 27

fe203—%-51

FE-31
fed22 0
fe278 18
fe196 28
fe193 3
fe194 i

FE-41

fe100 0
I’e131: | ;20

FE-5
fesd: 0

fe182 30
fe398 42

fes6: g
fe190. 94
fe213 99
fed 106

FE-12
0
2

3

35

8

76

fe137
fe138
fe324
fe326:
fe28!

fe402

FE-22
fe30 0
fed55 20
fed21 22
fe318 9

FE-32

fess 0
fe93 15
fe202 30

FE-42

fe187 0
mso: I :13

fe217

FE-6
0
fed452 20

fe320 41
fe242. 59
fe397, 77

fe184 103
FE-13
fe3gs 0
fel177 27
fe296 40
fe458 47
fe113 76
FE-23
Ted67 0
fe26 1Y6
fe395 46
FE-33

fe72
fe150 20
fed 30

FE-43

fe119 0
fe343$18

FE-7

fe383 0
fe30 26
feda. 53
fe235 66
fel74 79
fed0 89
fe208 101

FE-14

fed1 o
fe373 18
fe37 25
fes4 54
fe323 76

FE-24
fed5 0
fe377, 26

fet 38
fe161 38
fe27 1
fe30 5

FE-34

fed6s 0
fed21 5
fe335 25

FE-44

fe165 ]
I‘e435$18

FE-8 FE-9
fe254—¢—0 fe3—g—0
fe139—§-20  fel57—4=27
rezﬁg\ /55 fe255 44

fe14—§-68
fejao—§-79  fed3 3
fed61y J /100
FE-15 FE-16
fe97—g—0 fe225—4—0
fe78, J ,23
fe37. 28
12376 32 Te277—4—29
fe11 5
e N2 feaoo—t-s8
fe443- )74
FE-25 FE-26
fe178—g—0 fe249—4—0
fedoi, [ ,20
fe337—4—29
fe16—N-44  e404—8-41
FE-35 FE-36
fe7d—g—0 fe125—4—0
I nysaz; I ;23
fe188—8—29
FE-45 FE-46
fe147—4—0 fe134—4—0
fezsgIm fel44—4—10
sfedr 18 fe36 17

Figura 3. Mapa de ligamiento de la hembrda.idepenaeus vannamei con 51 grupos de ligamiento
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creraron de 2 a 10 marcadores por grupo de ligamiento, con un promedio de 4,2
marcadores por grupo. La longitud total de estos grupos de ligamiento varié de 0 a 188 cM
con 55,3 cM en promedio. La distancia promedio entre marcadores fue de 17,1 cM con un

rango de 0 a 30 cM.

En el mapa del macho, 182 marcadores paternos fueron agrupados en 47 grupos de
ligamiento cubriendo un total de 2116 cM (Figura 4). La estructura inicial del mapa
comprendi6é 135 marcadores agrupados con valores LOD mayores a 3. A esta se le sumaron
47 marcadores con valores LOD entre 2 y 3. Los marcadores ma342 y ma410 fueron
agrupados juntos con un valor LOD de 2. El 80% de los marcadores asignados como
paternos fueron agrupados en el mapa del macho. La longitud de los grupos de ligamiento
vario de 2 a 159 cM con un promedio de 45 cM. El rango del nimero de marcadores por
grupo de ligamiento estuvo entre 11 y 2 con un promedio de 3,9. La distancia entre

marcadores estuvo entre 2 cM y 30 cM con un promedio de 15,6 cM.

Aungue el andlisis realizado por Map Manager y Mapmaker generd los grupos de

ligamiento, se prefirid el programa Map Manager por que este permite una visualizacién

mas sencilla de las estadisticas de ligamiento, los genotipos y los mapas.

4.4. CARACTERISTICASEL MAPA

El tamafio del genoma estimado vari6é de acuerdo a los métodos de céalculo descritos por

Chakravartiet al. (1991). El tamafio de genoma para la hembra fue de 5407 cM y para el
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Figura 4. Mapa de ligamiento de el machd.depenaeus vannamei con 47 grupos de ligamiento. En el lado izquierdo de cada grupo se

observa el codigo asignado a cada marcador y en el lado derecho las distancias entre marcadores en cM.
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macho de 4333 cM segun el método 3. El método 4 de el mismo autor arrojé un tamafio de
mapa estimado de 4445 cM y 3584 cM para los genomas de la hembra y el macho
respectivamente. Los intervalos de confianza para cada uno de los célculos de cada uno de

los métodos se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Tamafo de genoma calculado e intervalos de confianza para macho y hembra de

Litopenaeus vannamei segun métodos 3 y 4 de Chakravetrél. (1991).

