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RESUMEN

En este trabajo se han utilizado 4 loci microsatélites para hacer una caracterizaciéon genética de los dos primeros
lotes de individuos de la especie Litopenaeus vannamei introducidos en Cuba para el cultivo y para valorar
también, desde el punto de vista genético, la posibilidad de crear un banco de reproductores a partir de estos
lotes. Los resultados obtenidos indican niveles de variacién genética (heterocigosidad media Ho=0,560, niimero
medio de alelos Na=7,5) inferiores a los que previamente se han informado en otras poblaciones salvajes y de
cultivo de la especie. Los niveles de relacion genética entre individuos (grado de parentesco) son, al menos en uno
de los lotes, significativamente altos (Lote 1 fmedia=-0.0080, Lote 2 rmedia=*0,1515). Se recomienda una estrategia
de recopilacién de la mayor variacién genética posible, ya sea a partir de las poblaciones salvajes de origen de
estos lotes de cultivo, 6 a partir de cruzamientos entre lotes de origen comun pero genéticamente diferentes. Para
ello es necesario implementar herramientas como la crio-conservaciéon de gametos y el genotipado con loci
microsatélites para evitar cruzamientos entre individuos emparentados y seguir la heredabilidad de caracteres de
interés para el cultivo.
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ABSTRACT

Four microsatellite loci have been used in this work to characterize the first two stocks of Litopenaeus vannamei
introduced in Cuba for aquaculture; the possibility of establish an efficient broodstock it is also evaluated. Our
results show levels of genetic variation (mean heterozygosity Ho=0,560, mean number of alleles Na=7,5) lower
than other previously reported for wild and cultured populations in this specie. Relatedness coefficients show that
at least in one of the stock under analysis exist high degrees of kinship among individuals (Stock 1 mean r=-
0.0080, Stock 2 mean r=+0.1515). It is advisable to collect all the possible genetic variation that exists in the
source wild shrimp population or even from other broodstocks genetically different although sharing the same
origin in order to establish the first broodstock. We propose a strategy that includes gametes crio-conservation
and the use of microsatellite to avoid endogamy and calculate heritability of economically interesting traits.
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En la declaracion final de la reunién para el
desarrollo de la acuicultura celebrada en Bangkok
(2000), se establecieron como prioritarias varias
lineas de accién que incluian el desarrollo y
utilizacion de mejores practicas para la domesti-
cacion y manejo de los bancos de reproductores a
través de la aplicacion de técnicas genéticas. El
hecho comprobado es que la genética puede ser
una herramienta relevante para el incremento de
la productividad y sostenibilidad de la acuicultura
como industria, a través de su incidencia en
aspectos como una mayor supervivencia, mejor
utilizaciéon de los recursos, reduccion de los costos
y mayor proteccion ambiental (Benzie, 1996;
Bartley, 1998; Knibb, 2000).
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Las técnicas moleculares de analisis del ADN han
potenciado los programas de seleccion genética en
muchas especies a través de dos elementos: la
seleccion asistida por marcadores moleculares
(M.A.S) y el establecimiento de pedigries que
permitan evitar la endogamia en los procesos de
seleccion. Los microsatélites parecen estar distr.-
buidos por todo el genoma (Dib y col., 1996;
Dietrich y col., 1996) y esta caracteristica permite
que estén siendo utilizados en el mapeo genético
de los genomas de muchas especies (O’ Connell y
Wright, 1997). Estos experimentos son de
importancia capital en la busqueda y utilizaciéon de
QTL’s (Quantitative Traits Loci) que facilitan la
seleccion asistida por marcadores moleculares y
potencian la acuicultura (Danzmann y col., 1997,
Lie y col., 1997; Jackson y col.,, 1998). Los
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microsatélites, ademas de ubicuos, son codomi-
nantes y muy variables, lo que facilita el marcaje
genético en las estaciones de cultivo de peces
(Norris y col., 2000; Jackson y col., 2003; Borrell y
col.,, 2004). Asi se evitan procesos de depresion
endogamica frecuentes al utilizar como reproduc-
tores a individuos muy emparentados (Gjerde y
col., 1983; Kincaid, 1983; Sbordoni y col., 1986;
Su y col.,, 1996). El marcaje genético facilita
ademas el calculo de heredabilidad para caracteres
de interés y permite la cria en los mismos
estanques de familias diferentes (desde edades
tempranas), disminuyendo los gastos en el cultivo
y la variacion ambiental en los programas de
seleccion genética (Herbinger y col., 1999; Norris y
col., 2000).

