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RI.]SU]IlIiN

Se ha efectuado un trabajo exploratorio para asociar marcadores genéticos y

marcadores in¡nunitarios en el camiuón Penaeus vantwnei. En lo que concieme a los

marcadores genéticos, sc retuvo Ia técnica dc AP-PCR en la ¡nedida en quc permite

estableccr perfiles RAPD a partir de ADN extraído de un pequeño volunren de her¡olinfa.

Utiliz;rndo la nrisnra rrrucstra de hcr¡tolinfa. y grecins ;t scis ¡rntcb:rs t¡ttc hatt sitkr

recienter¡lcntc puestas a [)unto c¡l CENAIM, fue posiblc cuantilicar divcrsos tipos de

efcctores inrnr¡nitarios: cantidild dc hcnrocitos, actividad antibacteriana dcl plasrna,

rnctabolisnro rcspiratorio de los hc¡nocitos y cantidadcs de alfa-2-nracroglobulina, dc una

aglutinirur y rlcl factor dc co:rgulaciórr.

Btas divcrsas pruebas han ¡xmritido poner en evidencia una variabilidad individual

y tenrporal para Ios caracteres inmunitarios considerados, en particular la actividad

fagocítica de los hemocitos, la actividad antibacteriana del plasnta y la cantidad de

aglutinina circulante. A pañir dc los valores detenninatlos para cada prucba v para cada

anirual sc establcció un í¡rdicc glohal dc ca¡r:tcidarl ittnlurtilnria.

Entrc tloc'e ca¡¡raroncs c¡trc fucron analiz;¡dos cn -3 cta¡ras tle ilttcnlrtld¡ y para los

cualcs sc cst¡rblccicron los pcrlilcs f{Al'l) con la a¡'utlu tle dos irliciatlrtrcs, fur: posiblc

identificar un animal, hcr¡br¿ silvcstre, con un índicc global de capacidad iu¡nunitaria

superior a aquel de los otros canlaror'¡es mantenidos en las nrisr¡ras condiciones de cultivo.

Estos trabajos, totalmente originales'pára los camarones peneidos, abren la vÍa a

prograrnas de doniesticación y selección en nliras a la obtención de líneas de animales con

rrtrjor c;r¡>;rcitl;rrl <lc rcsislcncia, crr J>:rrlictrlar frc¡rlc ¡ b¡rclcri¡ts. co¡rsitlcrtnrlrr ln t t¡tl ¡tr:tlc z.¡r

de los cl'cctores innrunitarios cstudiados.

I



INTRODUCCION

[¿ acuicultura de camarones en Ecuador, corno en la mayoría de otros países,

depende totálmente del aprovisionantiento de animales salvajes, sean estos larvas o

reproductorcs. Este hccho inrplica dos tipos dc impactos gr¿vcs, u¡ro dc onlcn ccológico

ocasionado por la menna de las poblaciones natur¿lcs y otro dc ordcn económico

ocasionado por la crian;¿a de ani¡lalcS no arlaptados a las condiciones arlificiilcs dc cultivo

y la introducción de patógenos, Io cual favorecc la aparición de epidclnias.

L¡ solución a este doble problenra se basa en la domesticación y selección de ccpas

con gran capacidad de resistencia, lo que desde el punto de vista técnico de cultivo es

concebible ya que ha sido posible nlantener y madurar repro<Iuctores en el curso de

gencráciones sucesivas, hasta alrededor de cuarenta gencraciones.

El éxito tlc la donresl icacirirr y sclcccirin de¡rcudcni grandcnrcrrlc rlc la capacidarl tlc

idcntiflcar anirnales con fcnoti¡rcs de intcrés tales corno cl crccinricnto. la capacir.lad de

reproducción o la capacidad innlr¡nitaria y la rcsistcncia a nricrtxrrganisrnos. Algunos

caractercs tlc intcrés cor¡ro cl crccinricnlo, so¡r de fácil idc¡¡tiljcaciór¡. nricntras que otros,

conro la capacidad inrnunitaria, han requerido el dcsanollo de una scrie de prucbas cuya

fiabilidad pemrite ahora considera¡las como critcrios de selección. Sin embargo, estos

fenotipos de interés rcsultan gener:rlnlente de la expresión de numerosos genes no

identil'icados ni caracteri¿ados. Esto inrpone la caracteriz¡ción de Ios camarones a nivel

genórnico a fin dc identiflcar rnarcadores gcnéticos que pue<Jan ser correlacionados con uno

o varios c¿rracteres fenotípicos de interés.

l,¡ técnica dc canctcrizacitin gcrtética dc clección corrcspottdc a la Al'-l\ltl )'a qtrc

pcrnritc fácilrncntc, sin ninguna inforrn¡ción prcvia del gcnonta dc la cspccic, dclcmtirlar

¡narcatlorcs gcrréticos a rrivcl infracs¡rccífico c irtcluso a rtivcl i¡ttlividr¡al. Adcntás est¿r
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técnica puede ser realizada a partir dc p€que¡los volúmenes de helnolinfa que son obtenitlos

sin sacrificar al animal y que son uülizados también para realizar las pruebas innrunitarias.

El presente trabajo se inscribe de manera complctanrente original dentro de la

estñrtegia dc donrcsticación y selección tle canrar<;nes, )a que sc trílla del prirner cstudio

que corrcicnre corúuntanlcntc a los nrarca<Jores gcnéticos I a los r¡:arcadores inntunitarios.



I. .\N1'ltCUDIi.\1'IS

Llr do¡¡rcst icac ir'rn y la sclcccirin rlc crnr¿¡nr¡¡cs uda¡rt:rrlos it lits cottrlieio¡tc: rlc

cultivo y rcsistentcs a agcntcs p¡tógenos constituyen prioridadcs prnr ll sustcttl lrhilitlrtl

cco¡ltirrticl.r y ccol(igica dc Ia cllrurronic ultunr. Consccttcntcnlct)tc c\i\tc crr lir lrclttir li(lil(l tll

glan intcrús, dc plrtc dc los pror.lrrctolcs y dc los cicntíl'icos. crt lit gunr-ttica (lc crrn;rrorlc..

sicrrdo cl otrjctivo plirnorthal nrcjorur tl protlucción nrcdiantc lu idct¡lil¡cltc¡ri¡r. )' ltte.:o llt

sclccción, cle anirnales con lcnotipos de interés.

Cicrtos fenotipos correspondcn a la expresión dc un solo Scn cttyo pt-otlttctrr

inlluencia dircctarnente cl tlnotipo. frccuentc ¡¡lcntc dc nurncnl tudicul: cstc ti¡l,r tlc

lcgulución nlonogénica corrcspondc il los cxractcrcs llarrratlos cuirliti¡livos, Ill lL'r)otrln) (lú

ll dcsccnclcncia tlcpcntlc tlc la naturrlcza. drrnli¡l:.rnlc o rcccsilu. tlc los ulclos lnrnsnrrtirlor.

Entlc los fcnotipos ntonogénicos conocidos cn los aninlllcs sc ¡rucdc citr¡ eI eolor tlcl

¡rclo, t¡trc ttc¡rcrrtlc ttc la ¡rrcrcrrci:r tlc rrn;r ¡trtrlcút:r ¡rigrrrcttt:rr rr.

Otros fenotipos corrcspondcn a la exprcsión dc r'¡rios gL'ncs cu)'()s diltrcrttcs

pro«luctos inllucncian conjuntanrcntc cl fcnotipo. El car ctcr cs corrsidcrudo corutr

cuantitativo ya que. en función de la asociación <Jc dil'crentcs alclos dc cadu gcn. cl

lenotipo va a si(uarsc cn un rango dc valorcs. Por cjcnrplo. cl c¡cciuticnto rlc un

organisnto o su fcsistcncia a chlcrtrrctllrlcs tlcpcntlcn tlc la cxprcsiti¡r tlc nrrlrclrrror Scnt's.

Sulrsccttcttte ¡¡tcntc. cxdlr uganisrtto tic¡tc u¡t r':rloL lcrtotípico t¡trc ¡ructlc scl c rrirrrt r l ie urlo 
-r

quc se sitúa cntrc los t'alores extrc¡uos car c¡cr'ísl icos dc l:r cspccie-. colr:irlclurrrkr cl clt'el()

tlc l¡.ts tlilsrctttcs cortdicio¡lcs dcl rr¡ctlio. Los fcnotipos rlc ti¡ro crurntitlrlivt¡ so¡¡ rr¡rrelro rn;i.

dil'Ícilcs tlc caritctcrizur a r:ivcl gcnótico cn ri¡r-ón dc \u ¡lirlrrrillczit ¡roligórricit t¡uc corrr¡rlie;r

tanrbién cl análisis de la transnrisión.

Es convenientc subrny¿lr c¡uc Ia nr;ryoría dc critcrios de intct'ús panl proLlrirn)its !lc

sclección son dc tipo cuuntitatiro. Do ahí la irnponancia tjc podcr cal:.lctcri/.¡r los tL'rrori¡ros

ll nivcl dc los -t]cncs, dc sus ¡rroducttñ dc crprcsi<':n t¡uc son l:rs Jlr()tcínir\ r'«lc lir lrctir itlirrl
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dc estas últi¡nas. Este objetivo pucdc ser rc¡ativanlentc licil cle rc¡lizar e'n cl caso clc

fcnotipos nronogénicos, rnicntras quc la curacterizuc ió¡r clc lcnoti¡ros poligónicos cs tut

proceso extrcmadamentc cornplcjo quc los Bcnctistas preficrcn substitttir l)or l.t

itlentific¿ción tle miucadores gcnómicos cspccíficos clc un fcnotipo tlatlo.

A continuación sc prescnta la infornlación rclacionatla con ll itle ntilicac itin 1'

caracterización de genes y sus productos (l.l), los I¡rarcadores gcqéticos (1.2). lor

nra¡cadores inmunitarios del canla¡ón ( 1.3) y la sclección por genética cuuntitativa ( I .-l ).

l.l, I<lrntilicacirin t' caracte rizlcir'rn <le genes t sus t'¡rotlt¡cfr¡s,

lir¡ los ct¡c¡r¡iotcs, cl t¡rrrtc¡iirl gcn!'tico csl:i eorrr¡rrrcsto tlc nrolcluttl;rs tlc ¿\l)N.

corrcspondiendo catla u¡ra a un cronlosonra lFigura I ). En aninlalcs. conro cl cirnur'ón. cl

ti.lr¡)üño tot l dc hs r¡rolóculas cs dc lllcrlcdur tlc 109 palcs rlc ¡tuclcritidos tlc los cttllcs

sólo aproximadamente el 57c correspontle a genes. Un gen cstí caructclizudo p()l r,¡nir

sccuencia denominada promotor, seguida de la sccuencia cotlificantc. El pronrotol cs

reconocido de manQra especÍfica par una proteína enzimática, la ARN polirnerasa. cuy.r

función consiste en sintctizar una nlolécula de ARN corrcspondicnte a la sccucncia

codificante del gen (Figura 2). Estc proceso es conocido conlo la lranscripcirin clcl _rcn

(Figura 3). La ntolúcul:r tlc ARN. llalnuda ARN rtrcnsirjcro lAll,Nrn). t'u rr ¡xrsur irl

cito¡llasrtra cn tlondc cs rcconocicl¿r por cl ritrost-»rrur y utili¿:ul¡ ¡lrrl sintct.izll t¡¡¡u ciulcna rlc

a¡ninoícidt¡s. Este proccso corrcsponde a la traducción (Figura 3). Así. l¡.r \cctrcncirr

nucleotídica del gen codifica para la secuencia cn u¡ninoácidos tlc lu ¡:r'otcínu. La

cot t cspontlcnc ia cntrc cudu tipo tlc arninr'racido y una o rrriis tri¡llclus tlc rrrrclcritirk¡s

(cocloncs) tlcfine el código genét ico.l Figura 4). La protcína, cn función dc su sccucnciu

dc aminoicidos ticnc una cst¡uctura tridi¡ncnsional caractcrístici¡, dircctanrcrrtc lclucioltldir

con su función y su ac¡ividxd. Un organismo eucariote cor¡ro el c:.unarón posec nrilcs tlc

gcncs, y por tanto varios nlilcs dc protcínas que intcrvicncn cn cl conjunto tlc Iuneiolrcs

v ita lcs.
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La relación gen-proteÍna-actividad es la base de los fcnotipos tnonogúrticos v pot'

tanto relativamente fácil de establccer. partiendo del gen para llegar a la actividird o.

inversamentc, a panir de una actividad idcntiflcada podcr caractcrizar cl gcn. Las tcícnieus

«lc biología ¡nolccular y las estratcgias para la itlentificación rlc los gcncs y sus ¡rlotluelo'

:on dcscLil.¡.rs :r conti¡¡uxcióll.

l. l.l. 'l'écnic:rs.

Lu idcntificación y la caractcri¿:¡c ión dc gcncs y sus productos sc lxrsun cr¡ lLcs

tipos de técnicas, que corresponden a las sondas nucleic:¡s. a las sondas inntunoltigicirs ¡'

Ius pruebas de lctividaii.

L l.l. l.Sontlls nuclcicas.

Ulrr sondu nuclcica cs u¡r I'r.rgr¡rc¡rto ¡¡¡rurocalcnlrio tlc urr iicido nt¡e lcieo (i\l)N o

ARN) rnarca«lo que tiene la propicdad de hibritlarse, por conrplcnlcntlridatl tle sus [¡u:cs

nuclcotídicas, con ADNs o ARNs corrrplcrncntarios (Figura 5). Dc csti¡ lirlrtru. cs ¡rrrsihlc

detcctal ll prcscncia dc dicha cadcna corrrplcnrcntlria cn r¡nr r¡rczcla tlc ¡utlli'cr.rl:rs tlir cr.lr:.

Las sondas nucleicas son herranrientas de biologÍa molecul r quc pclrrrrtcn (lctccrirr

gcnes en el genonta intacto o previanrente digerido con enzinras dc restricción. En cl

pritner caso la técnica utilizada es el dot blot (Figura 6). mientras que en cl scgundo caso la

técnica es el Southcrn blot (Figura 7). Se pucrle utiliz¡¡r una sondl corrcsporrd ic ntc a un

gcn tlc una cspccie piua <letcctar cl gcn equivalcntc en otra cspccic (sorrdl hclcrtilrrglr). colr

l:r cottdicirin tlc quc cstos gcr¡cs tcngln sulicicntcs siruilitudcs crttre cllos.

l,lts stlntlas son igttitlttrcnlc uliliz;ull¡r, nrcrlilnlc ll lricnic:r rlu colorrl hlot. ¡r:rlr

dctccti.rr los cloncs dc intcrés cn lib¡críüs dc ADN gcnriluico (ADNg) o r\DN

conrplcnrcntario (ADNc) (Figura 8). La exprcsión tlc los gcncs. cn tórnlirros tlcl ti¡xr v

c ntidad de ARNnrs, puedc ser analizada gracias a sondas nuclcicus urcdiantc Ia tdcnicl tlc

nonhcrn blot (Figura 9¡.
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Sondas oligonucleotÍdicas, así llamada^s por referencia a su núntero dc nuclcótidos.

pueden ser utilizadas en parcjas conro iniciadores en la rcacción dc PCR (Polvtrlcrasc

Chain Reaction), que permite anrplificar un fragntento de ADN correspondicntc a li¡

sccucncia localizada entrc los dos iniciadorcs (Figura l0). Estit reacción cottcspontlc it

tuna irrrrplil icación cxponcncial, lo quc pcrrnitc dctcctar con una Br:ul sc¡tsitrilidrrrl Lrt gcrt.

1.1.1.2. S ontllrs i¡r ¡¡ru lrokig ic;rs.

Moléculas o rnicroorgan isrnos (bactcria, r'irus. parisito) iutroducitlos nlturll o

ixlil'ic ialmente en un vertebra<Jo son gcneralmente reconocidos conro elementos L'xtl' njclos

o antígcnos (Ag), y conducen a la producción de anticucrpos (Ac) cspccíficos (lr.rc son

inmunoglobulinas secrctadas por los linfocitos B. Los anticuerpos sc lr.ian

cspecíficamentc sobre los ntí_senos correspondientes. lo quc conllcva a lu lilr¡rircitirr tlc un

corrplr"jo Ag/Ac lFiguru I l) (l)adl¡rr, 1977: l'uul. 199.1). Las l)r()lcír¡:rs u()n\titu\crr

excclcntcs antígcnos y su inyccciórr en aninr¡lcs dc luboratorio. talcs conro lll()rrcs ()

concjos. pcrnritc obtcncr liicilnrcntc inrrrur¡osucros con un conccnt r.i¡c ¡(')r¡ clcvatla tlc

lurtt icucrpos cspcc il'icos.