CARACTERISTICA HEMBRA L. vannamei MACHO L.vanname
Tamafo de genoma (método 3) 5407 cM 4333 cM
Intervalo de Confianza (95%) 4701 cM - 6361 cM 3707 cM —5207 cM
Tamafio de genoma (método 4) 4445 cM 3584 cM
Intervalo de Confianza (95%) 3865 cM — 5229 cM 3068 cM —5342 cM

Considerando que el estimativo mas conservador es el derivado del método 4, se cubrio el
62% del genoma de la hembra y el 59% del genoma del madhovdenamei en este

trabajo.

La prueba de normalidad de los datos del macho y de la hembra para la distribucion de las
frecuencias de las distancias entre marcadores mostraron una distribucién no normal. Una
inspeccion visual de los histogramas (Figura 5) muestra agrupamientos de las distancias
genéticas estandarizadas en los extremos derecho e izquierdo de la distribucion tanto para

el mapa del macho como de la hembra.

El coeficiente de correlacién de Pearson entre longitud y nUmero de marcadores por grupo

de ligamiento fue alto siendo para la hembra de 0,91 y para el macho de 0,89 con un nivel
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de significacion de P < 0,001. Esto demostr6 que los marcadores AFLP de los mapas para

hembra y macho de vannamei se distribuyeron aleatoriamente.
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Figura 5. Histogramas de la distribucion de las frecuencias de las distancias entre

marcadores de macho y hembré.id@penaeus vannamei.

En algunos casos se observo que marcadores amplificados con la misma combinacién de

iniciadores se localizaron en el mismo cromosoma, como en el caso del grupo de

ligamiento fe-1. Durante la coleccion de los datos se encontré que marcadores diferentes

en el mismo gel segregaron con un patron idéntico. En este caso estos marcadores no

fueron incluidos en el anélisis.
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5. DISCUSION

Se generd el primer mapa genético de ligamiento de camarén hlavaemame basado
en AFLPs, a partir de una familia proveniente de un cruce comercial y con la informacion

genética de la hembra progenitora y 42 hijos.

Los AFLPs son marcadores dominantes en donde una banda esta presente en el reproductor
de genotipo homocigoto dominante (AA) o heterocigoto (Aa), y ausente en el reproductor
de genotipo recesivo (aa), permitiendo ubicarla en uno de los reproductores y en el 50 o
100% de su progenie. En dos de las cuatro familias evaluadas con ocho combinaciones
diferentes de iniciadores, el 100% de individuos utilizados para la prueba de parentesco
(n=10 por familia) no presentaron en repetidas ocasiones algunas bandas existentes en el
genotipo de los parentales asignados. La probabilidad de que un marcador perteneciente a
un padre heterocigoto sea heredado por uno de sus hijos es de 0,5, por lo tanto haciendo un
analisis binomial, la probabilidad de que este marcador no se presente en el perfil de diez
hijos evaluados es de 0,00097<f,001). Teniendo en cuenta que el porcentaje promedio

de bandas polimorficas por gel fue de 13,7% (7,1 marcadores) y que se probaron 8
combinaciones diferentes de iniciadores para cada familia, la presencia de marcadores en
los padres y ausencia de los mismos en la progenie fue razén suficiente para que estas
familias fueran descartadas de los andlisis posteriores. En las dos familias restantes aunque
el macho presentd el mismo problema, la correspondencia de los genotipos de la hembra

con los individuos de la progenie fue total.
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Se han realizado pruebas efectivas de parentesc®.paonodon con marcadores RAPDS,
(Garcia y Benzie, 1995) y paPamonodon y P. japonicus con microsatélites (Mooret al.,

1999; Wilsonet al., 2002). Pard.. vannamei aun no han sido desarrollados microsatélites
especie-especificos, siendo los AFLPs una alternativa ventajosa en situaciones de
confusién, como las producidas por errores de manejo a nivel de produccion masiva de
larvas en laboratorio, o en seleccién de reproductores, en donde puede ser de gran utilidad

confirmar el parentesco entre animales de interés.