Para iniciar el cultivo de cualquier especie es
imprescindible, en aras de evitar una disminucion
significativa de variabilidad genética, establecer los
bancos de reproductores a partir de un lote
fundador con altos niveles de variacion genética,
con un numero elevado de individuos (mas de 50),
mantener tamano efectivos grandes por generacion
de cultivo, mantener una proporcion de sexos 1:1y
cruzar siempre individuos no relacionados
(Allendorf y Ryman, 1987). En Marsupenaeus
japonicus , Sbordoni y col. (1986) consignaron una
disminuciéon progresiva de la variacion genética
utilizando aloenzimas desde Ho=0,102 en la
generacién 1 hasta Ho=0,018 en la generacion 7,
aparejada a una disminucion significativa (de mas
de un 40%) en la productividad de la estacion.
Resultados similares han sido informados para
L.stylirostris (Bierne y col., 2000); P.monodon (Xu y
col., 2001) y L.vannamei (Garcia y col., 1994;
Wolfus y col.,, 1997). Para el seguimiento de los
niveles de variabilidad genética en poblaciones en
cultivo los loci microsatélites, a partir de sus altos
niveles de variacién, han demostrado una mayor
resolucion y sensibilidad (Benzie, 2000).

En 2004 se introdujeron en Cuba dos lotes de L.
vannamei con el objetivo de comenzar su engorde y
posterior comercializacién. El cultivo se realiza en
estaciones comerciales anteriormente utilizadas
para el cultivo de la especie autoctona L.schmitti.
El origen y metodologia de obtencién de estos lotes
es hasta el momento desconocido. El unico dato
disponible es que estan seleccionados para
crecimiento y resistencia ante infecciones virales
(Ministerio de la Pesca, Cuba). En este trabajo nos
proponemos hacer una evaluacion de los niveles de
variacion genética presentes en estos individuos y
valorar hasta que punto se podria, partiendo de
esta base, establecer bancos de reproductores de
la especie en nuestro pais.
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MATERIALES Y METODOS.
Muestras

Se analizaron dos muestras escogidas al azar en
los dos lotes de Litopenaeus vannamei que han
sido introducidos en Cuba para el cultivo en el
2004 (Lote 1, n=45 individuos, Lote 2, n=40
individuos). Se almacenaron en etanol (99%) dos
pleépodos de cada individuo para los analisis de
ADN en el caso del Lote 1 y larvas completas en el
Lote 2.

Loci microsatélites, condiciones de amplifica-
cion y electroféresis.

El ADN se extrajo utilizando la resina Chelex® 100
(Walsh y col.,, 1991) a partir de muestras de
musculo de los pleépodos de los individuos (Lote 1)
o las larvas completas (Lote 2). Se analizaron
cuatro loci microsatélites: M-1 aislado en L.
vannamei por Wolfus y col. (1997) y los loci
Pvan0040, Pvanl1578 y Pvanl815 obtenidos en la
especie por Cruz y col. (2002).

Los loci microsatélites se amplificaron mediante
PCR utilizando una mezcla de 25 ul compuesta por
10ng de ADN por muestra, 2,0 mM de MgCly,
200pM de cada desoxinucleétido (dATP, dGTP,
dCTP, dTTp), 3ng/pl de cada iniciador, tampoén de
reaccion 10X y 1 unidad de Tag-polimerasa. Los
programas empleados para amplificar cada locus
(temperaturas de hibridacion) fueron los siguien-
tes: M1 (54°C), Pvan0040 (48°C), Pvanl1578 (52°C),
y Pvanl1815 (50°C), siguiendo la misma rutina de
95°C 5 minutos y 35 ciclos de 95°C 1 minuto,
temperatura de hibridacién 30 segundos, 72°C 30
segundos y luego 10 minutos a 72°C como paso
final de polimerizacién. Los productos de las
amplificaciones se aplicaron en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (6%) y se
revelaron mediante tincion con plata (Promega
Silver sequence ™ DNA Staining). Se estimaron las
tallas de estos productos de amplificacion por
comparaciéon con reacciones de secuencias con
tallas conocidas del vector pUC 19 (Amersham
Sequencing Kit).

Analisis de Diversidad Genética.