Se pucden obtencr <Jos tipos dc anticucrpos. El prinrcr tipo tlc :rrrticuclpos.

Ilanrarlos policlonalcs, corrl'spondcn al suero del aninral innrunizatlo quc conticnc u¡lir llnul

varicdad de inmunoglobulinas, una pane de l¡s cuales rcconoce di[crentcs cor¡ll]o¡lcntcs

dcl antígeno (cpitopcs) (Figura l2). Los epitopcs dc un nlisnro antígcno. por cj,".trr¡rlo rlc

una proteínr. pucdcn entonces ser rcconociclos por trnl varictllrtl tlc lrrtticrrr:r¡ros

policlonalcs cspccílicos tlc clla. Dcbido l cstl rnúltiplc ¡cactividatl. los lntierrcr¡ro:

policlonalcs pucden reconoccr otras proteínas rclacionad¡.rs o prolcínas ctluivulcnlc¡ tlc trlr':r

cs¡rccic si cllas ticrtctt c¡tito¡rcs sirt¡il:ucs. lil sc¡Lrrrtlo ti¡ru tlc ;rrrticrrcr¡ros. llrrllrLlos

¡tto¡l«¡clonalcs, corrcspottdc lr inrttunog lobulinas cst ricl u¡ llc t¡tc cspccílic:rs dc rrrr c¡rito¡rc.

Talcs anticuerpos tnonoclonrlcs son gcncralnrentc Floducidos por célulirs ll¡nl:rtlus

hibridonlas, quc rcsultan de la fusión de un linfocito con un nliclocito por rlctlio dc lu
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tccnologí dc hibrid¿ción linlbcitaria ([:igur¡ l3). Los Ac ¡¡xr¡loc lortalcs ¡rttctlctt tlistirtgrtir

cpitopcs quc cliñeren únicanrcntc cn un anrinoácido (Figura l.l).

Los anticucrpos pueden ser utilizados como reactivos para detectar un¿r protcínü

nrcdiantc diferentcs ticnicas que dependcn del tipo dc ¡narcador uco¡rluth ir lrr

innrunoglobulina. Los marcadorcs nrás f¡ccucntc¡¡rcntc utilizados son ¡uolúculus

lluorcsccntcs o cnzir'¡ras, sicndo las técnicas aplicadas la innrunolluolssccnc iir (ll:) ( l;igrrlir

l5) y la in¡¡runocnzinlokrgíl ([jl-lSA: Iinzynrc l-i¡rkcd l¡¡¡n¡u¡¡()\()¡l)crrt /\\\l\'l

rcspcctivarncntc (Figu[a l(l). Así, la cxprcsión tlc urr gcn pucdc scI iuritliz d clr tLirnri ()\

dc sitio dc cxprcsión ( inrnunohistología ) y nivelcs dc cxprcsión ( inrnunt¡dosilicac itin l.

Los uticucrpos pucdc¡t tu¡llbiú¡l :!cr utilizirdos ¡runr ¡rurilicar unl l)r()tcínir nrctliuntc

la tccnología dc cronratografía dc afinidad o prra dctcctar lu protcÍnl cntlc lus dilcrc¡rtcs

liacciones protéicas previarnente separadas por clcctrofb[csis (tdcnica de We\tcr¡r bl(]t) o

¡ror cromatografía (técnica ELISA). Adcnrás pcr¡nitcn. ¡ncdiante la técn¡ca dc colon¡- blot.

analizur librcrÍas <Jc ADNg o dc ADNc pre¡r:uad;ls cn vcctorcs tlc exprcsir'rn 1l-igurir l7l.

ljiturllrtcntc los;utlictrct¡ros. cn lriltliculiu lrrs utr¡t¡ot lon:tlr\. \c l)tt.\cnl;r¡ rrlnr(|

tcitcl.i\'os muy bien adlptados para ll carirctcrizlcltjn dc lintrtipos \'gc¡lotilx)\. \'il quc

¡rcrtttitcn poncr c¡l cvitlcncil la ¡rrcscncia tlc urtl ¡rrolcírta ) rcc()n(rcür'c:uuhios cu¡rlilrrtilos

tclircionados co¡r lu cxistencia dc alclos o rrrut¿rcioncs.

I . l. 1.3. Pruchtr tlc activid¡cl

Ca<Ja proteína ejcrcc una función cspccÍlica al intcrior o ll e-,rterit¡r tlc la er-'lulu.

Ivlicntras que algunas protcínas son cstricla¡r¡cntc cstructuralcs. otrirs ticncn urrl irctivitl:¡rl.

pot cicttt¡llo tlc li¡xr crtzittt;itico o tlc tipo rcccl)t(n. l-rr :rctititl¡rtl tlc irlrr¡nirs l)tolcinit\ puc(lc

scr dctcctatli¡ y cuul¡tilicldl nrcdirntc cl tlcsun'ollo tlc ¡rnrcllls nr:ir o ¡t¡cnos cs¡rccÍlictrs v

de cstit t¡tuncta ittfor¡¡tar solrrc la cxprcsitin tlcl gcrr colrcs¡r()trdic¡¡to. Es llos¡hlc tlrrc

cicrlls ¡rLttclt:ts indit¡ucn lrr irctivirllrl rc\ultil¡ltc rlc lrlgrrnirs l)r'()lcít)ils lcIlc.jrrrrrlrr rrsí lrr

cx¡rrcsirin cotrjurrti.l dc rli Itrc¡ltcs rcncs.
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La actividad de una proteínl conl'icrc al organisruo uu cxnrctcr lcnotí¡rico t¡uc

depende por tanto del genotipo y de factorcs que influencian la exprcsión dcl gctt. enttc

ellos los factores endógenos (hormonas, ctc.) y los exógenos (cfccto del ntetlio).

1.1.2. llstrategias.

Cl¿isicanrcnte se siguen di[crcntcs cstratcgias tlc tlirtlr.io p:rllt itlcrttil.ierrt r

curlctcrizar gcncs y sus productos, sicndo la clccción dc lir cstratcgi:r tlcpcntjicnte tlcl ti¡ro

dc inlor¡nación y de los rcactivos disponibles (Figura l8). En Iu príctica. ll cstlltcgil

¡rucdc scr iniciada l partir dcl gcn, dc lu protcín o tlc ll lclivrtlltl. En lo quc coneiclnc ;r

los carnarones, existe en l¿ actualidad nruy posa infornlación sobre la itlcnt ilicacitin ¡, ll

caructerización de gencs y sus procluctos, constituycndo los genes inr¡lunitarios cl lcr¡ur

¡nás dcsarollcdo.

l. I .1. l. A partir tlcl gcn.

Lrr itlcrtrliclrcitin y llr caruelerru:rciti¡t dc u¡t gcrr ¡rucr.lcn \cr l()rlr.ritlr\. rcrrrltrrrtc: tlel

an¿ilisis dc secucncils nuclcotídicas dc fragrrrcntr.rs dcl ADj\|, yil sc;r l l);rrlir rlc liblc¡'írrs tlc

ADNg o dc ADNc, o dc productos dc lrnplil'ic ac iótt ptrr l'Cl'(. L:stos lrrilisi: crtll¡t

busados en conrpuracioncs con bancos de sccucncias nt¡clcicls c¡uc lctualrrrcrrtc cor)ticncrl

información sobre miles de secucncias de organisrnos cucariotes, procariotcs y l irulcs.

siendo la similitud de dichas secuencias bastante útil para proporcionar infor¡nació¡¡ sobrc

la naturaleza del gcn icicntificaclo. Adcnrís existen progranras inlbrnr¿iticos clicaccs rluc

pennitcn analizar cuulquier secucncia y dcrcrminar así nunrerosas caractcrÍsticxs tlcl gcn.

por cjcnrplo la prcscncia dc intrones y cnhlnccrs.

Ll itlcrrt il iclc ititt ch: un tcn ¡rucdc tarnbiún rcsultlr tlc la t¡t ilizlrc it'r¡t tlc ur¡ir sot¡tlrr

ntrclcic:.t hctcrtiloga disponihlc'v (luc corre\ponda a un gcn c(lr,rivi¡lcntc crrilctcri./ ir(l() cll

(llli¡ csl)ccic. Ll riluilitutJ c¡rt¡c sceuc¡teius dcl gcrt l)rcvilll)ct¡tc cul rrcl.cli¿:¡thr v rlcl gcrt

buscado dcbc scr suliciente para quc la sontla hctcróloga pucda lriblidalsc. Estl

reactividad es evaluada generalmente, en printeru instancia. en basc I la técrrrca dc



ló

Southern blot y, en segunda instancia, en basc a la técnica dc colorty blot part detcct r

clones interesante.s cn librerías de ADNg o ADNc.

La identiñcación de un gen pue<ie finalmente resulta¡ de lu unrplilicación cs¡rccílicu

por PCII. utilizando inici:rdorcs corrcs¡.lond icntc s a sccr¡c¡lcius "s()n:rc¡rsus". (luc \()n

rlta¡ncntc conscrvadus entrc los gcncs dcl nrisnro tipo pcro ca[ilclcrizatlos c¡¡ dili'rcntcs

organisrnos.

A partir de la información sobre la secucncia dc gcncs sc puer.le tlcducir la

secuencia dc aminoicidos y, subsecue nt a¡nentc sintctizar péptiilo.s utilizrdos pall

iunrunizar ratones y producir anticuerpos nronoclonales espccíficos. Lu clisporr ihilidatl dc

cstos iu¡ticr.rclpos, rrrcdi¿rntc urur prucl:;r tlc tipo IiLISA. pcrrnitc llrccr la dtlsilie ircitin tlc liL

proteína y así evaluur la exprcsión dcl gcn consitlcrado. Err basc a tr-tcnicls tlc

irr rrrurroh istolog ía, ctltrr0 la I[:. sc I)uc(lc tlctcrn¡inar ctt cr[Llt¡tricI li¡lo tlc ctílrrlirs cl tcrr

expresur.lO.

Paralelarnente, el clonajc <iel gen cn un vector de expresión bactcriun«.¡ o cucirriotc

permite la producción de la protcínu en Bran cantidad y, subsccuc ntcr¡lcn tc. ¿rnuliz-lr su

lirnción nrcdiante prucbi¡s cxistentcs para el rnisnro tipo de proteí¡ra o nlctlirntc cl dcstrollo

dc prucbas espcc íficas.

1.1.2.2.4 Dlrrtir tlc lir I)fotcinir.

Proteínas purilicatias mcdianle técnicus.dc electroforcsis o dc cronrirt«r_rtraI ía ¡rucrlcrr

c«r¡lstitttit cl I)unto tlc purticlu para la idcntilicacit'rrr ¡, ll clrirctcri¿:.rci(in tlc rrrr gcrr v srr

¡»otlucto.

A partir de alre<ledor dc l¡t,e de protcína purilicada. sc ¡ructlc obtcncr liicil¡lrc¡rtc ll
sccucncia tle atrtinoácidos por tttcclio dc un sistcntr autonliitico. Esta in lirr'¡nacirirr con¡.hrcc

a la dctlucción de una secucncia aproxinrada rle nuclcóticlos cn basc al cótligo gcnúrico.

St¡bsccucntclrrcntc cl tratrujo consi\tc, por unr partc. cn nalizlrt llr sccrrc¡rcia l)(|r rcl!'rc¡)(.i.1
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a bancos dc secuencias y deterntinar hotuologías con proteínas rclacionudas y. pol otrll

p¿ute, en sintetiza¡ iniciadores oligonuclcotíilicos.

Con cstos iniciadorcs, busíndosc en lu técnica dc l'Cli. sc pucdcn atttplil'tcal lo:

ADNg y ADNc para caractcrizar cl gcn y su ARNnI rcspcc(ivi¡ttlctltc. lo qtrc pclrrtitc

clctcrnlinar con prccisión la organización dcl gcn (pronrotor, intrones. cnhanccr. ctc- ).

Los plodtrctos tlc artrplilicacirin ¡:rrctlcn scf util¡¿l(los co¡uo so¡tdrt: tluclcicrts ¡lttit

i¡nalizar la expresión del gen dcsde el punto dc vist¿¡ espacio-tc nrporal. lplicÍndosc lt

técnica de nonhcm blot pua dctectiu y cuantilicar los ARNnrs.

Paralel¡mentc, se pueden preparar fácilmente anticuerpos específicos por nrcdio clc

la inmunización de ratones, siendo estos anticuerpos útiles parl estudi¿r la función tlc l¡

protcína inicialnrcntc puriticatla.

l. 1.2.3. A nar(ir rlc la :rctivitlurl

La actividad dc ur¡r protcínr pucdc constituir lu lrusc pirra la itlc¡ltilicircirin i' l:r

caractcrización dc un gcn y sus productos, siendo el trabajo r¡lucllo nlís contplc'io si sc

trata de una actividad rcsultantc de algunas proteínas y de lrccho tlc algunos gcrrcs. lin

elccto, en el prirner caso la actividad cs de tipo nronogénico ¡'¡ric¡rtras quc cn cl scguntlo rc

trata de un fenotipo poligénico, por lo que es gencralnrente nrás fácil buscur ¡uuLcltlorcs

gcnétic<.ls r¡uc intcntar idcntillcirr cl conjunto dc gcncs invohrclirtlos.

En la práctica, la disponibilitlud de una prueba pnll dctl'ctir¡ \' r:uiurlilic:rr lir

xctividld dc unu prrtcína pcrnritc crrr¡rrcndcr su ¡ruril icuc iti¡r. Er¡ clL'cto csllr ¡rrrrctlr c.

Lrtrliz-ada para analiz.lrr tt:dls lls lllccioncs ohtcnidlls tlrrtitnlc cl ¡rroccso rlc \c[irflrci(in v

puril-icución. Unl¡ vcz quc la ¡rrotcína lu sido puril'icada, la cstlatcgia cs la rrrisrrrl t¡uc sc

dcscribió previarncnte.

En lo que concierne ¿ los cantarones, rccicntentcntc lirc posiblc puriticar

de una uctividad antibucterilna dcl plasrna detcctablc con un:.r sinr¡rlc

il I) ¡'lrf

¡r ltrc bu
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espectrototonlétrica, algunos péptidos antibacterianos (Destountieux c¡ rtl. 19971. L;r

caractcri¿ación de los -gencs y sus procJuctos respectivos estii casi concluítlu.

l 2. I l ¿r rcl<lo¡ rs uclri'ticos.

l-os curactcrc\ cuilntit ti\'()\ corrcs¡rondcrr gcrrcr lrrrtrrlc u lL'ttoti¡ror ¡roligi'ttrcrrr

blrslrdos cr¡ si:,tcnl¿s corttplejor gcncs-l)rotcína:\-actividitdc:'. lil crlc citrtt. l;t lcl:tei,irt

lcrroti¡xr-gcnot i¡xr cs tlilÍcil dc cstablcccr a r¡ivcl tlc los gcttcs )', eonr(¡ ltllct'tltl ivlt. \u l)tlc(l!'

buscar una relación lenotipo--gcnotipo basada en ntarcadorss a nilel del geno¡lrl.

Los nrarcadorcs gcnéticos son utilizados cn sclección cot¡ro herruuicntl\ I)lrt

evaluar la variabilidad gcnéticx a nivel dc pobllcioncs de organisrnos, ¡rala itlcrttiliclr

prccoz c incqu ír'ocarncn tc intli\.iduos con caractcrísticas ccor¡rilrricir¡rcn(c irttcrc\irr¡lc\ \.

\[¡ l)\cc r.lc r¡tc r¡ rc¡l tc. l)ür:r or.urcntilr rtr¡tlhlc ¡uc t¡lc llr clrcicnci:t rlc Ir¡s p¡ognutrr. tlc

rrrcjoranricnto gcnótico (Carboncll et ul.l9L)1: Chalnrcrs at al.l9()): Landc ñ-l-l.roru¡rson.

l 9(roi I lssiur irkiúon ¿,/ (r/, l 9()7 1. l:n pl:rrrllrs, por cjcnr¡rlo. r.c hlrrr ith:n li l ie ¡rrkr n rrr r, lrr lor,.''

gcnóticos asociados con la rcsistcncia al utaquc clc hongos ¡- blctcrius ((iostla.'r.r/. l9().5:

ivluti ¿r «/, 199 t; Yu tt ul, 1996\.