Las estrategias de mapeo tradicionales usadas en camarones han utilizado la informacion
genética de ambos progenitores y pedigries especificos (Moare1999; Wilson etl.,

2002). Para este estudio se realiz6 el mapa de ligamiento empleando el sistema de

pseudocruce de prueba (Grattapadlia., 1994), en el cual la poblacion mapeada proviene

del cruce de dos padres heterocigotos no relacionados, donde el analisis de los AFLPs en
fase de acoplamiento resulta en un mapa de ligamiento para cada parental, basado en los

marcadores pertenecientes a los dos progenitores y segregantes en la progenie.

Esta técnica ha sido utilizada en especies animales donde la meiosis es suprimida en uno de
los dos sexos (Taé al., 2001) y en cruces interespecificos de plantas (Ceeteda

2001). Utilizando este sistema y AFLPs, la informacion genotipica de la hembra fue usada
para deducir la informacién genotipica del macho, asignando el 47,8 % de los marcadores

disponibles al mapa del macho y el 52,2 % al de la hembra.
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El nimero promedio de bandas polimérficas detectadas en este trabajo por combinacion de
iniciador fue de 7,1, cercano a 6,7 reportado pagoanctatus (Liu et al., 1998) y menor a

14,2 y 10 reportados paPRajaponicusy P. monodon respectivamente (Moot al., 1999;

Wilson et al., 2002). Pard. stylirostris, se demostré de forma indirecta a través de la
heterosis asociada a microsatélites que poblaciones con alto grado de consanguinidad,
presentan mayor proporcién de genes en homocigosis que afectan de forma negativa el
crecimiento o la supervivencia de la progenie (Biemeal., 2000). Debido al
desconocimiento del pedigri de la familia analizada, no es claro si el bajo polimorfismo
presentado se debid a caracteristicas intrinsecas del gendmsadeamei o a un alto

grado de consanguinidad en la poblacién mapeada.

El porcentaje de marcadores segreganteslparannamei fue de 64% para el modelo de
proporcién 1:1 (retrocruzamiento) y de 24,5% para el modelo de proporcién 3:1
(entrecruzamiento). Estos porcentajes guardaron una relacion similar a la reporté&a para
japonicus de 72,3 % y 27,7% y paid monodon de 71,05% y 28,05% respectivamente
(Moore et al., 1998; Wilsonet al., 2002). Sin embargo a diferencia de estos dos trabajos
anteriores, eih. vannamei se observaron bandas que no se ajustaron a ninguno de los dos
modelos esperados, representando el 2.8% del total de bandas polimorficas generadas, valor
gue podria ser mayor teniendo en cuenta que no se incluyeron para el analisis algunos
marcadores con demasiadas 0 muy pocas bandas presentes en la progenie y que

inicialmente fueron considerados como artefactos del proceso.
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El nivel de significacion de la prueba gepara la inclusién de las bandas en el mapa de
ligamiento fue de 5%. Tomando en cuenta que la probabilidad de que ocurran dos eventos
independientes es la multiplicacion de las probabilidades de estos eventos, el porcentaje
esperado de bandas que no se ajustan a los modelos 1:1y 3:1 es de 0,25 %. Sin embargo
2.8% de bandas no se ajustaron a los modelos propuestos. Una prueba de proporciones
demostré que el porcentaje obtenido fue significativamente diferente al esperado, con un
valor p< 0,001, comprobando de esta manera la presencia de distorsion en la segregacion.
Este fendmeno ha sido reportado anteriormente en plantas como la cebada con un nivel de
12% (Manoet al., 2001) y en animales como la Tilapia con el 8% (Koehal., 1998) y

el Gusano de seda con un 54% (&gal., 2001). La distorsion en la segregacion puede ser
causada por la presencia de genes letales o genes hibridos de esterilidad que causan abortos
de los gametos o cigotos (Russell, 1992), o errores de muestreo en poblaciones muy
pequefias (Tast al., 2001) entre otros. En el caso ldevannamei la distorsién en la
segregacion pudo ser causada por un nivel de consanguinidad alto, el cual favoreceria la
aparicion de genes letales en homocigosis caso similar al descrito por @iarn@000)

para dos poblaciones aisladad detylirostris.

