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Resumen de la tesis que presenta Brenda Guadalupe Bonett Calzada, como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Caracterizacion genética de lineas de reproductores de camaron blanco Penaeus (Litopenaeus)
vannamei en cultivo

Resumen aprobado por:

Dra. Fabiola Lafarga de la Cruz
Directora de tesis

El camardn blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei es la especie mas cultivada en todo el mundo; debido
a la presencia de enfermedades en cultivo y a las altas mortandades asociadas a éstas, en los ultimos afios
se han introducido al pais, lineas de reproductores procedentes de otros paises con caracteristicas
mejoradas (resistencia a patdgenos o alto crecimiento). Por este motivo, es fundamental evaluar la
diversidad genética de los lotes de reproductores silvestres mexicanos y los introducidos para conocer el
estado genético del recurso en nuestro pais. El objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad y
diferencia genética entre lineas de reproductores de camarén blanco cultivadas en México, mediante
marcadores tipo microsatélites (SSR) y marcadores de polimorfismo de nucledtido Unico (SNP). Para esto
se utilizaron muestras de camarones silvestres de la regidon de Sonora y de reproductores provenientes de
siete lineas de cultivo, de dos empresas ubicadas en Sinaloa (Empresa A y B, respectivamente). Se
seleccionaron 12 SSR provenientes de literatura y 192 marcadores SNPs desarrollados para camardn
blanco con un panel comercial. De los 12 SSR, solamente seis fueron estandarizados y amplificados con
éxito en el lote de muestras silvestre; y en el caso de las lineas cultivadas no fue posible lograr una
amplificacion exitosa. Mientras que, de los 192 SNP contenidos en el panel comercial fueron seleccionados
los que se presentaron en mas del 80% de los individuos y eliminados los monomérficos, para determinar
pardmetros genéticos en el lote de muestras silvestres se utilizaron 35 muestras y 104 SNPs y el analisis
de las lineas de cultivo fue realizado con 136 SNP y 162 muestras. Los resultados reflejan que las muestras
silvestres presentan mayor heterocigosidad observada (Ho) y alto coeficiente de endogamia (Fis) con
marcadores SSR (Ho: 0.326; Fis: 0.629) respecto a los mismos parametros calculados con marcadores SNP
(Ho: 0.188; Fis: 0.271), asociado al nimero de marcadores utilizados (SSR = 6 y SNP = 104). Por otra parte,
con marcadores SNP, la linea A-1, presenté el valor mas alto de diversidad genética. Los valores de
heterocigosidad observada y esperada (He) no fueron significativamente diferentes entre las lineas
cultivadas de ambas empresas, ni en el lote de muestras silvestres. Todas las lineas se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Segun los valores del Fs, las lineas (B-2 y B-5) se encontraron en
reproduccion aleatoria (panmixia), la linea A-1 registroé valores negativos de Fis (-0.078) entrando este valor
en ligera exogamia; y el resto de las lineas y el lote de muestras silvestre tuvieron un F;s que varié de 0.048
a 0.129, siendo el lote de muestras silvestres la que registro el valor mas alto. Con respecto a las diferencias
genéticas entre las muestras silvestres y las lineas de cultivo, con los resultados del coeficiente de fijacion
(Fst) se infiere que la linea A-1 es diferente de todas las lineas de la empresa B. Por otra parte, las muestras
silvestres sdlo registraron diferencias significativas con la linea A-1 y B-4 (Fs;= 0.071 y 0.037,
respectivamente). Este agrupamiento coindice con los resultados del andlisis discriminante de
componentes principales (ADCP) y el arbol generado con las distancias de Nei (1972). La similitud entre las
muestras silvestres y cinco lineas de cultivo de la empresa B puede deberse a la integracion de individuos
silvestres a lotes de cultivo o a escapes de organismos de cultivo al medio silvestre.

Palabras clave: Diversidad genética, marcadores microsatélites, marcadores SNP.



Abstract of the thesis presented by Brenda Guadalupe Bonett Calzada, as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aquaculture.