Antcrion¡rente sc utilizaron técnicas para analizxr la vuriobilidud gcnéticü a nircl tlc

las protcínas, co¡lro cs el caso dc las alozinles. Estas técnicas han sido pro! r'ü\ivlnrür) lc

¿tbitndo¡tadas tlctlido a t¡uc pcrrrritcn tlctr'ctur r'¡riabilidatl. rlc unlr ¡rlrrlc. tir¡icrnrcrrtc,.'n

alguttor ti¡r«rs dc l)rotcínJs c¡t¿-irtr;.lticls ¡'. tlc otra p rlc. s(ilo:.i cl cl¡t¡bio tlc :rtttintxierthr.

conducc a cl¡¡rbios cn la ¡novrlitl d clcctrofofética. i\l:ís recic¡l lclllcrrtc. crrr cl il(lcliIll() (lc

lir biología t¡lolcct¡lirr. sc lliut ¡.lcslrrrollltkl vlu'i;rs lúcnicls ¡lrr;r olltcncL nl¡u'clrtlotcs |lrlr cl

nr lcriill gc nét ic() ( Kirnt r¡c¡r r,t ¿¡l. 1995: I)orrcll ¿rr¿l. l9()5t \\'cl\lr ñ I\'lc('lclLr¡(1. l()()ll).
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1.2.1. Polinrorlisnro e n lu Iongitud de fragntentos tle restritcir'rn (l{l'-l.l':

llestriction I;ragnrents Length Polinrorphisnr¡.

Este tipo de análisis consistc básicamente en la digestión dr"'l ADN cort

cntkrnuclcasas cle rcslriccirin. quc son cnzinr:rs quc c()r'lln cl ADN bic¡tcrl:ttio lt rtir,.'l tlc

sccuc¡rcius nuclcotÍrlicl: cspccÍlicar (l:i-qura l9). L;i ptc'scttciit tlc sscttc¡lci;ts lcl)ctr(lil\

contlucc a la visualizacitin dc handas tlc nrlvor intcnsitlarl cn cl gcl rlc clccl¡t¡lirtcris cot¡

e olor¡citin cn hro¡¡ruro tlc ctidio. U pcLl'il dL' cst:rs hltttlits. co¡tocirlo cotno Pe r lil rlc

¡cstricciri¡r, Ir.rcdc \cr ulilizado pilra cirrilclcritlr cl pollttorlisnl() (lc ¡()\ otg;rrirnror

ct¡¡tsidcraclos a nivcl inlrt o suprir-cspccíflco (Figur¡ 20).

Frecue ntcnle ntc, lucgo de la electroforesis se'rcali¿a un;¡ translcrcnciu tlc lt¡:

li'agnrentos de rcstricción sobre una nrcn¡brana para scguidrr¡rr-'ntc eltctulr t¡na hil¡r'irlucitin

co¡r urr:.r sonda nuclcicu dc espccilicidad conu'ida. Esta lrihrirl:rciti¡r pcrrlitc tlctclruirr:rr cl

rttitrrcro y Ios t:r¡nirño: rlc los liirgrrrcttlos corrcr¡rotttlictttc\ il l;l suttrl;r. (ir;rei;rr ;r l;r

tccttokrr:í:l dc ll[:L[) sc pucdc tlctcn¡rinrr cl polinrorlisrrro dc ¡rur¡rcr¡ nuir cortli:rhlc. Sirr

cnrl)irrgo su inlcrús sc vc li¡rriturlo dcllitkr lr l¡ nccc:.itllrtl rlc rrtili¡a¡ ur)¡r :or)rilr (luc l)cnnitc

rsconoccr solrl¡lcntc llirg¡ltcntos c()rrc \ I)r)nd ic n lcs u c llu. lo quc ¡rttctlc \cl it¡ ir(lcc uir(l() cn

túnrtinos dc ntarcatlorcs gcnéticos p.uü caractcrizür un lcnotipo dc intcrcis.

En canrtrio. cn brsc al RI:LP se Ilan co¡rslruído nr:rpirs gcni'tie os l).¡rit \;.rriil\

cspccics (Barux c/ «/. t99l; Paterson c¡ ¿rl. 1988: Peltic'r ¿¡ ¿/. 199.1: Rcdoñ¡ .t l\l:rckill.

1996: Yu et al, 19961y sc ha clctectado variabili<latl gcnética en poblaciulcs dc callurrlrcr

cot¡ srr¡rlrts c()¡'rc\lx)¡r(licnlc\:r Scnc\ rlcl r\l)N ¡rritor'o¡rrl¡ ilr l (r\l)Nrut) (¡\lr,ir:r¡ \\'¡r¡rt'rl r'l

ul, 1991Jide C¿rcía ¿¡ a/, 199-l). En conrparación con técnicas ¡¡¡iis lrrdicion¡rh"'s conlo l¡

clcctttllirt'csis tlc itlozit¡llts, cl ltlil-l' cs lulis cr.onrinlieo ¡'¡rLrctlc rct;r¡rlteirrlo ir nril\(rr

cl¡ltidacl dc ¡¡rucstras (llurtl & Clark. l9ti9).
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1.2.2. ADn- nritocondrial (AD){ntt).

En la células eucariotils sc cncucntran las nritocondrius r¡uc cortticttctl ¡lliltcriitl

gcnético constituÍdo por una nrolécula dc ADN circular cuylt tullu varía ctltlc l6 ¡' .r.i ktt y

ctrya sccucncia es bicn conservadl. Este organclo es tr¿rnsnlilitlo por r'íit nl lctnir it ltirvr,is

dcl ovocito ( Figura 2l).

Dcbrrjo a quc sc trutr tlc ADN cx(racro¡rtosó¡¡rico, los ntllcutlotcs tlcl r\DNItlt c:liitt

u ¡triori n'nrl a<hptados pua caracterizar los genotipos de ani¡riulcs con l'cnotipos dc intctós.

los cuales estín rclacionados con ,rencs cromosómicos. En cantbio, dcbido u lu

transnrisión materna de las mitocondrias, los nra¡cadore s genóticos dcl ADN¡nt puctlcn scr'

cxtrcrnadamentc útiles pua cuactcrizu lÍneas cn progranr s dc sclccciil¡t.

lil polirrrorl'isrrro tlcl ADN¡ut h¡ sitlo utilizado sn cil¡nur'oncs ¡r;rrl rlclcrrtrirlrr la

variabilitlad gcnética:.r nivcl dc poblacioncs (Palunlbi & Bcnzic, l99l .filt Clrciir r'r rrl..

I 
()(.r.1).

1.2.J. \Iicros¡tólitcs.

Los microsatélites son cortas sccuencias nucleotídicas. generalnlentc nrc¡lores tle

cinco pb, presentes-en el genonra bi.¡o la fornra cle repericioncs contiguas en nú¡nsro nluv

variable, hasta algunas decenas (Figura 22). Estas repeticior'¡es están prescnlcs cn cl

gcnornlr cr¡ tliltrcntcs nrirncros dc co¡rirrs {ll;r1'rrrcr. l()9{).

Ltts sccucncilts quc Ilant¡ucan lrts ¡rricros:rtilitcs s()¡¡ liccucnlcn¡c¡)tc llluv

cortsctvitdlts, lo t¡uc ¡rcrtttitc sintctizar oligonuclctit idos corcsp()¡tdicnlcs l cslirs scrjrrc¡rci;rr

¡r:tla trtilizarkrs co¡¡ro inici:rtlorcs cn;rrrrplil'icacionc\ p()r I'CR tlcl AI)N gcrrrirrrier,. l.r,s

productos tJe anrplr[icación dc los nricrosatélites ticnen varios tanr¡ños en lunción tlc sus

nu¡ eros:rs rcpcticioncs. Los per[ilcs de estos productos tlc ar¡lplilicucitiD s()n

cxtrc¡nudanlcntc útilcs conlo r¡riucadores dc polinrorfrsnto al nivcl intlir.idual.
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las serics constituyen polirnor fisrnos gerréticos c¡ue l)ueclen ser clctcctaclos
PCR o con el uso de er¡2inlas de r t:stritción y ¡rosterior arrálisis clc Soutlrern [Jlot

izar'¡do :;onrl¡s cor r esl)or¡ (iicrr tes a los rnicrosa télites.
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A lternativemente, las secuencias rnicrosatélitcs pueden ser deteclatlas cn ADN

digeritlo con enzintas de restricción nrediante la técnica de Southcrn blol colt sontlit:

oligorrrre lcotítlic:.rs "¡rricrr¡sirtúlitcs" (l\lLillcr'¿'¡ ¡/, 1995). Los rtlitteitlotcr rlc tttie¡osltleilrtus

cstín siendo antpliarnente utilizados en cstudios de genéticu poblacionul para tlclcrtuiturr

v;rrrlrhilirl:rtl gcrtútic:r. ntt)striul(lo cn algtrrror cls()s un ttt:r1'ot nivcl tlc ¡xrlitttrrt listtto r¡Ltc lo:

IIFLPs (Akkayir ct ul. 199? Jidc Yu ¿t ¿ll. 1996). Esto parccc lt'rgico si sc cottsidctrt t¡ttc cl

análisis de nricrosa(élites incluye una nla)or proporción clcl gc'nonta (H.t)'rlrcr. l99J: \'u ¿¡

a/. 1996)

1.2,1. AP-l'Cll (Alleator¡ prinrcd pol,r'ntcrasc cl¡ain re action ).

La tócnica dc AI'-PCR firc dcsarrollatla ¡ror Wclsh .t lrlcClclla¡ul v \\'illilrrrs r'l ¿rl

c¡r 1990 conlo unr variantc dc la PCR. La prrticularidad tlc la AI)-[)CIl cs cl u:o tlc

irrici¿tlrrrcs cortos ( l0- l5 pb) con sccucncias alcatorius para arrrplilicar scgtttcttto: rlcl

gc¡r()nll. Los productos dc arnplil-icacitin alcatori¡ pcrrrritcn csl¿rblcecr' ¡rcllilcs

c lcctrokrróticos cspccíl'icos tlc cuulquicr gcnt-rrtta sirr ncccritlrrtl dc tcncr ittli»'tttircititt ¡rtcr tit

sobre él (Figura 23) lWclsh & IrlcClclland. 1990). Esta técnicu pcrnrite. lx)r' r,r¡ri¡ l)utc.

obtcner tantos marcadorcs co¡rlo se requicra simplenrcntc nrultiplicando cl núrrrcro dc

iniciadores y, por otra parte, obtcncr estos ¡¡rarcadore's a partir dc un cantit:rd ¡uí¡ri¡la tlc

ADN lalrc«ledor <Jcl nricrogranro o nlcnos). Dc esta nlancra cs fácil [ruscar.rnlrcldorcs

Ilr:lr.r ohtencr llgu¡l()s (lr.rc sciln clrlclc¡ ís(icos tlcl lL'noti¡ro tlc i¡rlclris.

Actualntcnte. la AP-PCR cs una dc las técnicas de rttarcl{c gcrttttico tlc rrr:r1'ol

:r¡rlic:rcirirt ¡;or srts cturlirl:rtlcs y turrrbiirr ¡xrr su sirrr¡rlicitlirtl v ceo¡rorrrírr ( l)irr is r', rrl. l()')5:

Nlcijcr ct a/, 1994: Wollf ct r¡1. 1993). Su utili¿ación sin cnrtxrgo, rct¡Lriclc tlc ¡rlolocokrs

lricn cstanthrizados y tlc condicioncs cstrictas dc trabajo paru cvitlr las vlriacioncs por

artelactos y contunrinantcs (Ayliffe tt ul. 1991: Kernodlc cl ¿/. 199-l; N.lclcnl. 1997:

Schierwatcr & En<ler, 1993 ).
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La túcnica dc AI'-PCR ha sido ¡ a utilizada cn varictlad tlc olglnistttor ¡raL:r csttttltrrs

dc varirbilidad gcnética (Brulnmer et al. 1995: Chaln¡ers et al, 1992:. \lcijcr rt <r/. 199{1.

tclircio¡tcs lilogcnúticirr (Alxr-chvll:r tr tl, lt)95', Klrllid ¿'l ¿rl. 199-l: K¡csovie lt r'l ¡rl, l(){.)l:

Litet ul, 199.1) y tlctcrnrinación dc nrarc¡tlorcs útrlcs cn sclccción. cs¡lccialrucrtc crr

p¡autus (Barua et ul,1993: lvlarrin ¿l ¿/. l99l: Pé e¡ ul.l993). En estudios dc t'uriltrilitlltl

gcnética, la AP-PCR sc ha nrostr¿do nliis cficiente que olras teícnicas prll I)r)ncr cr)

c-r'itlcncia lu viuiabilitlacl (ll¿ruffi ¿¡ «/. 19951 l\tcijcr cr ¿¡l, l99J).

En lo r¡uc rcspcctl l orgi¡ni\r¡ro\ ¡cuícolas, cl i¡ltcr'úr ¡ror cl uro tlc rr:ufrrrl,rct

gc¡réticos cs cÍccicntc crr rclació¡l co¡l progr¡¡llus tlc sclccció¡r. Los csluc¡¿os hlr¡r sidr¡

volcatlos nrayoritarianrcntc a cspccics dc pcccs (Dincsh c¡ «/, 1996: Lco¡rg Foo cl a/. 1995 )

¡,. cn ulgún grado. a lrroluscos lllu ór l:oltz.. 1996), rrrientlas (luc hl\ta lllorir poe ir cr llr

inlrlr'¡tt¿cit'r¡r cxistcntc lrl rcs¡rccto cn cilnr:lrot)cs. Sin crrhirrgo sc lurrr ir¡rlicutkr -t lt tirr:ielrs

tnoleculurcs tJe caracterización en pcneidos (Crrcí¡ cI a/. 199-ll Garcia t:t ul lt)96'. Nlclcn;r.

1997; Tassanakajon ¿,¡ r¿l, 1997).

Los r¡urcatlores de tipo RAPD, al i_rual quc los nrarcadorcs de tipo uriclosatclitc.

so¡r nrás y ntis utiliza<.los para idcntificar los cror¡losor¡¡ls asociltlos l krs clnrclcLcs tlc

i¡ltcrús, sc:.t csto ¡ror lu via dc túc¡ricus tlc lrihndación il silrl rculizarjus cn curirrti¡ros tr ¡xrr

la r'ía del anílisis dc la seerc-gación dc nrurcadores cruzando lÍnc¡s: los nrirrcirtlorc:

llcvados por un tttistno cforltosonra scurcglrtiitt tlc ¡¡lancla con.¡t¡ntx ¡uris llr:e ucntcrrrctrtc.

l'cnicndo crl cucntil lu cxistcncia dc lcnó¡uc¡ros dc clr»ssing ovcr L'nl.rc l:rs c¡tlntlititlus

corrcspo¡rd ientcs u un pür dc cro¡¡rosonras es sin cnrbargo posiblc quc llurLc tlt)lc:

asociudos a un ¡¡ris¡¡ro cror oso¡l¡a puctlan segrcgar scparadanrctrtc cn cl crrrso rlc l¡.r

¡ttciosis. En estus co¡rdicioncs. n¡icntras ¡¡¡ris ccrca sc ct'lcr.¡c¡ttfc u¡l ¡l)¡r¡'clttlor it ur¡ Scn

irtrplicatJo cn un lcnotipo. ntís frccuc n tc r¡lcntc scrii otrscrlado c¡r asociucirirr eon cl

lcttoti¡.ro, lo t¡ttc corrcs¡totttlc rtl conccplo tlc Q'l l- {()rrlrrrtitltivc'l'nrit l.r¡crrr) ( l ltll rrrtls ¡ l

¿¿l, 1987; I'a[crson ¿¡ ¿¿l, l9titi). L¿ idc ¡ttil'ic ac irin dc ¡llarcatlolcs dc un e l'L ;.rlrr¡ ¡¡,l. ¡,,

tanto l¿t r'ía a I:t curtctcrizlcitin ntolecul:rr dcl locus v sut¡sccuc¡rtcrrrcntc u llr itlcrrtilie:rcirirr
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(lcl gcrl rc:iponsilt)lc dcl caractcr, o ¡uii\ prccisil¡ncntc rcsl)()ns:rhlc cr¡ l)iulc (lcl ciu ir(tcr. \'ir

quc dc hccho varios Ql Ls corespondcn gcncrahlrcntc ü url ciuilctcr cuanlittttivo.

lvlicntrns t¡trc hs cuirlirlutlcs tlc clcci¡¡ric¡tto Iucr(»l eon¡itlcLatl;rs dcstlc llt ir ll i!: ttc(lir(l

paLa Iu ilornesticación y la sclccción dc aninulcs donrésticos. los critcrios in¡rru¡ritllior Ili¡¡t

sido tomatlos n¡uy poco c¡l cucnta. cscncirlntente porquc los plocc:\os irtlcccirr¡t,s c

in¡nunit¿rrios fueron desconocidos.