El genoma haploide de. vannamei es de 44 cromosomas (Chatval., 1990). El mapa

aqui reportado para hembra y macho fue conformado por 51 y 47 grupos de ligamiento

respectivamente. Los grupos de ligamiento extra obtenidos pueden ser explicados por la
ausencia de marcadores intermediarios conectores entre grupos de ligamiento que forman

parte de un solo cromosoma. Un bajo cubrimiento del genoma puede contribuir también al
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no ligamiento de marcadores pertenecientes al mismo cromosoma, como se observé en este

estudio.

Se espera que los marcadores AFLPs se distribuyan al azar a lo largo del genoma cuando el
polimorfismo esta aleatoriamente distribuido (\ébal., 1995). Esta asuncién fue evaluada

por dos vias. Las pruebas de normalidad reflejaron la presencia de agrupamientos a cada
lado de la curva. En el lado izquierdo de la distribucion, los agrupamientos de distancias
cortas pueden ser explicados por un fendmeno de supresion de la recombinacion, en areas
cercanas al centromero (Singral., 2002). De otro lado, un mapa de baja saturacién,
puede mostrar agrupamientos de grandes distancias que obedecen a la existencia de
espacios amplios que no han sido ocupados por marcadores. En este caso, la distribucion no
normal de las distancias entre marcadores y la presencia de grupos extra de ligamiento

fueron causados probablemente por la ausencia de marcadores conectores.

El coeficiente de correlacién de Pearson fue alto para ambos mapas (0,91 para la hembra 'y
0,89 para el macho), indicando que aunque las distancias entre marcadores no se
distribuyeron normalmente, los marcadores se distribuyeron de forma aleatoria a lo largo

del genoma, mostrando una relacién lineal en la que los cromosomas de mayor tamafo
tuvieron el mayor niumero de marcadores agrupados, confirmando que los marcadores

AFLPs se distribuyeron de manera aleatoria a lo largo de los cromosomas.

El tamafio estimado de genoma pRrgaponicus fue de 2300 cM (Mooret al., 1999). El

cubrimiento efectivo en este trabajo fue de 2771 cM para la hembras y 2116 cM para el
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macho, sin embargo la estimacion del tamafio total del genomavdanamei segun el

método 4 de Chakravamt al. (1994) fue de 4445 cM para la hembra y 3583 cM para el
macho. Los agrupamientos en el lado derecho de ambos mapas y la presencia de grupos
extra de ligamiento indican que el mapa obtenido en este estudio tiene un cubrimiento de
baja densidad. Los mapas ejaponicusy P. monodon con una estimacién menor del
genoma pueden tener tasas de recombinacion menores al ser comparadsanramei.

Sin embargo es de resaltar que la estimacion para el tamafio del gerRiryapatacus fue

hecha por el método de “Bootstrapping”, una técnica que puede no ser efectiva con un

cubrimiento bajo del genoma.

El mapa de la hembra tuvo un tamafio 24% superior a el mapa del macho, évéson

(2002), encontr6é una tendencia similarRnmonodon. En especies como el pez Zebra
(Singeret al., 2002) y el Salmoén (Sakamatbal, 2000) la tasa de recombinacién genética

no es uniforme a lo largo de los cromosomas y entre sexos, observando supresion de la
recombinacién en machos, generando para estos, genomas mas pequefios a partir de mapas

de ligamiento como se presentod en este estudio.

La integracion de los mapas del macho y de la hembra no fue posible usando los
marcadores 3:1 equivalentes a una configuracién de entrecruzamiento. En los marcadores
dominantes la configuracion de entrecruzamiento (relacién 3:1) solo brinda la informacién
genética precisa de un cuarto de la poblacidon que corresponde a genotipos recesivos
homocigotos sin bandas (aa), mientras que no es posible diferenciar especificamente los

genotipos homocigotos dominantes de los heterocigotos (AA y Aa), ya que ambos generan
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bandas en el gel. La integracion de los mapas de macho y hembra seria posible usando
marcadores moleculares codominantes de tipo ESTs, microsatélites, RFLPs y SCARs,

donde los tres genotipos (AA, Aa y aa) pueden ser identificados.