El nimero de alelos en cada loci microsatélite (Ng),
los porcentajes de loci polimoérficos (Pogs), las
heterocigosidades observadas (Ho), y esperadas
(He) (Nei, 1978), se calcularon utilizando el
programa estadistico Biosys-1 (Swofford y
Selander, 1981).
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El programa Fstat 2.9.3 (Goudet, 2001;
actualizado a partir de Goudet, 1995) se utilizo
para estimar las desviaciones de equilibrio de
Hardy Weinberg en las poblaciones a partir de la
significacion de los valores de Fis encontrados.
Fstat 2.9.3 también se utilizé para calcular los
valores de Fsr entre pares de muestras, y sus
valores de p asociados, antes y después de la
correccion de Bonferroni (Rice, 1989).

Relaciones de parentesco.

Los coeficientes de relacién genética (1) entre
individuos se calcularon utilizando el programa
Relatedness 5.0.6 (Queller y Goodnight, 1989). A
partir de los genotipos de marcadores
codominantes este programa calcula los
coeficientes de relacion genética (r) por pares de
individuos. La formula basica para los calculos es:

TyylE -
r = ¥y kI
2237

donde x es individuos, kK loci y [ posiciones
alélicas (Ej.: | =1 para individuos haploides y 2
para individuos diploides).

Las variables en la ecuacion son:

Px: frecuencia encontrada en el individuo x, locus k
y posicion alélica . Este valor en un individuo
diploide debe ser 0, 0,5 6 1,0.

Py: frecuencia del mismo alelo en el grupo de
individuos con el que se compara x (aquellos con
respecto a los cuales se quiere medir la relacion
genética).

P*: frecuencia de ese alelo en toda la poblacion
excluyendo a todos los posibles parientes de x.

Teoéricamente, r entre individuos 6 grupos de
individuos que comparten ambos parentales
(hermanos completos) debe ser como media r=0,5,
mientras que medios hermanos que soélo
comparten un 25% de su genoma, deben exhibir
medias de r=0,25 e individuos no relacionados
deben exhibir medias situadas en los valores r<0
(ver Queller y Goodnight, 1989).

Procedimiento estadistico
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Se utilizaron pruebas no paramétricas de
comparaciones de medias (Prueba de Mann-
Whitney) para estimar las diferencias en cuanto a
las distribuciones y media de los coeficientes de
relaciéon genética (1) entre lotes (SPSS10.0).

RESULTADOS Y DISCUSION.
La variacion genética presente en los lotes.

En este trabajo se realiz6 un analisis genético,
basado en el estudio de la variacion microsatélite,
con muestras de los dos primeros lotes de
Litopenaeus vannamei introducidos en Cuba para
el cultivo. Los niveles de variacion encontrados, asi
como las desviaciones de los equilibrios de Hardy-
Weinberg (valores de Fis) se reflejan en la Tabla 1.
Los cuatro loci microsatélites (M1, Pvan0040,
Pvanl1578, Pvanl815) resultaron polimoérficos en
los dos lotes en estudio. En el Lote 1 se detecto
una heterocigosidad media de Ho=0,667 y un
numero medio de alelos de Na= 9,25. En el Lote 2
los niveles de variacion genética (Ho=0,454 y
Na=5,75) son inferiores a los detectados en el Lote
1 (Tabla 1). Ambos lotes exhiben alelos privados
con frecuencias génicas elevadas (Lote 1:18 alelos
exclusivos, sumatoria de las frecuencias en alelos
exclusivos para MI1=0,377, Pvan0040=0,244,
Pvan1578=0,357, Pvanl815=0,442; Lote 2: 4
alelos exclusivos, sumatoria de las frecuencias
para alelos exclusivos en Pvan0040=0,090,
Pvan1578=0,289, Pvan1815=0,275) (Fig. 1). Ambos
lotes exhiben por lo tanto una heterogeneidad
genética que se refleja en el valor de Fsr entre lotes
(Fst=0.0955 p=<0,05).