En lo quc conciernc u progranlas nrís rccicnlcs tlc sclccción tlc iurinralcr

tkrnlústicos, lir cl¡r:rcitlud irrrrrrrlri(irr iu rro lr:r sitlo tilnrl)()co co¡tsirlctarla (lcl)i(lo ir (luc c\

posihlc obtener rcsis(cncia a cnl¡rntedadcs por n)cdio clc la vucuurciórt. Iln cl clso tlc l;rs

¡tl:urtas, inicillntcntc los pr()g¡'l¡nlr: tlc rrlcecitin lircrort tlir igitkrs hrisielrrrrc¡rtt' lrl crilctrt¡ rle

crecinricnl,o, lo t¡uc corrtlt¡o sin crrrtr:rrgo a problcnras dc contl l:clccc iti¡r co¡¡ sc¡r.sitrilirlltl ;r

inscctos y patógenos. Dcbido a problenras de rcsistencia a insccticitlas, lirngrcitlas 1

bactericidas, y tcnicndo en cucnta la inrposibilidad a tratar l:ls \'¡rosis, existc ücl r.r¡.rlnrc ntc

un crecicnte csfucrzo dc investigacióll con ¡runlcros¡s aplicaciortcs cn cl cxrlrl)o dc l:.r

sclccció¡r dc cepus resistcntes.

[]n cl clruurr.i¡¡ sc ltlr¡t «lcsarrolllrlo vrlios cr¡si¡]()] ¡lrll cvirluar l;r rcr¡rrrcstir

innrunitaria (lvluitoz. 199(r: Tapil. 1997): cstos intlicadorcs o rt)urclrkrrcs inr¡runitulios

podríun scr critclios tlc sclcccitin rrrul' olljctivos 1' liicilrrrcntc a¡.llic;rtrlcs cn Pr()!rir¡nirs (lc

sclcccitin, sot¡rctotlo rl rclitcit¡nlrlos con ¡rr:rrclldorcs gcniticr.rs.

1.3.1. IIe nrog ra nras.

Los tipos hcnrocitarios pueden scr definidos en blse' a cr¡tetios csllr,lclLrri.rlcs.

citoquírrticos, antigónicos y funcionalcs. En los crustliccos ciistcn trcs lip()s tlc l¡cnrtritos

tttorlblrig iclrtrctttc distintos r¡uc pucdcn :'cr cl¡sillcl(l()s conro lliirlirtos. scrrri¡:rirrrulosrrs v

gmnulosos 1[:igur:r 2.1¡(Rodrígucz ¿¡ a/. 199.5: S(idcLl¡i¡ll & Srrrirll. l9tl-1¡ l-5i¡¡g. ¡t¡57,.

1.3. II:¡rcrr«lr»res inltrrrnit:rrios rlr:l c:r¡rritrr'rn.
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La cantidad en que los hemocitos se cncuentran en la henrolinfa varía dc acuerclo it

procesos naturales corno canlbios [isiológicos, cl ciclo de ¡nuda o cl scxo r'.

c( )r¡süc r.rc¡rtcnrcrrlc, ptrctlcn corrrtitr¡ir un lr¡iucad()f tlcl cstlrdo lirirrltigico c i¡lr¡¡trtt tt;rr io rlc

los ca¡¡rarones (Tsing, 1987). Esta cantid¿d potlría scr un llctor dctcnl¡inir¡rtc cr) lil

crr¡xrcitllrtl dc dcltns:r rlcl citrrrlrti¡r- li\i\tcn cvi(lcncius cn L'\lc \cnli(l() crt nlr¡lt,tserrr. crt l,'.

r¡uc poblacioncs carxctcrizadas por su:rllo contcnido hc¡r¡ocitir¡'io llulr ¡uostnrtlo lc\r:'tcr)clir

a cnl¡nncdadcs (lvliallrc. conl. pcr.).

1.3.2. Cuantil'icacirin de I anión supe rórido.

La fagocitosis cs la nris conrún de las reaccioncs dc <lclcnsu cclulur v constituvc.

junto con ot.ros c()n¡poncntcs ltu¡trorllcs. l¡ línca tlc dcli'¡rsl irricill ctt:¡ntlt¡ u¡l clcn:crtto

cxtl.rño lr:t sobrc¡rasutkl I:r txrrrcra líricu tlc la ctttícullr tSiitl:tl¡ull ñ ('crcnitrs.

1992).( t;igum 25 ).

Atlcrrtís dc los ¡rloecsor rlircstivos cnzinliitico\ ¡rro¡rirr:' tlc la l;rSr¡eitosi.. .c

obscrvan en las células ligocitarius otros l¡nón)enos quc conduccn a la lirrnrlcitin tlc

radicalcs de oxÍgeno, alturncnte rccctivos v tóxicos. Estc procr'so orid¡tivo cs conrrcirkr

cotno choquc rcspirutorio ) sc c¿rractcriza por cl incrc¡»cnlo dc lu lctivitlatl ¡¡rctatrtilicu dc

los fagocitos coulo rcspucsta a cstírnulos provocados por partícullts f or¡.inc¡.¡s, Dt¡r'lr¡rlc cl

choquc rcspiratorio cl oxígcno es reducido parcialnrcntc cn ¿¡ni(')n supcrtixido. qr¡c p()r'r^¡n

¡ttoecso dc tlisrnr,¡tircirin, ¡rttctlc sc¡ corrvcrtitlo cn |crriritkr rlc ltitllrigcrro: (,tt'it\ rc:t!ciunc\

lirrltt¿rán cl singlct dc oxígcno, cl radicul hidroxilo c hipoh:r ltigcnos. Estos L¡.ulic¡.rlcs ro¡)

trixitos y licrrcn llr cl¡lrcitl;rtl rlc rlcslltrir lrricr oorg:trr irrlu\ (Kl(i¡t. l()¡il).

El a¡liti¡r stt¡rcrtíxido protlucitlo dtttlntc r.'l cltor¡trc rcs¡ririrtorio ¡roL los lrc¡rroe itos

f'agocilarios provoc¿t in t'itx¡ la reducción <lc un conrpucsto conocido coltro Nit¡o Bluc

l-ctrazoliu¡n (NBT) l una ti)rnla insolutrlc ¡ clc color azul oscuro ll¡.uuada Fornr:r¿l.irr. Lir

cantidad dc Forntazán producida pucdc scr rJctcrnrinatla por cspcctlolbtonrctr'Íu )' utilir:r(lir

conto indicador clc la cantirlld dc anir'ln supcróxido ¡lotlucid;r por krs nurcrrilrrt()\. [.-\lc
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principio cs utilizado para evaluar la actividad oxidativa de uracról'ugos y células

lagocíticas en difercntes animalcs (fvlüller ¿l «/, 1989) y ha sido inrplcrncntatlo cn P.

r'.utn.unci (Muiloz, 1996) con los ruis¡rxrs lirrcs (Figuru 2(l).

l.-3.-1. C ¡¡¿¡1¡¡icacitin de la actiridad antibacterianu tlel ¡rlasrnir.

La hemolinfa de muchos invenebrados posee factores encargados dc la destnrcción

dlrccta dc bactcrias por rncdio dc nrccltnisrnos poco conocitlos ( FiSura 17 ). Lrr lr¡:,

irrscctos y cl li¡uulus, varios púpticlos y protcínas con cstil funcirin htn sido lisl:xkrs v

caractcrizados (llol'linan c¡ al, 1991'. lvlita¡'u at «/, 1989: Nukarnuru cl ¿¿l. l9titi). Unir

Iuerte actividad nricrobicida ha podirlo scr evidcnciarj¡ cn lu hcr'¡roli¡¡l'u tic tlilclentcs

crusticcos (Cl¡ishol¡r¡ & S¡r¡ith. 1995: Noga cl r¡l, | 99-l ) y rccicntcrucutc :c lnr

caractcri¿ac.lo una nucva f a¡nilia dc péptitlos microbicid¡s cn hc¡nocitos lc P. uutttutttr'i.

(Dcstounrieux et al, 19971.

Se han desarrollaclo técnicas pa-r¡ cuantificar el efccto bactericida dcl plusrrru cnP.

vtuuutnrci (Tapia, 1997). De particular utilida<l resultu un nrétodo quc rnide el c.lccto tlcl

plastrta sobrc la turbidcz dc suspcnsioncs tlactcrianrs. y quc ¡rclrrritc cst¡nlilr lu i¡rlrihicitirr

dcl crccimiento bactcriano con rclativa scncillcz y prccisión.

l.J.{. In¡nuno<losificación de factores plasntÍticos.

En el plasnra dc k¡s crustáccos y otros:rrtrópotlos c:tistcn unl sc¡ic tlc lircl()l.c\

involucrados cn los vrrios nrecanis¡nos clc la inntunidad. Algunos dc cllos hln sido

aislados y caractcrizados paru diversas especies dc crust¿iccos (Kopacck cl ¿¿l. 199-1:

Ratanapo imd Chulavatnatol, I990; Rodríguez et al,1995). Entre ellos podenros cnconrlirr

las aglutittittas, trpsoninas. tttrcroglobulinns. póptidos.¡t¡ti¡t¡icrol)iiluos. l:ret()rc\ rlc

corrgttlircirin y cnzirrras ilrr¡rlicadlrs ct¡ cl si\tc¡¡ll pro[crroloxitlasir.

Las aglutininas \0n I)r otc Ínas 0 glicoprotcínas con cupacidad tlc unilsc a

cal t¡oltidratrts y sott cotrsidcnttlits co¡lo ¡¡rolr.tculls t¡rrc ¡rodrí;rn ¡rallici¡rrrr crr cl

-11
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l ccot)oc irn icnto dc partículas cxtra¡-las por partc dc los Ircr»ocitos (cn S(i(lcrlraill ñ

Cerenius, 1992) (Figura 28). Adic ionalrnente. las aglutininas son capaccs dc causar

lcntín¡cnr.rs dc aglutirraciún cclular al u¡lirsc a clrl¡oltidriltus csl)ccílicos ctt l:t stt¡rct lictc rlc

tlos células. Sc han producido ünticuerpos nronoclonales contra protcínas ctrtt ca¡rucirllrl

rlc aglutinación en Pj.tpotticus, los culles han mostrado reconocer lictores sit¡ttllrcs crt

P. v«tuttunei (Rodríguez, 1994 ).

La alfa2- nracroglobulina es una proteÍna plasnrítica prescnte li¡rlto c¡l crustiiccos

c()lllo cn nranríferos, cs reconocidu conlo un factor intportanlc c¡'r vuri()\ Pr()cc\()\

innlunitarios y sc crec quc actúu cn for¡rrl sirnilar a los corrrplcntcntos dc los vctlcbra,.ltrs

(cn IVfuta & [wanaga, 1996). Se le atribuye participución L-n proccsos citolíticos cu

Linulu.s (Enghiltl c¡ ul. l99OJide Muta & lrvanagl. 199(r) y litnciona cor¡lo u¡l inhbit[r'

tlc ¡rrulcasas clunrntc rcaccio¡tcs inrrrunit¡rrias (Frgula 29). Sc ltatt ¡rtc¡r:uitrlo ittttiettcr¡ro:

nlonoclonalcs quc reconocen una forma nlononrérica de 70kDa cn el plusnur dc /'.

ju¡sr»tit;us ( Ro<iríguez, 199.1): la caractcrización dc dicha ¡loteúra sugiclc lucltcrrrcutc quc

sc trata de una al [a-2-n¡acroglobulina, que es también reconocicla ctr P. r'ttnutttttL'i

(Rodríguez, 1994).

Di[crcntcs factorcs involucnrtkrs cn llr coagul:rcitin lriur siclo itlc¡¡liliclrrkrr errlro

c()rnponentcs dcl sistema i¡rnrunitario dc los crustáccos (Figura 30). En Li»tulilut sc

conocL'n cinco tlc cstos foctorcs (Mutü & Is.rnagr, I99ó) y c\.ir.r\lir¡ncntc clr c\tc Srutx) cn

rlondc ¡ttiis cxtc nsir':.r nrc ntc sc ha cstudrado cl proccso clc culgulacitirr tS(itlcrluill ñ

Ccrenius, 1992). Estos ¡necanis¡¡ros resultan clc singular inr¡roltuncin cn oLganisnrt,: r¡rrc.

conro los crustáceos, tienen un sister¡ra circulatorio abicrto (Sóderháll & Ccrcnius. l99l l.

En P. japonicus se ha detectado la presencia de una proteína plasrnirica ile 180 kDu cn

condicioncs reducidas, que ha sido identiflcada como un lactor de coagulación y que sL'

encuentru ta¡lrbién cn P. wutntunei (Rodrígucz, 1994).
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La disponibitidad de anticuerpos tnonoclonales que reconocelt los l¡.¡clolc:

plasm/üicos antcs mencionaclos ha pennitido poner a punto técnicas de inntu¡rodosilic¡e irin

sinrpliiicadas tipo dot blot en P. wnt¡¿utt¿i (Rodríguez & Valcnzucla, colll. pcr. ).

l.{. §c!sr'tÜ¡Llrr¡-g('rl(li(:i! c triul! i-t¡t ¡]. il.

En lo que conciernc a la selección por genótica cuantitiltiva hay quc consitict'ut

corrro ¡l.irrrcr punro int¡rortantc (luc si hicn cn la rrnryor'íu ttc los cirsor los ü;u;relrres

c r.llnt itiltivos son rcsult¿n(es cle la acciiin <.le varios gcncs en tlilcrcntcs loci. cs tlccir

poligénicos, en una nlinoríi¡ es posible cncontrar caractercs cuantit¿tivos quc sort cl

resultado de la acción dc un solo gen, cs dccir ntonogénicos.

Para un caracter cuantitativo rJe origen monogénico, se pucde considclar por'

cicrrrplo el caso dc u¡r¡ c¡rzirna, cn ll t¡uc ll dilcrcncil dc fi¡nciourlitlad cslli lclireirr¡:urllL

co¡t vurirciti¡t cn la sccucrrcil tlc su ¡rrorrrotor o dc ll plltd c()dilie i.¡rltc rlcl gcrt. Urta

prirttcra situación corrcs¡rondc cntonccs a la positrilidad dc curirctcriz.irr cl gcrr. conro sc hlr

cxplicatlo previanlcntc, ya sca i¡ tr¡r'r-rs dc la activitlad y/o tlc la protcína. o ir lril\,Lis (lc

sontlas lrctcrtilogas. Una vcz cari¡ctcrizutlo cl gcn cs fiicil tlctcrrr¡inur los nrcc¡rnisl¡¡o:

correspon<lientcs al fcnotipo de intcrés y sobrctodo es fácil disponer tle sondas út¡lcs co¡Io

marcatlores dc selección según el concepto de seL'cción asistida por l¡rarcadores (SAñl )

(Lande & Thompson, 1990).

Muy frecuentemente un caraclcr cuantitativo puede scr dcsconocido dcstjc cl punto

dc vist¡t dc sus bitscs gcnúticus. yi¡ scit !r\lc rlc n¡rlullrlc¿;r ¡r to¡¡ogr-i ¡r ir ir o. ¡¡r:is

probablurtrc ntc. poligénica. En esta condición l¡ iclcntilicación ¡, Ia utilizucitin tlc

rll¡rcadorcs gcttúticos vlt a pcnrtitir cirr:rctcriz;rr intlivitluos v lucgo lírrclrs co¡r los c:rlrrctcrcs

dc itttclés. E,l tttcjoutnricttto protrcsivo tlc lus cirrlctcrÍsticas tlc cstt¡s lilcas cs l¿eilitatkr cn

grun rnctlidu por la disponibilidtd clc estos rrrlrcadorcs (Figur¿ -j l) (SAñl). E\tü sclcecirill

asistida por ¡ttarcaclt>res scrá nlás ficil nricntras nris cortu sr-'a Ia tJistancia c¡ttrc cl ltriLleutlor

y cl locus, ya quc su scgrcgación cornún será nl¿Ís lrccucntc durantc la ¡lrcir¡ri:., tlc ¡rrir
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gcrrclilción o lir otfi¡ cn cl culso tlcl ¡lroccso tlc sclcccititt. ljn cl cirso tlc (lr nlrtcrrtlot

colrcspondicntc cstrictanlcnte a un locus, lo que corrcsponde ¿l conccpto tjc Q'l'L. sc

vuclve posible clonar el locus y secuenciarlo a fin <.le idcntificar y c r ctcrizar cl gcn

implicado total o parcialmentc en el caracter fenotípico.

Mientras que en las plantas todos estos conccptos cstán anlpliünrerrtc'dcsalrollrtlos

y ltatr cnc<lntrado aplicacioncs dc intcrús cconrinrico (Bonicrhulc r'f r¿l. l()9.1: []rlrrlr¡tl.r'lrrl.

l9tl7: I'ó e t al, l99l: Wcller ¿r ¿rl, l98u: Xiao ¿r ¿/. 1995), cn lo quc conciclrrc ul canurltir¡

la sclccción gcnétici¡ sc cncucntra crr sus inicios. consitlcnrr¡do ll itlc¡ltiliclcitin rlc

¡'¡rarca«lorcs para distinguir individuos quc tcngan lenotipos dc intcrús )'. a I)lrtir (lc c\l()s

irrrlivitltros, cst:ttrlcccr líttcas lr lln dc podcr cttrprcndcr ¡.lrognuttirs tlc sclceitin,
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II. Il.\',l ERIALI.]S Y l\llll'ODOS.