Los protocolos implementados permitieron la generacion de una alta cantidad de datos a
bajo costo. El uso de la tincidn de plata para la visualizacion de los fragmentos de DNA
brindé un nivel de deteccion promedio de 54 bandas por combinacion de iniciadores,
similar a lo producido Wilsost al. (2002) usando un sistema de deteccion fluorescente. La
tincion de plata es una técnica facilmente implementada y que no requiere el uso de equipo
especializado como secuenciadores automaticos. En el curso de este trabajo se procesé un
méaximo de 8 geles por dia con las mismas soluciones de tincién. Es probable que se pueda
revelar una mayor cantidad de geles con las mismas soluciones, lo cual podria hacer este
proceso aun mas economico. Adicionalmente los protocolos de tincion de plata son
realizados a temperatura ambiente evitando el uso de soluciones refrigeradas, siendo esta
una ventaja frente al protocolo de tincion de plata tradicional desarrollado por Bassam

(1991) e implementado por PROMEGA®. El protocolo de AFLP y tincion de plata
desarrollado en este estudio fue efectivo para generar informacién de ligamiehto en

vannamei.

Un mapa con alto cubrimiento, como el necesario para el mapeo de QTLSs, requiere
marcadores ligados a una distancia maxima de 20 cM. Debido a los agrupamientos
observados en nuestro mapa y la talla de genoma calculado, alrededor de 300 loci

codominantes deben ser mapeados. Alternativamente una estrategia combinada, usando
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marcadores dominantes y al menos 1 marcador codominante anclado a cada cromosoma

podria ser posible.
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6. CONCLUSIONES

Utilizando la técnica de AFLPs, fue posible identificar el parentesco entre individlios de
vannamei en las etapas iniciales de la investigacion y posteriormente elaborar el primer

mapa genético para esta especie.

El tamafio de genomio de la hembraldevzannamei fue 24% mayor que el del macho,
demostrando que existen diferencias sexuales en la tasa de recombinacion meiotica de esta
especie. Por otro lado, se identifico el fendmeno de distorsion en la segregacion de

marcadores, el cual no ha sido reportado para otras especies de peneidos.

Mediante los AFLPs no fue necesario conocer el pedigri de las familias mapeadas, por lo
cual esta técnica es util para mapear familias provenientes de cruces comerciales sin

informacion previa de su arbol genealdgico.

El bajo costo de esta técnica y su aplicabilidad, reflejados en que no fue necesario el uso de
equipos secuenciacion automaética, visualizacion radioactiva o fluorescente de los
marcadores, conocimiento previo de fragmentos de las secuencias de DNA ni la
generacion de lineas celulares, permitié que los AFLPs fueran desarrollados con éxito bajo

condiciones locales.

El desarrollo de mapas genéticos comparativos a futuro permitira localizar y clonar genes

de interés en el genomio del camardn, haciendo posible la seleccion asistida por
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marcadores, la prediccion de heterosis y la investigacién en diferenciacion genética entre

lineas o entre individuos de diferentes origenes.
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ANEXOS

ANEXO |

METODO DE EXTRACCION DE ADN CTAB (Modificado Shahjahatal, 1995 )

Colocar en un tubo ependorf de 1.5 mL una muestra de tejido (50-100 mg).
Adicionar 500ul de CTAB tampon y 2.5L de proteinasa K (100 mg/mL).
Mezclar por 5 segundos.

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

Macerar la muestra.

Incubar en bafio de maria a 66 °C por 1 hora .

Adicionar 250uL de fenol buferado y 250L de cloroformo.

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Recuperar 35QL del sobrenadante en un nuevo tubo y afadin®5@e cloroformo.
Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Tomar la fase acuosa y colocarla en un nuevo tubo.

Adicionar 500uL de etanol 100% helado.

Colocar a —20°C por 1 hora.

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Retirar el etanol y agregar 50Q de etanol al 70%.

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
Disolver el pellet en 10QL de TE 1X.

Preservar el DNA a—-20°Coa4°C.
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ANEXO I

SOLUCIONES UTILIZADAS

TAMPON TE 50X (Tris-EDTA)

Tris HCI 3,94 ¢

EDTA 0,93 g

Diluir en 30 ml de HO y ajustar pH a 8. Llevar luego hasta 50 mL.

TAMPON DE CARGA (Sambrookt al, 1989)

Azul bromofenol 0,25%
Xylene cyanol FF 0,25 %
Glicerol en agua 30%

Conservar a4° C

TAMPON TRIS BORATO 5X (TBE 5X) (Sambroct al., 1989)

Tris base 54 ¢
Acido bérico 27,59
EDTA 0.5 M (pH 8) 20 mL
HOallL.