Wolfus y col. (1997) informan, en sus estudios
genéticos dentro del programa de EUA para el
cultivo del camarén L.vannamei, polimorfismos
microsatélites del 100%, 97,6% y 45% en lotes de
una, tres y siete generaciones en cultivo.
Heterocigosidades observadas del 0,95-0,96, 0,91 y
0,39 para los tres lotes en estudio y numero de
alelos de 22-23, 17 y 4 alelos. Estas poblaciones
en cultivo tienen su origen en poblaciones salvajes
de México, Ecuador y Guatemala implicadas en un
programa de manejo, basado en la utilizacién de
loci microsatélites. Cruz y col. (2004) refieren
niveles de polimorfismo, heterocigosidad observada
y numero de alelos que se mantienen
relativamente altos luego de 2 generaciones de
cultivo de L.wannamei y que incluso se
incrementan a partir del enriquecimiento de la
variabilidad genética del cultivo con padres de
origen salvaje (GO: Ho=0,650 Na=7,5; GI:
Ho=0,710 Na=9,0; G2: Ho=0,720 Na=10). No
obstante en este caso, la presencia de 4 alelos
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Tabla 1. Parametros de diversidad genética y desviacion de los equilibrios de Hardy-Weinberg (Fis) de 4 loci
microsatélites en los dos primeros lotes para el cultivo de la especie Litopenaeus vannamei introducidos en
Cuba. n: Numero de muestras. He: heterocigosidad esperada segin Nei (1978). Ho: heterocigosidad

observada. Na: niumero de alelos.

POBLACIONES
Lote 1 Lote 2

Locus n He Ho Na Fis n He Ho Na Fis
M1 41 0,840 0,585 11 +0,305** 31 0,656 0,484 7 +0,265*
Pvan0040 41 0,728 0,488 6 +0,332** 39 0,397 0,179 5 +0,551%*
Pvan1578 42 0,897 0,738 12 +0.179* 38 0,792 0,579 8 +0,272%*
Pvani1815 42 0,774 0,857 8 -0,109 40 0,654 0,575 3 +0,123
4 loci microsatélites 41,5 0,810 0,667 9,25 +0,178** 37 0,625 0,454 5,75 +0,275**

Coeficiente de
relacion genética (1)

-0,0087+0,0082

+0,1515+0,0099

* p<0,05; ** p<0,01

principales en los dos loci utilizados (Pvan 1578 y
Pvan 18195) en los lotes de cultivo refleja, segiin los
autores, ciertos niveles de reduccion de
variabilidad genética ya presentes en el lote
fundador con respecto a la variacion que se
encuentra en las poblaciones de origen en los
Melagos, Venezuela.

En el presente trabajo, a partir del desconoci-
miento del origen de los individuos introducidos en
Cuba, es imposible valorar la magnitud, en cuanto
a reducciéon de variabilidad genética, que
presentan estos individuos con respecto a sus
poblaciones de origen. Asumiendo, que el tamano
de muestra utilizado en este experimento
representa la variabilidad genética total en cada
uno de los lotes en estudio (un elemento que no
podemos asegurar con exactitud), seria logico
suponer que, luego del proceso de seleccion para
crecimiento y resistencia a enfermedades virales,
han perdido variabilidad genética. Wolfus y col.
(1997) en wuna séptima generacion de cultivo
creada a partir de 3 hembras y un total de 12
cruzamientos, encontraron una heterocigosidad
observada del 40% (tal y como se ha detectado en
el Lote 2). El Lote 1 exhibe niveles de variacion
genética similares a los del lote fundador del
experimento de Cruz y col (2004). Tal y como se ha
visto, si se incorporan padres a la dinamica del
manejo para planificar los cruzamientos, que
procedan de las poblaciones salvajes de origen 6 de
lineas de cultivo con origenes similares pero que
atesoran caracteristicas genéticas diferentes (am-
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bos lotes en nuestro experimento exhiben entre si
un numero alto de alelos privados con frecuencias
significativamente altas), se puede incluso,
generacién a generacion, aumentar los niveles de
variacion genética y con ello mantener el proceso
de selecciébn para los caracteres de interés
(crecimiento, resistencia) pero evitando procesos
endogamicos de consideracion.

Los déficit significativos de heterocigotos y con
ellos la ausencia de equilibrio de Hardy-Weinberg
en ambos lotes (Lote 1 Fis=+0,178 p<0,01; Lote 2
Fis=+0,275 p<0,01, Tabla 1) reflejan probablemente
que estemos ante una poblacion sobre la cual se
ha ejercido seleccion (Nei, 1987), aunque no
podemos descartar como causas probables una
mezcla de individuos con origenes diferentes en los
lotes (Nei, 1987) 6 la existencia de alelos nulos en
el analisis (Pemberton y col., 1995; McGoldrick y
col., 2000, Borrell y col., 2004).

El parentesco entre individuos.