2.1. i\Iaterial Biolrigico

2, l l. (l ¡r ¡n lr ro ¡r cs.

Se utilizaron 100 canlarones Penueus vtuuttunei (cntre 24 y 56 g), dc los cualcs

cincucnta (25 nraclros, 25 hcrrrbras) fucron provcnicntcs dc cu¡nau'or)cra y los rcstiurlc:. ( f5

rnactros, 25 hcnrbras) provenían del medio natural. Los aninlales ft¡eron nlantcnitlos cn urr

tanque del departamento de maduración de un laboratorio priva<lo (PLAYAESPEC)

ubicado en Palmar, Península de Santa Elena. Fueron alinrentados con una nlezcla de

ostra, calamiu, mejillón, scallop y bali¡nceado (5O7o <Je proteína) a una ruzón <.lc I l59t.dr-'la

bi<¡nrasa.

2.1.2. Control rlel ciclo rle lr¡urla v rxtracciril¡ tlc lrrrrrolir¡l:r.

Después dc las 72 horits dc pcrnrancncia cn cl tanquc sc !r¡i.r¡'ci.llon los trninlirlcs corr

un anillo cn cl pctlúnculo ocular y una ctiquct¡.¡ adl¡cri«la al ccl'alotórlx. con cl li¡l dc

controlar la muda individualmcntc.

Diariamente se rcvisaba el-ta¡rque y se registrab:ur la mortalitlad y la tnuda. Cuatro o

cinco días después de cada muda se rcalizaron extracciones de hcnrolinlu utilizando

jcringuillas dc I nll de capacida<l con 150 ¡rL de anticoagulanre lcirraro dc sodio al l0t¿.).

La hernolinfa fuc extraídu dcl sinus vcntr¿ll, obtcniéndosc cntre 200 y 500 ¡tL tlc curlir

catltiuó¡t Luegtl dr: catlu cxttucció¡t sc coloe lb;l un¿ ¡lus\,:.1 cti(¡rctil cn cl eclrrlolrilrrl.

2.2. ('¿¡racterizacirin «ltl ucnonr¿t

2.2.1. I'rotr¡cr¡lo de ertraccirin de ¡\l)¡* gcntinrico.

'Sc colocó la hcniolinfu (volumcn variablc) en un nricrotubo Eppcnilorl' { cupacitlutl tjc I.-5

rurl) y se centrifugó (5000 rpm, 6 nrin) en una rnicroce nrríl'ugu (Biol'ugc lJ. Hcracus
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sepatech )

.Se elintinó el sobrenadante, mantcniendo 100 ¡tL dc plasrna ¡rlra resuspcrttlcL Ios

l¡c¡nocitos. En estc punto sc pucdcn guardar las mucstras a -80 gra«los C tlu¡untc vlliar

scr¡¡¡¡nas. Sc añ¡dicron 300 pL dc solucitin salina (NaCl 0.99á) v sc ccntrilirB(i t5(Xx)

rpnr. 6 linu tos ).

.Sc cli¡¡tinti cl sobrcnud:intc y sc uiradicron 300¡tL tlc sohrciri¡r lri¡xrttinicl (10 rni\l Irir-

llCl, t0 nrivt EDTA). Se ccntrifugó (4000 rpnr, l0 nrin) ¡'sc cliruinti cl sotrrcnuth¡rtc.

.Sc añudió I mL de rcactivo DNAzol lguonidina) nrczclxndo con una nricropipcta y sr'

centrilugó ( 10000 rpm, l0 min).

.Se recuperó e[ sobrenadante (conteniendo el ADN) y se adicioncron 500 ¡lL de ctanol rl

1007o. Sc ntczcló la nrucstra invirticndo cl tubo varias vcccs. sc dc_jr'r err i¡rcubircirin ir

tcr¡)l)cri.rturü ¿rnbicntc ( t-3 ruin ).

.Sc centrif ugó (4000 rprrt. 2 rrrin) 1' sc rcalizaron dos l¡,'';rdos co¡l 0.ll- I ¡rl tlc ct;rnol irl

95'ji. Cadit li¡vitdo consistc cn sus¡rcndcr cl ¡\DN cn cl clunol invirticntlo cl lrrlro -l-(r

vcccs, para lucgo pcrnritir quc el ADN sc asiente colocando cl tubo cn posicirin rcrticll

durante 0,5- I ¡¡tinutos.

'Se rcnrovió el ctanol con una rnicropipeta y se sccó el alcohol rcn)ancntc coltrudo cl tLrbrr

abicrto cn un dcsecador conectado a una bo¡nbl de vacítl.

.l inrrlrrcrrtc sc rcsrrs¡rt lrrliri cl AI )N clt l(X) ltl. rlc :r¡rr;r rlcstrl;rrlrr

2.2.2. Condiciones de AP-PClt (,\llcatr»r]' I)rinre<l I'olvnltr¿lsc ('h¡ri¡l

Itcactir¡n).

Para dcter¡ninar las c<¡ndicioncs de la AP-PCR sc ¡.)ürtió dc krs ¡rrotocolos

propuestos por Melena ( 1997) y Tassanakajon ( 1997).
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Sc prcpani un volul¡ten tle rclcción dc 50 uL por rlucslrir. sc¡ltin lu rigLrictrtc tirhllr

cotrII,()¡..IiN',I'l.l C.\N il t),\ l)/('( )\-c I,.\ l ll,\ (' I ( ) \

Tanrpón de reacción (PROi\1EGA) lx

ItlgCl2 (PROMECA) I rn\l

'l'aq pol inrcrasa ( PROI\'lECA)

I)¡i¡ucr 817-l: 5' ¡\,\(l(i(iCiC¿\(iCi,l'

IU

rlN'l'l's t I'lt()N'l l:(i A I l(X) Lt\l (cirrlrr tttto )

In ie i;ttlor (E.LlROGIiNti l ICS ) lü)0 r:g

.\l)\ cntlc l(X) ¡ 10 ng

r\gua qsp 50 uL

.Se adicionó a cada (ubo 50 ¡rL dc aceitc mineral

Diversas pruebas clemo.s(raron que los parátltclros licr)rpo )' tcr))pcrill(lr:r

inlluc¡rciabln cn gran nrcdirJl los pcrlilcs rcsultirntcs (l)rc:crtcir t/o;rurcttci:t tlc hirtt¡.lir:).

Los trabajos condujeron a la optinlaqión dc un protoc()lo rttirs rc¡rrrtdttcil)lc (\cr

Ilcsultrdos). Las arn plil-icac ioncs ft¡cron rcalizatlas cn ur¡ tc ¡uroc ic lur.krt [iricortr¡r.

De ltaCyclcr [.

2.2.J. I n iciadores.

Se utilizaron dos iniciadores dccanléricos (Tassunka.ion ¿,t ul.. l9\)7'¡ ¡r;rra la:

rcxcc ioncs de AP-PCR:

esB0,r

6)$
-,B-,,ff*

¡tSUOrtcl

crtr¡Át

I'r'irncr #-15(r: 5' CCCGAGGI-CC -1'
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1.2.{. I)e tr:rrninrcirin tle ¡rcrfilcs de ll,\l'l).

Los proc.luctos dc arnplificación obtcnidos fucron visr¡ulizttlos crr clcctlolir¡csis tlc

agarosa ( L57,¡ por tinciór¡ con llrorrruro tlc ctitlo (StGNtA) ¡ conrigliulos cor¡ n¡u¡'c:r,.krrc.

tlc pcsrr l¡rolccul;lr ( I Ktr l:rtltlcr. PROIlECA I plll li.r (lstc¡ nlinle itin tlc l;r. tirlllr.

¡e5l)ectivi¡s, Sc obtuvieron así dos perlilcs RAPD para cild uno tlc los ll caÜ)ilronu\ (luc

fucron conrplcta¡ncnte analizados. tanto cn tdn¡rinos genótico\ co¡llo in rr)unit¿rrio:\.

2.-1. ct{)n es in nr t¡ n il a rir¡t

2.-1. l. l)ttrrlninacirin rltl lrrrnograrrrl (\luñoz. 199(r ).

.l'irr'¡ flcilitar cl contco ilc los l¡cr¡¡ocitos. nllntc,rcrlos con Lut hucn rrsPccto trot lirlr'rsieo v

cvitlr l:r agrcgución cchrlur, sc tliluvcron l5 ¡t- dc hcrnoli¡rl:r c¡¡ l-5 |tL clc lir¡ r u:rklc l¡Ítkr ll

l0'ii. Las r¡¡uc\tri¡s ¡rucdcn scr al¡rraccrlul:rr it -l"C un ttlili¡¡ro tlc l-l lror:ts r:tt rcer¡rictttc.

bien cerrarios para inrpedir la evaporación.

.El conteo dc los hemocitos fue realizüdo en un henrocitónrctro (¡'cubauer. Er¡¡ru).

utilizando un microscopio óptico provisto dc un dispositivo dc contr stL' tlc la:'cs

(Olynrpus Btl2, objctivo A20 PL).

2.-1.2. Cua¡rtif ic¿rción del anirin supcrírsido (lluñoz. 199(r),

.Sc colocaron las ¡¡lttcstnrs dc l¡c¡¡rolinl:r rcciún crtrirÍrllrr (-5() lll-) cr) los rc¡¡rcclitos l¡o\ot

dc una placa dc microtitulac ión. En cada hoyo sc atliciorrti un vohrrrrcn igual dc l\lllBSS

lX (Ca++12 nrV. lVtg++ 26 ¡rrll).

.Sc tic.1ó incubar durantc 30 nrinutos para perntitir la lrjlcirirr tlc las células c¡t l;r

rnicroplaca.

.tJnl vcz t¡Ltc lirs cúlulits sc lijiu'ott a lir ¡rl:rcl sc cli¡¡i¡tri cl solrrcnlrlirntc y rc rrtlir.ioltri

cu itludos:lr¡rcntc, -50 [L dc ]\llllJ.SS lX (Ctr++6 tn\1. \lg++ 1.1 ¡rrNl) cu cltll lloro.

I
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.En los hoyos que scrr'ían de control para evaluar la actividad básicu de los ltc¡rocitos sc

itñadiero¡r 50 ¡rL dc Mt'IBSS 2X. En los ho1'os que scrr'Ían para evaluar la rL'spLrcsta (lc

lirs cúlular ir u¡t cstirrttlitntc sc i¡ñurlicrolt 5{) ¡tl, tlc I'illA 1-1orrg/rrtl) ¡ttc¡r;trttkr e¡t \ ll ll}SS

2X.

.Se colocilron 5t) pL dc NU'l'ul 0.2.19á (nrcparado cn NIllllSS lX sin ckrlurtt tlc ('u v

Nlg) crr trxJos los lroyos, La crrrrccnt r¡cit'rn finll tlc Cil++ y ¡\lF++. cnt dc (r rttNl v 1.1 ¡lr\l

rcspectivamcnte.

.Sc incubaro¡r las placas a tenrperatur¿¡ anrbientc. durantc I I)o¡as (ticnlpo rcr¡ucritlo ¡rlrl la

rcducción dcl NBT) cn un lugar protc_lido dc la luz <Jebido a quc el n-81'cs lbtorcnsitrle .

.Sc elilr¡inó cl sobrcnatlantc dc la nricroplaca atlicionantlo lucgo 2(X) ¡tL dc nlctiulol cn cldir

Itoyo ¡llrta tlr:tcncr llr rc:rccirin ¡' rcalrzar un pritttcr lrn¡rlo. Sc tculi¿rr¡ott tkrs llrr'¡rrlor rnri.

con 200 ¡tL dc nretanol al 70 9i.

.Sc J^-uttitió lucgo sccar corn¡)lclilrncntc la pl;rca a tcrnl)crrtulir rrr¡rbiculc.

.Para solubilizar eI forn]ilzán intracclular se utilizaron 120 ¡tL dc KOll (hitlltixrtlo tlc

potasio) 2lt't y l.+0 ¡tL tlc DltlSO (Dinrctlryl Sulfoxidc). Utilizantlo una nriclo¡ripct;.r:c

disolvía conrpletarncnte el fonnuiin.

.Sc nlirliri la tlcnsitlatl tiptica dc lls plucas cn r.¡n c\l)cclr()lirtrinlctro tlc nricrr'¡'l;rerr.

(l-itl)s)\tctn\ iVlLrltiskan lJiclrtunlutic -.lJtl)r u¡l¡.r lt¡¡rritr.rtl rlc onrlir tlc ()10 rr¡lr. c\t() ¡)(nl¡ltc

ctrit¡ttillclr la cantitlld dc for¡tutzlilr inl racc lt¡lur obtcnido pol ircci(ir) (lcl irniri¡r sulrcltirirltr.

2.-1.-3. (l¡¿¡¡¡1¡¡icacirín tlc la :rctirirlurl :rntiblctrri:ur:r 1'l a¡liu, 19971.

.En un nlicroplaca lCorning Glass Wo¡k. Rountl Bottorn. l5ti50) sc ntcz,clalolr l0ltL (lc

l¡.t rnuestra de plasnra ( 5 UL dc p¡asnril y 5 ¡rL de anticoagultntc) con l0 pL de su\pc¡lsirin

bactcri¿¡nu tlc Esclrcricltiu t'oli D-l I (0.0-l D.O. a -5-10 n¡n) cn r¡lcdio LIJ (Lcnlrox [- Erorll

Brse. Cibco BRL)
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..Sc dc.jr'r incutur por I l¡orl ir 'lA.

.Es necesario llcvar un control de crccirnicnto bactcri¡no sustituyendo lu hcrrrolrnlir ¡ror l0

IrL dc r¡¡ra soluciótr dc agua dc nrar ¿l 701á, estcriliz-¡dl ¡¡¡cdiiuttc Iiltllcirirr ((lcltttit¡l

Scicnccs 4320.0.2 nt) c iguuladu volt¡r¡¡r-'n lt r'olunlc¡: c()tr :ttlt ic()ilgtt l:ttrlc.

.Tanrbién se consideró un control del phsnn para cada niuestra con l0 ¡tL rlc nrctlio rlc

cultivo LB rcenrplazan«lo h suspensión bacteriana.

.Después dc Ia incubación se añadi(r a todos los poz-os ?00 ¡tL dc rncdio dc cultivo.

corrrplctando un volunre¡r flnal ttc 210 FL por ho)'o.

.Se clictuó in¡r¡cdiatulllcntc lu lcctura cn cl cspcctrofóto¡ncl to dc ttticroplitcas {Lubs¡':tcttt:

lllt¡ltisk:rn Bichrornatic SJll) lr unlr Iongitutl dc ontll dc 5'10 ntrl. csltt ¡ttcrlicirilt ct;t

ct¡lrsidcmtla cr¡¡rro cl ticrrtpo 0 crluivirlcntc ul lll:rnco. cl luislno rluc c¡it rc:\trrl() tlc lrt lceltl;t

obtenitla luego rle 8 horas dc crccinricnto blcteriono.

.Mcdiante un cálculo sinrplc sc obtcnía el porcentajc dc creci¡nic¡rto bücteri no tlc cath

¡nuestra, considerando al control bacteriano corno el l0lJ7c tlel creci¡nicnto. El porccntljc

de inhibición de las nruestras se obtenía dc la difcrencia entre el crecinliento bactr'rrlno (lc

la nrucstra y tlclco¡rtrol.

2.3.4. I n nru nodosi ficacirl n de factores plasnriíticos (prokrcolo de tk¡t blot.

CI'NAIi\¡).

.Sc dc¡rositalon l[rL dc plasrrra ldiluídt, 
',r,UU, 

cr¡ nlcr¡rbr¿r¡la¡ tlc ¡ritrocclult¡srr. l-ur

nrcl¡rbranas se secaron a TA (30 nrin).

.Sc incubó con PBS(NaCl l-50 nri\f , KCI 3 nri\j, KH2POI 2.5 nrivl, N¡ll{PO-l tl.5 nri\1.

pl'l 7,2) -lcche tlesclenratla 5Vc lplv) dcjando cn agitación suavc ((l) ntin.T¡\).