ACRILAMIDA 30 % (Sambrooket al., 1989)

Acrilamida 299
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N,N’ methylenebisacrilamida 19
H,O a 100 mL

Calentar la solucién a 37 °C para disolver los quimicos.

AMONIO PERSULFATO 10% (Sambroddt al., 1989)
Amonio persulfato 1lg
H,Oal1l0 mL

Conservar la solucién a —4°C.

SOLUCION PARA GEL DE POLIACRILAMIDA 8% (100 mL) (Sambroak al, 1989)
H,O 52,7 mL

Acrilamida 30 %(Acrilamida:bisacrilamida 29:1) 26,6 mL

TBE 5X 20 mL

Ammonium persulfato 10% 0,5 mL

TEMED 0,1 mL
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ANEXO I

PROTOCOLO DESARROLLADO PARA EL ENSAMBLE Y PREPARACION DE

GELES DE POLIACRILAMIDA BASADO EN Sambrook et al, (1989)

MATERIALES

Vidrios de secuenciacion manual (frontal y posterior)

Espaciadores plasticos y regleta espaciadora dentada

Cinta adhesiva para geles 3M

Ganchos de presion

Alcohol al 99%

Solucién antiadherente de silicona para vidrios

Solucién 1:1 &cido acético: glass bond

Bandeja plastica

Guantes

DESARROLLO

» Lavado de los vidrios y espaciadore€stos deben ser lavados intensamente con
jabon neutro hasta retirar la suciedad y la grasa. Finalmente deben ser enjuagados
con agua desionizada y secados al aire, con la precaucién de no tocar las superficies
ya lavadas.
* Preparacion: Una vez secos, los dos vidrios son colocados sobre un meson, con

una de sus caras expuestas hacia arriba. Estas caras seran las que estén en contacto
con el gel, por lo que deben ser limpiadas a profundidad. Para esto se esparce sobre

ellas alcohol al 99% y este es diseminado con una toalla de papel, la operacién se
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repite varias veces hasta asegurarse que las dos superficies estan completamente
limpias.

Posteriormente la cara del vidrio delantero debe ser impregnada con la solucion de
silicona andiadhesiva para vidrios, cubriendo toda la superficie con esta solucion.
Acto seguido, en el vidrio trasero se debe esparcir por todos los bordds é&0a

solucion 1:1 acido acético:glass bond (la cual debe ser preparada en el momento
inmediatamente anterior a su depdsito sobre el vidrio), teniendo en cuenta de dejar
un margen de 1 cm, en el cual irdn los espacidores. Esta solucion debe ser
distribuida por los bordes con un papel toalla.

Ensamble Sobre el vidrio posterior, son colocados los espaciadores de tal forma
gue queden a raz con cada uno de los bordes. Con cuidado, el vidrio superior es
colocado sobre estos, teniendo en cuenta que las dos superficies preparadas queden
frente a frente, separadas por 1 mm por los separadores plasticos. En este momento
todos los bordes, excepto el superior, son sellados cuidadosamente con la cinta
adhesiva para geles, asegurandose que no quede ningun orificio por donde la
solucion del gel pueda escapar. Una vez sellados, son colocados cuatro ganchos de
presion para asegurar que los vidrios estén suficientemente apretados para que el gel
no se escape hasta polimerizar.

Llenado: Los vidrios sellados y presionados, son colocados en una bandeja plastica
apoyandolos sobre un borde de la misma, quedando estos en diagonal. En este
momento pueden ser llenados suavemente con una pipeta de 10 mL con la solucion
de poliacrilamida al 8%, anexo 2. Una vez lleno y eliminando las burbujas que

pudieran formarse, se deben colocar los vidrios horizontalmente. Seguidamente y de
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forma inmediata, debe ser introducida la peineta para formar los pozos dentro del
gel. Colocada esta, se deja polimerizar el gel por una hora.

+ Desmoldado Después de verificada la polimerizacion, la peineta es suavemente
retirada al igual que la cinta adhesiva de la parte inferior de los vidrios. Los pozos
dejados por la peineta son llenados con solucion TBE 0,5X y luego los vidrios son
colocados en el secuenciador manual donde son precorridos durante 30 minutos a
1000 voltios. En este momento las muestras pueden ser depositadas y corridas para

su andlisis posterior.

Es importante durante toda la operacion, llevar guantes plasticos y bata, por las

caracteristicas toxicas de los reactivos utilizados.