Genetic characterization of breeding lines of white shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei in culture

Abstract approved by:

Dra. Fabiola Lafarga de la Cruz
Directora de tesis

White shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei is the most cultured species in the world. Because of the
presence of culture diseases and high mortality associated to these, broodstock lines from other countries
have been introduced over the past years, these have improved characteristics (pathogen resistance or
high growth). This is why the assessment of genetic diversity in Mexican wild-collected broodstock as well
as the introduced lines to the country is essential to know the genetic condition of this resource in our
country. The goal of this study was to assess the diversity and genetic differences between white shrimp
broodstock lines cultured in Mexico, using microsatellite markers (SSR) and single nucleotide
polymorphism markers (SNP). In order to achieve this, a batch of wild shrimp samples were taken from
Sonora and broodstock samples were taken from seven culture lines from two companies in Sinaloa
(Company A and B respectively). Twelve SSR markers from literature and 192 SNPs markers developed for
white shrimp in a commercial panel were selected. Six out of the 12 SSR markers were standardized and
amplified successfully in the batch of wild samples. From the 192 SNPs contained in the commercial panel,
we selected the ones present in more than 80% of individuals and eliminated the monomorphic ones. To
determine genetic parameters in the wild batch, 35 samples and 104 SNPs were used and the culture lines
analysis was made with 136 SNPs and 162 samples. Results reflect that wild samples show higher observed
heterozygosity (Ho) and high inbreeding coefficient (Fis) with SSR markers (Ho: 0.326; Fis: 0.629) compared
to the same parameters calculated for SNPs markers (Ho: 0.188; Fis: 0.271), associated with the number
of markers used (SSR = 6 and SNP = 104). On the other hand, A-1 line showed the highest genetic diversity
values with SNPs markers. Observed and expected heterozygosity (He) values were not significantly
different among wild samples and cultured lines from both companies. All lines were in Hardy-Weinberg
equilibrium. According to Fis values, lines B-2 and B-5 showed random mating (panmixia), line A-1
registered negative Fs values (-0.078), showing a light exogamy. The rest of the lines and batch of wild
samples had Fis from 0.048 to 0.129, the highest value corresponding to the batch of wild samples.
Regarding the genetic differences between batch of wild samples and culture lines, and Fixation Index (Fst)
results show that line A-1 is different from all other lines from company B. On the other hand, batch of
wild samples only registered significant differences with lines A-1 and B-4 (Fs=0.071 and 0.037
respectively). This grouping matches the results from the discriminant analysis of principal components
(DAPC) and the tree built using Nei’s distances (1972). Similarity among batch of wild samples and five
culture lines from company B can be the result of wild individuals joining a culture lot, or the ones in the
culture escaping into the wild.

Keywords: Genetic diversity, microsatellite markers, SNP markers.
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Capitulo 1. Introduccién

En los ultimos afios, la acuicultura se ha convertido en una gran industria que presenta un crecimiento
anual del 5% (FAO, 2016). En el 2014, se reportd una produccion de 73 millones de toneladas de peces,
crustaceos, moluscos y otras especies. Ese mismo afio, la produccion de crustaceos a nivel mundial alcanzé
un total de 6.9 millones de toneladas, lo que representa el 9.3% de la produccién acuicola total, sin
embargo, es importante resaltar que la produccién disminuyd casi un 20% en comparacion con el afio 2012
(FAO, 2016). Por otra parte, la produccién por moluscos duplica la cantidad producida por crustaceos que
fue de 16.1 millones de toneladas de moluscos, mientras que el valor econémico de la produccién de
crustaceos es dos veces mas alto que el valor de la produccién de moluscos, debido a que las especies de
crustdceos que se cultivan tienen una alta demanda y elevado valor comercial en el mercado internacional,

ejemplo de ello es el camardn blanco P. (L.) vannamei (FAO, 2016).

El camardn blanco es la especie que mas se cultiva en el ambito internacional y nacional, presenta un alto
valor comercial, por ello es una de las especies mas estudiadas en la actualidad. Entre los estudios que se
han desarrollado se encuentran los relacionados a aspectos fisioldgicos (reproduccion, desarrollo,
crecimiento, metabolismo, termotolerancia), con pardmetros de cultivo (temperatura, salinidad, oxigeno,
entre otros) y las patologias asociadas a diversos agentes (Manzo-Delgado, 2000; Lightner, 2003;Briggs et
al. 2004; Gutiérrez-Salazar, 2011; Lépez-Galindo, 2014) entre otros. Sin embargo, en las Ultimas décadas
se han registrado pérdidas econdmicas derivadas principalmente a la presencia de enfermedades, por ello
a partir de los afios 90s se inicia con los estudios sobre variabilidad genética en lotes de reproductores de

camarodn (Martinez, 2005; Cuéllar-Anjel, 2012).