.l)ostcrionucntc sc r¿rlizlron 3 lrvatlos ( -3 ¡¡rin c/u ) corr I)1]S- l's ccn l0 t O. | '.; )
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.Sc dcpositó cl prirner anticuerpo (ntonoclonal) y se dcjó cn incubación (60 trtin. T¡\ I

.Sc aplicaron J luvados (3 nrin c/u) con PBS-Tsccn l0 (0. lti')

.Sc dcpositó el anticucrpo conjugado a la fosfatosir alculina (rlilució¡r l/10.000 un l'lJS-

'l'rvccn-0, l%,-Lcchc 0,-5 9á) ¡'sc incubri (J5 ¡ri¡r.'I'¡\).

.Sc aplicaron nuc\';.ln¡cnlc -] llvudos 1-3 rrrin c/u) c«rn ['lJS-'l'utcrt ]0 {(}. lrli )

.Sc rncubó con la solución sustrilto prcparatla c¡'t cl ¡lrorlrcnto:

- 33 ¡tL dc BCIP (25 nr-s de 5-B rorno--l-Cloro-3- lndol¡'llbsfirto en 0.-5 ntl dc tli¡rtcthr'l-

fbnnanrida)

- (fi ¡ 1- dc l 
',v 
fJ'f (2-5 rng tlc Nitro [-]lLrc'l ctrlr¿olirt¡tt crt Irrl rlc utLrt tlcirrnizlul¡r)

- l0 nrl de tarupón Foslatlsa Alcalina (NaCl 5.8-l g/1. iUgCl2 0.-5 g/1. 1'ris busc l1.l I g/1.

pl I 9,-5 ¡.

Nota: Cuando la intcnsidad dc la rcspuesta cs ¡rcrfcctanrcntc visiblc en los conllolcs

positivos, la rcacción cnzir¡rítica es detr.nida lavando lu nrcnrbrana con ED'l-z\ : ¡ltrl (50

pL tlc EDTA 0,5 M diluído en 25 nrl dc PBS).

.Conccntración dc los anticucrpos nlonoclonalcs (prinrcr anticucrpo) utilizldos ¡lrra cutlu

llre l(lr':

-AIrti allrr-2 tttircroglolrrrlirra (Furilicil(l()): l.J n::/¡tl-

-Anti lirctor dc coagulación (purilicado¡: ti-l ng/¡1.

-r\nti aglutinina (sobrcnadantc rlc cultivo) 1858 ng/¡rL
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El trabajo fue iniciado con un grupo de 100 animales considerantlo la rnortulidad

crónica que es clásicamente observada en los laboratorios en Ia actualiclari, y que sc ubicit

c¡r rrlrctlctk¡r dcl 27, ¡ror rlíit. Así. ¡rlcvicrrtkr a¡uilisis tlc l):rriinrutr()s i¡uuunilirrir)\ cr) lrcs

pcrío<los de intermuda sucesivos, la duración de la expcrintcntación dcbía scr tlc alrcdcdor'

tlc scis scr¡ra¡ras.cor¡ un¡l t¿rsa dc supcrlivcncil dc:qrroxirttadarttcnlc cl -¡5';Í . [itt l;r ¡rr:icricir

csta t¿r:ta llcg(r apenas al 309á: esta li,ecra diferencia podría inlputxrsc al csttcs utlicionll

provocatlo por lt nranipulación pcriódicl tlc los uirnalcs, lo que incluía la puttcir'rrt para la

lccolección de hcnlolinfa. Sólo en l2 c¡nrarones fuc posiblc detcr¡nini¡r los scis

p rúr¡¡etros in¡nunitarios cn trcs ocasiones, dcbido a clificultudcs técnicus t¡ue sc

prescnturon para la deternrinación dcl hemogranra v dc la rctividad antibrctcriurra c¡r

algunos anirttalcs. Consccucntcnrcntc ll cxrlc tL'r izac irin gctrúticlr por Al'-l'CI{ lirc rcllizlrll

r.iniclr¡tcr)tc cn cstos l2 ¡rr¡i¡llalcs.

3. l. I'rotr»colo o¡¡tinrizatlo de AI'.1'CR

La AP-PCR pcrrrritió obtcncr pcrfilcs tle' RAPD tlc los l2 anir¡rllcs corr url volL'urc¡¡

dc ¡ttuestra rlc entrc 200 y 500 ¡tL r.lc henrolinfa. La ctapl dc polirncrizacion lirr.'

progralnttll con cuatro cscalas «lc lcnlpcratura para cvitar quc cl irriciador sullu tr¡¡

calcntanliento derursiado brusco lo quc. dcbido a su rcducitlo nt'inrcLo dc nuclcr'rtidrrs.

podríu ocasionar una dcsh¡bridrción prr:rn:rturu. Las escalls pcrnritcn la ekrrrgucirin

prclirt:inar dc los irriciadorcs (luc, unil vc¿ t:xtcn(li(l()\. pcnr)ilncccrl lrihr itlrrrlos tlc nr¡urcr;r

Ir rt¡clto rruis cstrblc.

Sc ctlcontnt¡'()rl vlrius dilicultltlcs ticrricur, llr: nt:is inrlr¡¡tlrrl!'\ ligit(l;r\ l l¡r cl¡lirl:rtl

dcl agua utilizrda para las dilcrcrrtcs rcaccioncs. E¡t cfr.'cto. cl irgu:r tlcstil:rrlit ¡trotlrrcitlir cn

cl htloratorio o algunas aguils pxr inl'ccción conr¡rradas crr larnlircias [rl.jo lir lirrnrit tlc

untpollus condujcron a la aparición de productos rle anrplil'icación cn los co¡rttolcs

ncgativos, lo quc sugiere la presenciu de r\D¡N bajo la fornra de truzits contanl inlutte\. Lit
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arlquisici(rn dc agua dc calid¿l(l ultrxpura (PROtrlEGA) pcrrtritit'r rcsolvct cstos ¡rtttltlcttt;t:

de pro<iuctos dc amplificación contanrinantc. Otrc diflcultad correspondió a los ¡rruucrosos

cortcs cléctricos localcs que penurban la progranración dcl tern¡ocicladr)r. Io (plc ¿¡ ¡¡rcnutlo

condujo u la pértlida tJc cienas cxpcrinte nt¡c iones.

Luego dc nu¡nerosas scrics dc expericncias sc obtuvieron pcrl'ilcs dc R¡\l)D srrt

¡rrrrhlcrturs tlc crlrttiurrinircirin, lo c¡rrc rct¡rririri t:rnrhitrn l)rc\lirr rrnl ;rlcrreiri¡l t)irli(ulr¡ ir lir

cu¿lntil'icac ión del ADN. La baja concentración de las solucioncs <.lc ADN «rbtcnidls u

partir dc nrucstras inilividuulcs dc hcnlolinfa linritti la conliabilidad tlc ll¡ ctrl¡rt ilicuc iri¡r

cspcctrolbtorrtétrica, por lo que se aplicó un método de estinlación por obse-rvacitin riirecta

cn UV lucgo <lc coloración con bronruro dc ctidio (Maniatis sl «/, 1989). La irnportanciu

dc h cantidad de ADN utilizada en las reucciones de AP-PCR ha sido bien tJcnrostrada ¡ror

Melena ( 1997).

Considerando la nueva infornlación e.rpcrinrcntal y lo prcviarncnte ¡>ublicatlo por

IVIclcn:r ( lt)91], y '[:rs:anakrrjon tt I. llt)t)71, sc crtublcciri lu ¡:rognrr:lrcitirr tlul

tcr¡uociclatlor lul corno sc describc a continuoción:

I.' \ S I,, 'I la\lI,trtt.\t |¡t.\ ( ( l 'I IL\lI'() trt':t

l'r rdcsnirlu¡ll. ([ ]

Dcrn¿turuli¿acirin

[]ilrrr.l.r¡r,in

l\rlr¡¡¡c¡ izrrcirin c.c.rl.¡ |

I',,1t¡¡rcri¿uc¡tin crc¡lir l

Il rlr¡r re r rz¡re ¡rin c.t.rl.r.1

,/l

9i

.lt,

56

it)

.li
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I\rlr¡ncrjz¡e irin c:,c¡la J 12 90
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l'r rl¡ ¡¡rcri¿rrc. ll¡¡l (l)

Irl¡nteni¡nic¡to (-l)

i)

ri

tn )r)

l= Sólo para cl prinrcr cicl¡¡.

2= Sólo para el últinro ciclo

-1= Dcspués de "10 ciclos

id= lndofinido, hasta rctirar las nrucstr¡s.

-1.2. I)rrfilcs tle ll,\l'l) tlr los clr¡n:rrr)nrs an¿rl¡zir(lo\.

En basc aI progrxnlr dc AI¿l'CR opti¡¡li¿üdo. sc c\tirl)lccicron los ¡rcllilcs rlc l(r\l'l)

pufa los l2 ci¡nraroncs para los quc fuc posiblc clctcrDlinur trcs vccc\ cl corúunto dc l : scis

pruebas inmunitarias. En las liguras 33a y 32b se nlucstr¿n los pcr[ilcs RAPD util¡zantlo

los iniciadorcs # 174 y #-15(r.

Los perfilcs de RAPD incluyen bandas ¡ulvorcs. obscrvatlls dc nurncL:r

rcproduciblc prra cadl aninral considcrado. y ba¡rdas rncnorcs. ct¡r'u ohscrr';re itin cr

lluctuantc pJra unr ntisnlu nrL¡cstra dc AI)i..v dc una rcucciór) tls AILI'Clt a l ()trir. I)(rr c\tc

hecho, sólo los protluctos dc anrplificación ¡nayorcs han sitlu cor¡sidclild()\ cr)n¡o

tltarca«lorcs genéticos, sicndo su talla rc:'pcctiva tlctcrr¡¡i¡r¡d por rclcrcnci.r los

nl rcadores dc peso ntolccular ('l'ablus Iu y lb). Sc idcntillc;rron dos tipos dc bur¡rlls cn

función de su intensidud, luertc o reducida. lo quc podría dct¡ersc a la prcscneta dc ll
secuencia correspondiente cn cl genonra del uni¡nal, )'a scu biúo la lir¡'¡u¿r dc horrrocigoto o

dc hctcrocigoto. respectivanlcnte. Por otrü parte, lgunas sccucncil¡s ¡tor.lrÍan scl rruir

ucccsiblcs quc otriN a la Ilibridación de los iniciatkrres, Io quc cxplicaría lir prcscnciu rlc nriis

¡rtotlLrclo tlc alrrplilicucitirt cn :rlgururs blrrttllLs.

'l'anto plra los iniciadorcs #17-l y #J-56 cicrtir\ hirnt'lil\ lr¡c¡olr o[:sclvutllrs cn eirsi

lodos los ci¡tI):lro¡lcs iln0liz¿dos. lo quc indica la tc¡rtlcncil r¡tolronltrrllt (lc L'slr)\

l¡)¿ttcldorcs. Sin Ct b:r[go. t rntlión sc dctCClaro¡t ¡lurrcitd0r,,'s poli¡rlrr¡.lir¡. (lrt§ l)c tlürl
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Tabla I l: I)rscri ci<in dc los erfiles de RAPD de los l2 c¡nrarones an¡lizados. rinrer f 174.
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clistinguir príctica¡lente carh carnarón a pürtir dc un solo pcrl'il RAPD «¡btcrtitlo con urt

iniciador dado.

3.3. \¡alorcs individuales de los efectores innrunitarios.

Los i¡nálisis de los cfectores innrunitarios fucron practicatlos lrcs vcccs a lin tlc

cvirlu:rr su variabilidad tc¡nporrl, sicntlo cl objctivo dctcrr¡ri¡urr si us ¡rosiblc rce()¡l()ccr

ciunaror)cs con vulorcs irtt¡tunitarios pcrrllancttta¡¡rcntc supcriolcs. -l 
ul sttpcriolitlutl ¡rrrtlrílr

scr tle ¡ritturalezu genética y, por consccuencia, correspontJcr ¿ critcrios pua crrr¡rlcrtdcI urrir

sclccción rlc tipo cuuntitativa plra clnruror¡r's con nrcjor capacidad dclcnsivu.

En la prictica, las nruestras de henlolinfa fueron obteni<jas la prinrcra ocasitin parl

80 carnarones, la segunda para 53 y la tercera para los 30 uni¡nales supervivientcs. Eu

electo, como se indicó an¡.eriormente. la tasa de mortalid¡d dc la experinrentación fuc

ligeramente superior a la clisicamente obscrvada en los laboratorios, ulcanzúndosc uni¡

su¡rervivcncia final dcl 307o. Los rcsultlrlos rlc la ¡;roduccitin rlc ¡nitirt stt¡rr'r'oritlo v

hcnrogranra de los animalcs nluertos en el curso dcl ensayo sc prcscntan en cl r¡r.'\o l:

única¡ncntc estxs dos pruebas se lplicaron a ellos con cl fin dc cconornizar. ya t¡uc son lrr:

únicas rcalizadas inr¡tccl iatanrc ntc dcspués tlc tonlacla Ia nrucstru. Finalrncnte. rrllo lilc

posible paru l2 ca¡ttaroncs tletcrnlinar cn cada ocasión los 6 valorcs dc l()s cl0rlrlrc\

inntunitarios. Todos los valorcs son presentatlos cn cl anexo ll. pero la inlirrnruciri¡l

rcfcrentc a los citatlos l2 canrarones constituyc el objcto centrul del prcscntc aniilisis.

A fin de poder integrar los valores tlc.lo.s difercntcs tipos r.le prucbas. k.¡s lcsultutlos

dc catli¡ unu tlc clllrs lilcron tr¡rnslirr¡ulrdr¡s cn porccrrtirjcs l)lr:r \cr cx¡rrcsirtlos tlc lnrllü¡;r

Itorttogdnea cn lbrnra dc un índice de capaciclad innrunitaria lTatlla 2). AtJc¡ulis sL. c\l)rc\(i

ntt¡t tÚ ticattlcntc la variabilidacl tanto indivitlual cor¡ro tcnrporr¡¡ rlc cirtla ¡rluclla cn li¡ul¡ir rlc

d():' coclicicntcs: cl crrcflcicntc tlc variabilidad intlividual lCVI). cor r cspontlic¡¡lc l l;.r ¡:rzrin

cntrc lu desviación cstíndar y la ntcdia ton)irndo ct-rnro dttos lts ¡r¡ctlias tlc lgs t¡cs r irIrrc.

dc cada ani¡nal, y elcocñcicnte dc variabilidad tenrporal ICVT¡ piua cuyo cilculo sc otrtr¡r'o
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cn pt'intcr lrrgar un coclicicntc para cadl ¡ni¡rrul (tlcsviltcitl¡r csllir¡tlrtt/r¡tctliit) ttrt¡lrtllrlo eoltlo

datos los valorcs corrcspondientes a cada ciclo de ntuda y, postc riorntcntc. se ot)tu\'o lit

¡nedia ds todos estos coeflcientes, que correspondía al CVT.

-1,-1.1. Deternrinación del he nrograma.

El hemograma fue considerado dc ¡nanera sinrplificada. cvitirndose cuantil iclr- krs

(lilclcrrlcs ti¡los hcrrrocitarios y lirrritiirrtlosc lr lu dctcLnlinlrcitin tlcl ¡¡r't¡rrer., lol;rl rlr'

henrocitos. Tal sinrplificlción responde al hecho cle que el reconoc i¡r¡icn to tlc los ti¡rtx

cclularcs rcquicrc una obscrvación mcticulosa y un¡ grrn c,rpcricncia dcl opcratlot.

Los hcrrrogrrrrurs ¡lrostrlro¡l li ccucr)tlrr¡tcnlc lt¡¡¡¡c¡¡l()s y I'crlt¡ecioncs rlllislicos Llcl

¡rún¡ero de henrocitos en lapsos tlc l5 días (CVT=0.48). lo quc coresponde a ll tlulucirin

prornedio dc cada ciclo dc nruda durante el ensayo. El prorneclio global cncorttratlo luc tlc

20 nrillones de her¡rocitos por rnl. El contaje prometlio de hcrnocitos por ciclo pclnrlnccit'

relativa¡¡rente estable, aproxirnatlamente l8 nrillones por nrl- pura cl prir»eto. 2l ¡¡rill,»¡c,

por ru[- para el scgundo y 20 nrilloncs por rll prra cl tcrccr ciclo tlc ¡uutla. Los co¡rtlics

lucron cxprcsatlos conro porccntajcs considcrando cl ¡¡rcrlor valor (1.(XX).(XX)

hentocitos/ml) como el 07o y el mayor (51,400,000 he¡nocitos/n¡L) corno el l(X)',i. t-rn

vulor cxtremo de 66,80O,ü)0 henlocitos/nrL no fuc cstablccido co¡¡lo lír¡ritc tlcl riurs(, \'ir

quc, cn base a la infornración disponible, sc considcró cor¡lo rrna cl¡rtitl¿rtl

exccpcionalmente alta.