Entre ambos lotes se han observado también
diferencias significativas en cuanto a los niveles de
relacion genética que exhiben los individuos dentro
de los lotes (grado de parentesco) (Lote 1 r media=-
0.0087, Lote 2 r media=+0.1515, coeficiente de
Mann-Whitney=215757.50 p<0.001) (Tabla 1, Fig.
2). El Lote 1 exhibe una media en cuanto a
coeficientes de relaciéon genética significativamente
mayor a la de individuos presumiblemente no
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Fig. 1. Frecuencias génicas de 4 loci microsatélites en los dos primeros lotes de Litopenaeus vannamei

introducidos en Cuba para el cultivo.

emparentados en otras poblaciones en cultivo
analizadas previamente por los autores de este
trabajo (Salmoén atlantico, r media (individuos no
relacionados analizados con 7 loci microsatélites)=
-0.0846 (coeficiente de Mann-Whitney=228486,
p<0.001); (Rodaballo, r media (individuos no
relacionados en estaciones de cultivo comerciales
de Espana analizados con 8 loci microsatélites)= -
0.0803 (Coeficiente de Mann-Whitney=326910,
p<0.001) (Borrell y col., 2002 y 2004). Por otro
lado, el grado de parentesco encontrado en el Lote
2 (r media=+0.1515) se ubica en los valores que
habitualmente se encuentran entre individuos con
un alto grado de parentesco (Queller y Goodnight,
1989; Norris y col.,, 2000; Borrell y col., 2002;
2004). Estos resultados sugieren el riesgo que
puede implicar el disefio de los cruzamientos
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utilizando como reproductores a estos individuos
sin alguna metodologia, como el coeficiente de
relacion genética entre individuos, que proporciona
informaciéon sobre los niveles de endogamia. De
esta forma se evitarian los danos considerables a
la productividad que se pueden producir por la
endogamia. Nuevamente la incorporacion de
parentales salvajes con el mismo origen, pero con
caracteristicas genéticas diferentes (cruzamientos
entre individuos de lotes genéticamente diferentes),
parece ser la mejor opciéon para el establecimiento
de un lote de reproductores de L.vannamei en
Cuba evitando la disminucién de la eficacia
biologica en los descendientes (disminucion de la
fertilidad, en el nimero de huevos, deformaciones
morfolégicas, etc) (Kincaid, 1983; Gjerde y col.,
1983; Sbordoni y col., 1986; Su y col., 1996).
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Fig. 2. Distribucion de los coeficientes de relacién genética (relatedness, 1) entre pares de individuos dentro
de los dos primeros lotes de Litopenaeus vannamei introducidos en Cuba para el cultivo, luego del analisis

con 4 loci microsatélites.

La importacion de P. monodon, M. japonicus y L.
vannamei a las estaciones de cultivo de camaréon
en China en 1993 fueron los causantes de la
introduccion de virus hasta ese momento
ausentes en la region, lo que produjo la mortalidad
masiva y el colapso de la cosecha del camarén
autéctono Fenneropenaeus chinensis, (Anénimo,
1993). En nuestra opinion superados los
problemas de sostenibilidad (Primavera, 1998) y de
seguridad que conlleva el establecimiento de la
acuicultura del camarén L.vannamei (una especie
exotica con un largo historial de epidemias virales
en Latinoamérica), se impone una estrategia que
permita recopilar la mayor variacién genética
posible empleando un origen comun para el
establecimiento del banco de reproductores, digase
individuos de las poblaciones de origen salvaje, 6
establecimiento de cruzamientos entre lotes de
cultivo genéticamente diferentes pero con origen
comUn para evitar también los procesos de
disrupcién génica 6 depresion exogamica que
produce la mezcla de individuos con origenes muy
diferentes y que danarian a corto plazo los niveles
productivos (Keller y col., 2000; Fenster y col.,
2000). Notese que en esta estrategia la crio-
conservacion de gametos, y con ellos Ila
conservacion de elementos de variacion genética
procedentes de lotes diferentes separados en el
tiempo, puede jugar un papel relevante para
conseguir el objetivo que se persigue. Si a esta
estrategia unimos la utilizacién de los marcadores
genéticos en la dinamica de los cruzamientos
evitando emparejar individuos con un alto grado
de parentesco y el empleo de metodologias
avanzadas para el calculo de la heredabilidad de
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los caracteres de interés para el cultivo, es posible
establecer un banco de reproductores de L.
vannamei en Cuba
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