El estudio y evaluacidn de la variabilidad genética de lotes de reproductores permite conocer el estado
genético en el que estos se encuentran e implementar estrategias de crianza selectiva para producir
progenies con mejores caracteristicas productivas (crecimiento, supervivencia y resistencia a

enfermedades) (Martinez, 2005).

En la actualidad, en México se han introducido diferentes lineas de camardn blanco, algunas de alto
crecimiento y otras resistentes a ciertos patdgenos, con la finalidad de mantener competente la industria

camaronicola del pais. Sin embargo, se desconoce el estado genético de estas lineas, por lo cual el principal



objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad y estructura genética de reproductores de camarodn

blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei de diferente procedencia.

1.1. Antecedentes

1.1.1.Biologia y distribucién de Penaeus (Litopenaeus) vannamei

El camardn blanco, P. (L.) vannamei es del orden Decapoda y es perteneciente a la familia Penaeidae
(Briggs et al., 2004). Esta ampliamente distribuida en el Océano Pacifico Oriental tropical, su distribucion
inicia en el norte de México, particularmente en el Golfo de California y termina en el norte de Perq,
especificamente en Tumbes (Figura 1). Esta especie generalmente se encuentra en ambientes marinos con
fondos lodosos, donde la temperatura es superior a los 20°C y a una profundidad maxima de 70 m, sin

embargo, es mas comun dentro de los primeros 25 m de profundidad (Treece y Yates, 1993).
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Figura 1. Distribucion natural (linea azul con puntos) del camardn blanco P. (L.) vannamei.



1.1.2. Importancia econdmica de la especie

El camardn blanco P. (L.) vannamei es una de las especies que mas se cultiva a nivel mundial, esto es
atribuido a las diferentes caracteristicas que presenta como lo es su adaptabilidad a cautiverio, amplia
tolerancia térmica, altas tasas de fecundidad, resistencia a altas densidades de cultivo, tolerancia a un
intervalo amplio de salinidades, que van de 0 hasta 35 unidades practicas de salinidad (ups) y una tasa de
crecimiento rdpida, completando su etapa de engorda en 6 a 7 meses. Por ello, esta especie se ha
introducido a diferentes paises para desarrollar su cultivo, como el caso de China, donde es una especie

introducida, pero es el pais que mas la produce a nivel mundial (Zhi-Ying et al., 2006).

De la produccion total de productos pesqueros obtenidos (por captura y acuicultura) los crustaceos
representan alrededor del 9.37 % (FAO, 2016) y particularmente el cultivo de P. (L.) vannamei representd
el 5.25 % para el 2012 a nivel mundial (FAO, 2016). Actualmente, entre los principales paises productores
de camardn blanco de cultivo se encuentran Tailandia, Malasia, China, México, Ecuador, Venezuela y Brasil

(FAO, 2016).

No obstante, a nivel mundial la industria de cultivo de camarén blanco se ha visto afectada por
enfermedades que han causado una baja en la produccion. Por ejemplo, del afio 2011 al 2013, la
produccidn total por acuicultura de Tailandia descendié un 13% debido a la presencia de la enfermedad
de la mortalidad temprana en cultivos de camarén blanco P. (L.) vannamei, ya que esta es la principal
especie que se cultiva Tailandia (FAO, 2014). Esto llevd a que en el 2012 el precio del camardn a nivel
mundial aumentara considerablemente, siendo Japdn el pais que elevd mas el precio, alcanzando un
maximo de 25 ddlares por kilogramo. Este aumento se atribuye principalmente a la demanda del producto
y a la poca disponibilidad que se presenté en dicho afos (FAO, 2014). Mientras que en México, el precio
por kilogramo registrado para 2013, con respecto al afio anterior, subié en un 38%, manteniéndose el
precio en los afios subsecuentes (CONAPESCA, 2014). Sin embargo, de acuerdo a los datos estadisticos
proporcionados por la Comisidon Nacional de Pesca y Acuicultura (2015), el precio de camardn de cultivo
en los Ultimos cinco aiflos en México tiene un costo 20% mayor que el producto de origen silvestre; a
diferencia que ocho afos previos en donde los costos eran inversos. Esto debido a que la gran demanda
de este recurso no ha podido ser cubierta por el sector pesquero y al conocimiento de la sociedad sobre