Nueve animales tuvieron, para los tres análisis, una nlcdia supcrior a ll ¡uctliu

poblacional (7Mcam, I lMcanr, 7Hsil. l0Hsil, 3llcanr, l?Nf sil. l9llf sil. 2lN'Isil. l-ii\lsill.

Los canttroncs TMcanr y 2-5lvlsil nlantuvicron un núl¡ruLo tlc lrc¡uocilos al(o v rclirtir.luncrtc

cstlblc. iil cat¡rltórt l0llsil plcscntó, cn prorrtcdio, cl trral'or' ¡¡rin¡cLo tle hcnroeilo..

dcstlcíndose un contajc supcrior a 66 nrillones de hcrnocitos por nrL lucgo dc lir tctcclir

lrtttd;t. Sc obtuvicron rcsult:tdos para 20 anirnalcs (["igurir 3-]1. tlcbirlo ¡.t (¡uc l)iltir lo:, oltlrs

l0 strpcrvivicntcs ntt sc pudicrott rcitliz¡r l()s tlcs co¡lliúcs ¡rot ¡rlrrhlcrrurs ()cir\r(rlirlc\ (ld



6li

aglutinación cclulur. El Anrilisis de Rangos Múltiplcs dc Dunc¡n (ARlvf D) (A¡¡cxo lll) rto

rcvcló dilcrcncias signil'icativas (p<0.05) entrc los 20 uni¡nales, cncontLlintlosc u¡r

CVI=0.32.

-1.-1.2. C'uantil'icacirin dr¡l anirin su¡rerrixirlo.

Los vulorcs nríxirrros obtcnidos [ucron relativ¿r¡lcntc bajos cor¡rpirrir(l()\ c()n

aquellos observados en otras circunstancias y en aninr:¡les rle la ¡uisnla tallt (Rorlrígucz.

com. pcrs.). Para uno de los animales ( I IHsil) Ia tasa ¡ncditla en el prirncr ciclo llc ilc

.1.55, sin embargo este vllor no fuc tonrado en cue¡lta para cstablcccr cl rarrgo tlc l:r ¡lruchu

por scr extrenlada e inusualmente alto. En lo gue concierne a los a¡rinrüles un liz:rdos cn cl

prcscntc trlbujo, la produccit'ln dc ani(rn sttpcrrixitlo no se nl()slr(i tlirccllrrrrclllc rcl;re ion¡xlir

con el hcrnoSranta (Figura .12), al nrcnos considcrando el núnlcro dc l¡c¡rrocitos sin

distincitin tle sus tipos: hiulinocitos, granulocitos y sc rrri-gnrnu locitos.

Cotno sc intlicó anterior¡r¡cntc. cl índicc corrcsporrrlic n lc l¡ cirtlu ;rniln;¡l lirc

exprcsurJo lucgo cn un polccntljc. consirlcrando I y I .79 corrro 0 )' 100',á rcsl)cctivilnrc ¡ltc.

Esto significa quc sc consideró a prktri conto nrcjor cn térn¡inos rJc capacidad innrt¡¡ritulrl.

u¡r índice alto que un índicc bajo. Este criterio resulta lógico si sc considc¡l quc uni¡ nli¡\'or'

producción dc anión supcróxido pernrite nratar rnás eficaz¡nente nricro<irganisrnos. lo t¡rrc

constituye la birse de pruebas análogas practicudas en vertcbrados.

El anión supcróxido es uno de los radicales de o.rígeno producidos por lo\

hcmocitos en el curso del proceso ite fagocitosis. Su cuantificación estí busarlir cn lir

rcducción del NBT, realizándose las lecturas por espectrofotolnetría cornpllilt ivarnc ntc

crltlc dos r¡lucstrus dc hcnrocitt¡s: csti¡nulüdos y no cstirnuhdos. El latio c¡rtLc los tlt¡r

vlrlr¡rcs es utiliza(lo plrra detcrnrinar un íntlicc. t¡uc corrcs¡rontlc u l¡ l¡slr tlc cslinrul;rt irrn.

Lus vlkrrcs pr'óxirttos u I corrcspontlcn a iiniru¿lcs cuyos ltctttocitos t¡o rci¡cei()¡l¿u(¡n il l:r

cstinrulación. Esta prucba cs conrplenrcntaria y, u pr tri,ligldaconcl hcnugraura.



()()

Entre los treinta a¡rinlales analizados en tres ocasio¡res (Figura 3.1). dicz- prcscntulort

tasas promedio supcriores a la nrcdia poblacional de l.2l (l2Mcar¡r. l6Nlca¡tt. l-lirlcr¡tr.

Tlfsil. I0lfsil. llllsil. I7llsil,20llsil, l9lvlsil,2lMsil). Scgtin cl AIilvlD (Ancro lllr l;r

conrparación rJcl Índice dc cacla aninral con cl dc los otros 29 cat¡t¡r¡oncs rcvclÚ que cn ttccc

casos había un índice significat ivarncnte superior 1p<0.05): cl CVI lt¡é de 0.-53. rtricntnrr

qLrc el CVT tué rle 1.19.

J.-1.-1, Cuarrtificación de la letivid¿rd antibacteriana.

La actividad antibactcriana para cada camarón es estirn;¡da espectrolbto¡uétric¿rttcntc

e¡r base a la conrparación de suspensiones bacterianas control y de suspensiones

bactcrianas incubadas con una r¡rucstra dc ¡rlasrna. Si las dos suspc'nsioncs tiencn la tttis¡rrr

tlclrsitlatl (iptica csto siglriñca quc el phsrnir clrccc tlc untivirl;ul unl ibrrctc¡'ilrt¡1. rnicrttnrs r¡rrc

llr lt¡sc¡lcil tle crccinricnto llactcriuno cn ¡lt'cscncia tlel plasrrra colrcs¡:orrdc l Lrrrir irrlrreirrn

total. Dc cst¿r ¡nancra unl tasa dc inhibición comprendi<la t:ntre 0 y l(I)fr scrii dclclnrinltl:r

¡rara cadr ani¡¡titl, cortsidcr':i¡tdosc cstc porccntqc dc irrhitricitin con¡o cl írttliec tlc tretrr ir.llrrl

untibactcriana.

Es inrportantc considcrar que csta prucba sc basa no er¡ la utilización dc u¡u llrctelir.r

patógena dcl cantarón, sino de la bacteri¡r Esclrcrichiu t'ali , cscogida cn razti¡¡ tlc su

cxtrcllla scnsibilidad a los péptirios antinricrobianos (Tapia, 1996). Lu clecciri¡l dc 1:. trrl¿

¡to ilcbc tcnct conscct¡cttcias cn la prcscrttc aplicacirin l)uc\ ¡)il[ccc t¡rrc los ¡rti¡rlitl,,r

:t¡tlibxctcl ianos tlc invcrtcbrados son activo\ conlr¡.r un Elri[l cspcctro dc l) ctct ii.lr. ¿\tlct¡t¡.ir.

cr. it¡lpot'titntc prccisar r¡ttc lls hlrclcriosis rlc c¡ntanxtcs solt rtt:is collrti ll l¡tc nlc sínrlrolncs

quc altctan cl sistcnta tJigcsttvo. No sc cictrc subcsti¡¡rar sin cnrblrgo la itrr¡roltarrcil tlc ll
i¡ctividatl atltiblctcrixnit tlcl plasrrta, ylr (lr¡c cor¡cspondc i¡ t¡lr clct¡rcnlo ¡rlirrronli:rl tlcl

sistcnra innlu¡ritario anti-infcccioso que protegc al uninlal de scptrcenrias originatJas por.

lcsiones extcrnrs o internas. Atlicionalnte ntc se debe recordar quc ciertos ¡lrt¡ttidor

antiboctcrianos dc invertebrados tienen también actividadcs antifúngicas 1'lo:lntivilllcs. ¡ror'

ejcnrplo en cl caso de las lintulas (Muta & hvanaga. 1996).
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Veinte camarones pudieron ser analizados durante sus 3 nrudas (Figuru 15). 1,1

prcscnl.aron una inhibición nre«.lia igual o nrayor que la Inediu poblacional (alrcdctlol tlel

537o) (2Hsil, 7Hsil, I lHsil, lStlsil, 20tlsil. 2lHsil, 8Hcar¡t, l2Hcar¡r. 4Msil, l2Nlsil.

l9Msil, 24Msil,25Msil). Para un animal (7Hsil) la actividad antibacteriana I'uc c¡t cadit

r¡c;rsir'¡n <lcl l(X)7. nrosl¡:ultk¡ cl AIIMI) (A¡rcxo Ill) r¡trc l;r rlile'te nci:t c¡r l:t rrclir itllttl

¡rricrobicida cntre este camarón y los otros es significatir,a (p<0.05). Sc cnco¡llnrron

nivclcs intcrcsrntcs tlc variabilidad intlivitlual (CVl=0.391 ¡icntlo urlcrr¡iis c\tiL l)ruel)ir lir

quc nl yor estubilidad ternporal prcscntó (CVT=0.28). La inrposibilid.rd tlc dr'tcr'¡linlr'

totlos k¡s Íntliccs antibactcrianos cn los 30 aninrrles estuvo rclacit¡nada con pclturbuciortcs

dc la lectura espectrofotométrica, ya sea por una fuerte nrelanización o por ¡rrcscrtcia tlc

bacterias contaminantes en el plasma.

.J.J..1. Inmunod<¡si[icación alfa 2 macrogk¡hulina.

Este tipo de prueba es senlicui¡nt itativo en la medida en que es posible a¡rrccilr'

cinco grados dc intensidad clc lu reacción (0, l, 2,3,y 4) por refcrencia al color dcl

producto precipita<jo cn la ¡¡rcnlbrana. Estos valorcs lircron lucgo ex¡lcs:rrlos en

ptrrcentajes, OVc, 251c, 5O?c, 759o y lo,qo correspontlic ntlo u 0. I. 2. .l 1'l
r cl)ccliviln rc¡rlc.

La in¡nunodosil'icac ión fuc rcalizarla cn los 30 anirnllcs t¡uc sotrrcvir'í:rn iuin :rl

tctccr lrniilisis (lrigtrrl .l(l¡. Sc ob:crvti t¡uc varirls iu¡inlarlcs tuvict()n íntliccs csl;rlrlcs. lt)

tttli¡ttltle^s con unr rcspr.rcsta protttctlio nlayor l la lncdil rlc lir poblacitirr. r¡uc ILrc tlc J.§ I

(ltlsil, THsil, lOtlsil, llllsil. lTHsil, l8tlsil.20Hsil,2lllsil. -lllca¡u.8llcanr. llllc;r¡u.

l7l{ca¡n, lEHcam, 25Hcam, 4lvlsil. l2Msil. l9rv'lsil.2llr,lsil.2.flvlsill. Los carr¡uror¡cs

de la

La disponitrili«lad tlc un anticucrpo nto¡'toclo¡tal cspccíl'ico tlc .l;r lrllu-l-

rnacroglobulina, así conro tle u¡ra técnica dc innrunodosificación dc tipo riot blot ¡rcrnritiri

ctcctuar cuan(ificac ioncs dc csta protcína, quc intcrvienc cn la lcgulacitin tlc tlivcrsos

lactorcs i¡r r'¡¡ u n itu rt r.r s.
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lSllsil y ltlllca¡u l'uc«rn los (luc prcscntaron n¡r¡yorcs cilnlidrdcs tlc allir 2 rrurcLoglolrulirtl.

Según el ARMD (Anexo III), lSHsil y l8Hcam no difieren significativarnente (p<0.05)dc

2lMsil. l0Hsil. 2Hsil, 201{sil y 2lHsil que son los anin)alcs con los nruyorcs írtdiccs

luego de lSHsil y lSHcanr. Con respecto a los demis curnaroncs. los índiccs dc c\t()\ d()s

anirnalcs si son significativanlcnte supcriores (p<0.051. Estl liré lu prucbl qr¡c ¡lL'r)or.

variabilirlad nrostró (CV[=0. 17, CVT=0.28)

J.J.,í. Inn¡uno«losificaciri¡r del factor de coagulac¡ón.

El lirctt» dc coagulación, (lr.rc cs un clcIrcnto ¡rliruordi:rl (lc¡ si\(cnr.r ir¡¡rrrurilr¡ io tlcl

canrurón para cvitar las hcnxrrragias. ft¡c cuantiflcado igualrrrcntc víl tlot blot. t¡uci:r: u l;r

disonibilidad <ie un antiuerpo monoclonal apropiado. Al iguul que p¡r la alla-l-

tnacroglobulina, los valorcs <Jc intensidad obscrvados en la rcacción del unticuclpo. luclorr

cxprcsuclos en lbrma de porcentajes lFigura 37).

El protncdio dc todos los r,:¡lorcs fuc dc 1.4 l. En h:rsc a su\ Irt'()nt!.(li()\

irltlivitluulcs, corrcspondicntcs a los trcs a¡tiilisis, o¡lcc c.ut).t¡()rlcs 1l(ri\'lclrtr. lllsil. Tllsil.

l4l{sil. 3l{cur¡r, l2Hcanl. ITlIcanr, .llvtsil. l2lvtsil. 2ll\tsil, lJNlsill tur.ic¡on unu

calilicación rnayor que la nrcdi¿t global. Los ca¡¡)aroncs co¡r los vulorcs rniis lltos lirclorr

Ttlsil y l7l[currt. El AItNID (Ancxo lll) rnostró quc cl 7lIsil ¡ro tlilicrc sigrrilicltir':r¡rrcnlc

(p<0.05) de lTHcarn, pero sÍ de los demis animales. La vuriabrldad t¡nto indivirlual

como temporal de la prueba fue ¡ttcrlian¡nrenre n¡arcada en rclución con las r¡tlas

(cvt=0.37, cvT=0.32)

-1.-1.(r. Inn¡uno«losificación tlc una aglutinina.

[:l ¡rlasrrta dcl ca¡rtlrtin l'.vtttuttutt¿'i ctlllticnc urlr agltrtinirr:r. (lr.rc c\ r.ulir I)tr)tcÍnir (lc

¡'cco¡locitllictlto dc nticroorganisnros. facilitando la lagocitosis dc cslos t'iltirnos ¡rol lo.'

l¡cl¡locitt¡s. [:.\tu Protcínit ¡rucdc scr cu:r¡rt ilicutlir gnrcir.rs l la tlis¡xlribilitllrtl tlc rrn

illlticl.lclno ttlottoclonll cs¡^*cíf ico, sicnrlo l¡ innrunopructra utili¿ldl iguulrncntc tlc ti¡ro rlot

blot. coltto sc dcscribió previantentc'. De la ¡¡risn¡a n)ancra. sc cstatrlccirí r'isu¡rlnrcr¡tc urr
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írrdicc correspontlicnte al grarlo dc coloración del dt¡t blot, siendo lucgo cl f¡ldicc

transformado en porcentaje (Figura 38).

Catorce cama¡ones tuvieron una calificación mayor que la media general que fue de

2.13 (5Mcam, I lMcanr, 2Hsil, 7Hsil, lTHsil, l8Hsil, 25Hcam, 4Msil, lOMsil, l2Msil,

l4Msil, l9Msil,24Msil,25Msil). l9lvfsil y 4Msi[ presentaron las mayores ca.lificacionesi

l9Msil resultó ser sigrúficaúvamente diferente (p<0.05) de todos los animales, excepto de

4Msil. Lr variabilidad individual encontrada fue sinrilar a la del factor de coagulación

(CVI=O.37), presentándose además niveles considerables de variación tenrporal

(CV1'=0.a8).

Cada uno rJe los factorcs plasmáticos innlunodosificatl<¡s vía dot blot corrcsponde a

un caracter monogénico, ya que su determinación se basa en la utilización de anticuerpos

monoclonales especíñcos; ellos pueden resultar de Ia expresión de una o varias copias del

gen conespondiente. [á técnica uülizada fue escogida debido a su simplicidad, pero hay

que considerar que condujo a una cua¡tificación apenas aproximada, limitada a una escala

de cinco nivelcs. En témrinos de su aplicación sin embargo, resulta ¡rrás relevante contar

con hcrranricntas de estc tipo quc uúlizar técnicas evcntualn¡entc nlás infonnativas, pero

evidenternente más costosas y laboriosas.

3.4, Anólisis intcgrado de los cfectores innrunit¡rios J los pcrfilcs de

RAPD.

Cada factor inmunitario fue cuantificado en base a un tipo de prueba, conduciendo a

valores o índices expresados de nraner¿ diversa. Se realizó la transfornración ultcrior tle

estos l,alores en porcentajes, teniendo en cuenta los rangos de los valores a fin de tener una

horrrogcncidad dc los rcsultad<¡s quc pennita intcgrarlos on un fndicc global, car:rctcrlstico

de cada animal, y que refleje su capacidad in¡nunitaria. De esta nraner¿ debería ser posible

idcntificar anima.les con ¡nayor capacidad innrunitaria. Adenrás, el hccho de que cstc índicc

individual corrcsponda a análisis realizados en tres intervatos de muda, pcnnite considerar
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que esta superioridad saa en pane de origen genético. EI peso, único factor que podría

considerarse variable para los animales analizados, no prcsentó una relación eviden¡e con el

llamado índice iamunitario global (Anexo IV).

Este índice inmuniorio fue p,rimeramente concebido adicionando los porccnujes

correspondientes a cada una de las seis pruebas en cada uno de los t¡es análisis. De esta

manerÍ¡ para cada animal s€ estimaron trcs índices inmunitarios parciales. Tenieado en

cuenta que cada prueba puede corresponder a un porcentaje máximo del l0O7c, los indiccs

inmunitarios parciales pueden estar comprendidos entre 0 y 600. Estos fndices Ferciales

permiten apreoar la variabilidad temporal de Ia capacidad inmunitaria de cada camar:'n.

Se consideró además un segundo Índice inmunirario llamado índice glob=J, que

corresponde a la adición de los tres índices parcia.les de cada animal. Así. los indices

inmunitarios globales pueden estar comprendidos entre 0 y l8OO. Estos índices pvrniten

apreciar la variabilidad individual de la capacidad inmunitaria de los camarones.

Es importante considera¡ que este doble concepto de índice se basa en la hrpótesis

de que, independientemente de la prueba, el porcentaje máximo corresponde a una

condición óptima para el efector inmunitario, considerado desde el punto de vis¡¿ de la

capacidad inmunita¡ia del camarón. [¡ validez de esta hipótesis dependerá en gmn tnedida

de la determinación de rangos normales o característicos de la especie, ne(ámcrle en

relación con el estado de desarrollo. procesos fisiológicos tales como la r.,uda y

condiciones de estres.

I-os índices parciales de los I2 animales en los gue se ¡eaiizaron lodos los :¡álisis

son presentados en la figura 39. Estos índices.se mostraron, para la mayoria de los

anim¡les. variables a lo largo del ensayo. Entre los pocos individuos que tienen indices

parciales estables. uno de ellos (7Hsil) presenra además índices garciales su perior--s. La

superioridad de este animal. en térmrnos de capacidad inmunitaria, se aprecia clar¿r:lznte eD

el histograma de los índices globales (Frgura 4O). B ARMD (Anexo ll) revela difaencias
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signilicaúr'as (p<0.0-5.t entre este camarón (7Hsil¡ y los tres c¿marones con los fndices

globales menores (SMcam. l2Mcam y l4Hsil). El pcrfil RAPD del camarón THsil está

caracterizado por 2 ba¡das mayores con el iniciador I174 (= 75O y -500 pb) y por 2 bandas

mayores con el iniciador i456 (= 4N y LsO pb). En conjunto, estos cuatro marcadores

permiten difercnciar a este camarón de todos los demás.

Considerando por una pate el hemograma, la producción del a¡ión superóxido y la

actividad anübacteriana y, por otm pate el grupo de pruebas tipo dot blot con anticuerpos

monoclonales correspondientes a la alfa-2-macroglubilina, la aglutinina 1' el factor de

coagulación, se obruviemn para cada animal dos subíndices g)obales por la adición de los

porcentajes respeclivos de cada prueba. Cada uno de los dos subíndices globales así

esümados reflejan, al igual que el índice global, la capaciüd inmunita¡ia de cada animal

(Figura 4l). Consecuentemente, la variabilidad de la capacidad inmunitaria en los 12

cám¿¡rones estudiados se puede apreciar considerando cualquiera de los dos subíndices.

Esta observación sugiere que la determinación de un subíndice global podría ser suficente

para evaluar la capacidad inmunitaria de un cama¡ón.
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-El presente traba.io constituye el primcr esludlo que considera simultáneamentc la

caracterización de marcadores genéticos y la cuantificación de algunos efec:¡res v

actividades inmunitarios en el camarón Penaeus vannamci.

-Se ha demostrado la factibilidad técnica de realizar simutáneamente la caracter-z¡c iti¡r

genétrca e inmunitaria de cama¡ones adultos a panir de pcqueñas muestras de her:,olinla

(2013-5m pL). La originalidad del trabajo resulta de la disponibilidad. por un¡ pan=- dc la

técnica de AP-PCR, que permite caracterizar el perfil RAPD de un camarón a panir dc

pocos hemocitos (Melena. 1997¡ y. por otra pane. de una serie de pruebas cuanLstivas

desarrolladas para evaluar Ia capacidad inmunita¡ia del camarón igualnrente a p-rrr dc

pocos hemocitos o de pequeños volúmenes de plasma (Muñoz, 1996: Tapia- |9()6:

Rodríguez ¿f ¿ri.. en prep.),

-La utilización de la técnica de AP-PCR permitió obtener perfiles RAPD para ll r-inrales

en estudio, lo que confirma su utilidad para caracterizar genétrcamente animalc's : nivr'l

infraespecífico, sin contar con ninguna información previa sobre el genonra. A pesa-- de los

problemas de contam¡nación y reproductibilidad, es posible distinguir algunos prlrJuct()\

característicos quc son obtenidos regularnrente t,que pueden por tanr(l scr con:i;.¡-lrk,.

como marcadorcs.

-La aplicación de la.AP-PCR deberá orrcntarsc a la dist¡ncrtin de canrl¡onc. - nrrcl

lndtvidual 1' a nivel de lrneas. así comc¡ de los prrductos de cualqurr-r crucc. r'oJ'.:. rllr'.c

lactible evaluarlos fenotipicamente después dc scr cultrvados a gran escaia balo las -.r.,rn:¡'

condiciones ambientales f e.g, en el mismo estanquc¡.

-Dcbido a la detección de cienos niveles de r'¿rrabilidad rnd¡r'tdual. pero ma\,()rn)e¡rii :\)r \u

imponancia en térTrunos inmunológicos. el hemograma es un parÍmetro lntercsilnt¡j ,.:,=Jr cl

punto de vista de selección. La considerable v¿urabilidad temporal sin embargo. dill.-::hari.r
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su explofación en términos de identificación y elección de reproductores. El intercir dcl

hemograma deberá entonces ser considerado tomando en cuent¡ los tipcls hemocit¡rios r

conjuntamente con las otras pruebas inmunitaria^s.

-La variabilidad individual de la producción de ¿urión superóxido se nrostr<í más m:ucac.la

que aquella de los contajes hemocita¡ios. probablemente porque cienos tipos hemcritarios

están nrás implicados en la producción de anión superóxido. La prueba NBT apareccria

como una herramienta a elegir ya que permite analizar un elemento rmponante del sistcn¡r

inmunitario an ti-infecc ioso, que además parece muy variable a escala individu¡1.

Desafonunadamenle, esta va¡iabilidad es también temporal, lo que inpone la reiüización dc

pruebas en varios intervalos de tiempo para integrar los dos niveles de va¡iabilidad r poder

explotarlos en términos de selección.

-Al igual que la producción de anión superóxido, Ia actividad antibacter¡ana se mostró nru\

variable individualmente. La variabilidad temporal es relativamenle haja. lo r.¡ue cs

ventajoso para scleccionar animales sin tener que multiplicar el númcro ¡, la frccucncia dc

análisis. Se puso en evidencia que un camarón (7Hsil) tenía en cada análisis una ac¡ividad

del lü)o/c, constituyéndose en un animal evidenremente intcresante desde el punlo dc vtsra

de selección de líneas resisrenres.

-La inmunodosificación dc la alfa-2-macroglohulrna mostró una vanirhiliriar!

particularmente baja comparativiimentc a los olros parametr()s considerados. Esi,r- \ cl

hccho de quc esta proteína no trenc ap¿uenlemenle un rol dlreclo frentc a agcnlcr p¿t..,-rc¡r()\.

retluce su interós en tirminos de selccción dc an¡males reslstcntcs.

-La va¡:abilidad individual de la aigutinrna fué medianamcnte r¡'¡arcüda en conrpar c¡i)n c()n

aquella del anrón superrixido. sin embareo se prcsentri apenas nlcno\ rarrlblc quc l;r

actividad antibacteri¿na. Su rmponancra en los procesos dc opsoniz"acitin t'rccon(xri¡lrL'nl()

hacteriano ¡'la presencia de niyeles interesantes de v¿¡riablida<i rndrvidual conllcvan a

incluirla cómo un potencial critcrro de selección de animales rcsistentes. sin emba:-go lor
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altos n¡veles de variabilidad temporal podrían constrtuir una hmrtante en cste senlrJ., \ \u

aplicación deberá ser complementada con otras prueb¿s.

-El factor de coagulación se mostró medianamente vanable desde el punt() de vlsta tñ-y¡fx)r¿rl

e individual. El rol de esta proteína. más bien relacionada con los mecJ:li\nl()\

antihemorrágicos indica que probablemente no debería ser considerada como prion:-rna cn

¡érminos de selección de animales resistentes a enfermedades. Es importante sin e::r bar.r.: o

no subestima¡ su imponancia como factor de defensa ante daños nlccánicos.

-Considerados en conjunto, parecería que la capacidad de los hemocitos para p:ixiucrr

anión superóxido, la actividad antibacteriana del plasma. la aglutinina. el fa¡tor de

coagulación y finalmente e) hemograma conslituyen en orden decrecrente los pari:netros

con mayor variabilidad individual (Tabla 3 y Figura 43 ). Son por lo tan«r estos par.:j¡e¡ro\

los que deber:ín ser considerados prioritariamenle para emprender trabajos de sclec¡r<in tlc

camarones con mejor capacidad inmunitaria. Conviene evidentemente conflrnlar [.-rnrcro

estos resuhados. que deben ser considerados como preliminares por el núnrero lrml:-rdr¡ <ie

animales que fueron analizados. Convendrá también evaluar la validez de lrs hilitesr:

planteadas, que consistieron en considerar que los valores más elevados corresporden a

condiciones óptimas desde el punto de vista de la capacidad inmunitana.

-La apiicación de estos análisis en programas dc selccción a gran escala lrrlfr(,:.lrJ ¡J

realización de un número extremadamente elevado de pruehas. pür¡ escoger cnrrr' \ Jrr()\

miles de camarones aquellos con meior índice inmun¡ta¡io. [.in aspccto priiclrctr crui."i par.r

la factibilidad de rales progranras potlría consistlr cn reduclr cl núrncro dc pruchr,. ..: (lu(.

Ia simplifrcación técnica fue ¡-a tomada en cuenta durants su desarrollo \ optlm:- .-. r()r)

Teniendo en cuenta las primeras lnfbrnlaciones sobrc la variahil¡dad dc lo' par;r:. crr,,'

scría factible abandona¡ inici¿ümcnrc la inmunodosificacltin de la alf a-2-mtcro!: krbLri:-,,

-Desde un punto de vista estratégico. la domestlcación dc cantarones ¡ sr nr u ltiincarr,: n tc l.r

selecctón de líneas con mejor capacidad inmunltura podrían ser ftralizadas en lr rc:i-iúr)!'rJ
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a bacterias, ya que los critenos de selección pueden ser cuantifrcados 1'han presentaiit'' una

ciena va¡iabilidad. En términos de investigaclón. estos caracteres implicados en la

resistencia a bacterias deberiín ser objeto de esmdios de genética cuantitativa: en alsunos dc

ellos considerando un origen poligénico e indeterminado (genes de enzimas imphcadas en

el me¡abolismo respiratorio de los hemocitos), y en otros un origen monogénico cul'a

determinación ya está en curso, como es el caso del gen de la aglutinina ¡, los genes ric

péptidos antimicrobianos de la recientemente ca¡acterizada familia pcneidinae (f)csronricux

et al.1991). La imponancia de csta estrategia en términos económicos es evidente. r'a quc

las bacteriosis devastan las producciones de laboratorios y camaroneras. La ohtención de

Iíneas resis¡entes a baclerias permitirá también reducir o dctcner la utilización dc

antibióticos. cuyos residuos contaminan el medio marino y contribuyen a la apancrón dr:

cepas bacterianas resistenles a estos productos.



Tabla 3: Medias y desviaciones estándar para las seis pruebas inmunitarias determinadas en I 2 camarones.

C.V.= Coeficiente de ve riac ión=desviación estándar/med¡a

'/

ANIMAL NB"T HEMOGRAMA ANTIBACTERIANO ALFA 2 FACT. COAGULACION AGLUTININA
Media Desüación St. M edia Desviación St. Media Medie Desviación St. Media Desviación St. Media Desviación St.

SMcam 14 'r 6.46 23 'l 3.50 4Z 12.49 67 38.19 17 14.43 58 ?8.87
1 

'l Mcam 21 ?1 .4? 48 46.1? ao 16.50 42 28.87 JJ 14.43 67 57.74
'1 2 Mcam 46 36.08 ?6 20.o2 26 14.01 58 )a a', 25 0.00 33 38. r9

THsil J/ 54.7 4 39 10.82 'l 00 0.00 2 5.00 58 14,43 38.19
'I 

1 Hsil 44 49.56 ?? 'l 5.85 57 6.1 r 75 0.00 J5 50 4 3.30
I4Hsil 9 15.35 JJ 8.5 9 41 7.O? 58 28.87 42 1 4.43 42 14.43

12Hcam 11 19.00 3Z Lr5 63 15.95 75 2 5.00 50 0.00 z5 0.00
17Hcam z4 ¿1 .9? 29 1 1.66 LC) 30.73 0.00 58 14.43 25 0.00
25Hcam 11 12.08 10.48 49 6.66 83 14.43 ?5 0.00 58 ?8.87
12Msil 18 31.43 s9 3 8.04 1 4.42 75 0.00 42 14.43 67 28 87
'l 9Msil 22.97 51 2?.6s 5B 3.6 r 75 0.00 25 0.00 9Z 14.43

2 5Msil 29 24.85 46 t.¿t 4.00 58 14.43 33 14.43 75 2 5,00

TOTAL 25 13.05 37 1 r.84 5J 20.86 68 'I ',] .70 JI 13 51 55 20.s5

c.v.l. 0.53 0.32 0.3 9 0.'r 7 0.37 o.3 7

c.v.T. 1.1 9 0.4 8 0.2 B 0.28 0.3 2 0.4 B

Desüación St.

75 67
?8.87

75

JJ

ifBl
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Rlr('( )\I1..\ l)A('IO\ I..S

I.- En base al presente trabajo se recomienda emprender un estudio a mav()r escal¡ a

fin de, por una pafe. conocer mejor la variabilidad individual y temporal de caracteres

inmunita¡ios y, por otra pane, caractenzar mejor y más extensivamente ltls genomas dc

camarones utilizando un mayor número de iniciadores. En base a estos resultados.

minimizar el número de pruebas inmunitarias y seleccionar los inlciadores ¡rl:is

informativos,

2.- Emprender, en base a una colaboración productores-científicos' un programa dr-'

selccción de camarones con una mejor capacidad dc crecimiento y de resistenciu. Las

n¡odalidades experimentales dependerán de los socios. pero el esqucma de selcccitin

podría panir de una preselección de un gran número de cama¡ones en base a sus tasls

de crecimiento. Considerando los índices inmunitarios se podrán identlficar animalcs

candidatos para iniciar esquemas de cruzamienlo y establecimiento de líneas.

Si¡nult¿íneamente, la obtención de perfiles RAPD permitúá caracteriz¿t;' las líne¡s a nivcl

genétic<,r, controlar Ios cruces y buscar marcadores moleculares asociados a It¡s

fcnotipos de interés.

3.- Emprendcr estudios acerca de la regulación de la expresión de genes de péptrdrrs

antibacterianos recientemente identificados en el genoma de I'. wununtct. asi conro dcl

gcn de la aglutinina para Ia cual un anticuerpo monoclonal cstá dispontble. Eslc estutlro

dcberá conducrr a identil'¡car animalcs en los quc los niveles d(- lran\crrpcion \

traducción de los senes considerados sean más elevados que el prornedr<1. Sc abriríl¡tr

asílas vías a un trabajo de seleccrón de genétrca cuantrtatrva para el cu¿rl losgencsr su.

productos de expresión serían bren conocidos. La caracterización comp['ta dc lrr.'

Senes y sus secuencias regulatorras revelarÍa rnfornlación sobre los mecanrsnrr)\

moleculares dc la expresión genética en el camarón, lo que podria ser de gran urrlidrd

en el de.sa¡¡ollo de sistema-s de transformaclón genérica.
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Anexo lV: Relación entre el peso y el indice inmunitario global en 28 camarones anal¡zados
durante tres ciclos de muda 
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