los productos de origen acuicola y la disponibilidad de los productos de este origen (acuicola), ya que



pueden obtenerse todo el afio a diferencia de los individuos por captura, pues estos ultimos dependen de

ciclos de veda para su pesca (CONAPESCA, 2015).

1.1.3.Impacto de enfermedades en el sector camaronicola

Debido a que el camardn blanco es una especie que generalmente es cultivada de manera intensiva (altas
densidades), es susceptible a desarrollar diferentes enfermedades. De las enfermedades que se han
registrado en cultivos y que generan altas tasas de mortalidad, se encuentran el virus de la mancha blanca
(WSSV), el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) y el virus del Taura (TSV)
(Morales -Covarrubias et al., 2011), siendo estas las que mas pérdidas econdmicas han generado. Ademas,
en el afio 2012, a nivel mundial se presenté una nueva enfermedad denominada el sindrome de mortalidad
temprana (EMS/AHNS), dicha enfermedad tiene como agente causal una cepa patdgena de la bacteria
Vibrio parahaemolyticus, que causa mortalidad de hasta el 100% y se presenta generalmente en etapas
juveniles (Cuéllar-Anjel, 2013; Varela-Mejias y Pefia-Navarro, 2014). Lo cual se ve reflejado con la
diminucidn de la produccién camaronicola del pais en los afios donde se presentaron dichas enfermedades
(Figura 2). En 2013 se registrd la aparicion de esta enfermedad en México (Tabla 1) ocasionando que la
produccién, en comparacién con la produccidn registrada para el afio previo (2012), descendiera hasta un
40% (CONAPESCA, 2013). En México, de acuerdo a los valores registrados en el Anuario Estadistico de
Acuacultura y Pesca de la Comisidon Nacional de Pesca y Acuacultura (CONAPESCA, 2013), la produccidn
acuicola en el 2013 de camarédn blanco Penaeus (L.) vannamei fue de 67, 224 t (peso vivo). El mayor
productor a nivel nacional fue Sinaloa con 24, 862 t que corresponden a un 47% de la produccion total de
camarén en México (CONAPESCA, 2013). Sin embargo, datos preliminares indican que la produccion de
camaron blanco para el afio 2015 se ha duplicado, con un total de 130,344 t, siendo Sonora y Sinaloa los
dos estados con mayor produccidon con el 82.1% del total, produciendo estos estados 54 y 52 mil t lo cual

representa el 42.2 y el 39.9% del total respectivamente (CONAPESCA, 2015).



Tabla 1. Descripcidn general de enfermedades presentes en el cultivo de P. (L.) vannamei y aiio de aparicidn en

Meéxico.
Mortalidad en Aparicion en
Enfermedad Agente causal Cita
cultivo México
Gutiérrez-Salazar,
Sindrome de la deformidad Virus de DNA de
30% 1989 2011 vy Lightner,
y enanismo (RDS) cadena simple
2003
Bonamietal., 1997;
Virus de RNA de Cuéllar-Anjel, 2012
Virus del Taura (TSV) 90% 1990
cadena simple y Galaviz-Silva et
al.,2004
King et al., 2012 y
Virus de DNA
Virus de la mancha blanca 100% 1999 Sanchez-Martinez
bicatenario
etal., 2007
Cepa patogena de Varela-Mejias y
Sindrome de la mortalidad
Vibrio 100% 2013 Pefa-Navarro,
temprana (EMS/AHPNS)
parahaemolyticus 2014
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Figura 2. Produccién histérica nacional por acuicultura y pesca de camardn blanco P. (L.) vannamei, considerando los
dos estados con mayor produccidn a nivel nacional, Sonora (linea roja) y Sinaloa (linea amarilla); enfatizando (flechas
rojas) afios con aparicién de enfermedades.

1.1.4. Diversidad genética, estrategia para mejorar el sector camaronicola

Generar cultivos con altos indices de diversidad genética permiten al sector, la planificacion de cruces
dirigidos, los cuales, potencializan el crecimiento y resistencia de individuos en condiciones de cultivo, esto

a su vez incrementa la productividad de la industria.

La diversidad genética en individuos se refiere a la cuantificacidn de la variacidn en el material genético de
una poblacién determinada, esta variacién permite que en la poblacidn existan diferentes variantes de un
gen como resultado de mutaciones, migraciones y deriva génica, esto permite que los individuos en una
poblacién determinada tengan mayor capacidad de respuesta ante condiciones ambientales cambiantes

(Povh et al., 2008).

Sin embargo, generalmente en cultivos a nivel comercial, una practica comun es la generacién de lotes de
reproductores a partir de individuos sobrevivientes de algin evento de enfermedad o mortandad causada
por variables fisico quimicas, lo que ocasiona la reproduccion entre individuos que en la mayoria de los
casos estan altamente emparentados, por lo que se presenta endogamia en las siguientes generaciones
(Mufioz y Pérez, 2004). Otra razoén por la cual se genera endogamia en los cultivos actuales de camaron,
es por la compra de postlarvas a laboratorios no certificados, los cuales venden individuos con un
coeficiente de endogamia alto y cuando se pretende obtener nueva progenie a partir de estos lotes, el
resultado puede ser una progenie con indices alin mas altos de endogamia y una diversidad genética muy
baja (Doyle y Moss, 2006). Los efectos negativos de la endogamia, conocidos como depresién endogamica,
son altas tasas de mortalidad, bajas tasas de crecimiento, baja resistencia a algunas enfermedades,
disminucién en los porcentajes de fecundacidn y altas tasa de deformidades en la progenie, siendo estas
las principales caracteristicas que afectan la produccién intensiva de algunas especies (Perez-Enriquez et
al., 2009; Vazquez-Lobo y Garcia-Morales, 2014; Zhang et al., 2014). Estas consecuencias son ocasionadas
debido a las pérdidas de variantes alélicas ya que se disminuye la heterocigosidad en una poblacidon
determinada (Mendoza-Cano et al., 2013). La heterocigosidad en una poblacién es la proporcién de
individuos heterocigotos para un locus o para el promedio de varios loci y es utilizado como una medida

de variabilidad genética (Beaumont y Hoare, 2003).



1.1.5. Técnicas para evaluar diversidad genética

Para evaluar la variabilidad genética en poblaciones, se utilizan diferentes técnicas moleculares, entre las
cuales se encuentran isoenzimas, RAPD, RFLP, AFLP. Sin embargo, han sido reportadas como técnicas con
capacidad limitada o baja reproducibilidad para detectar polimorfismo (Freitas et al., 2005), el
polimorfismo de una técnica indica la capacidad de ésta de detectar la ocurrencia de variantes alélicas
para un locus en especifico en una poblaciéon determinada (Cruz, 2003). Actualmente dos tipos de
marcadores moleculares se reportan como técnicas con alto potencial para evaluar variabilidad genética
estos son los marcadores microsatélites (SSR) y marcadores de polimorfismo de nucleétido Unico (SNP)

(Vignal et al., 2002; Beaumont et al., 2010).

Dentro de los marcadores genéticos moleculares, los marcadores SSR y los SNP son los mas recomendados
para realizar andlisis de variabilidad genética y de parentesco debido a las caracteristicas que presentan

(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de marcadores moleculares SSR y SNP.

Conocimiento
No. de Tipo de

Marcador Reproducibilidad dela Tipo Polimorfismo Exactitud Costo
alelos marcador
secuencia
SSR Alta Si 1y 2 Mdltiple Codominante Alto Alto Variable
SNP Alta Si ly2 2 Codominante Alto Muy alto alto

*Tipo 1: marcadores que se encuentran en secuencias codificantes conocidas

*Tipo 2: marcadores que se encuentran en secuencias no codificantes
(Vignal et al., 2002; Li y Cordes, 2004; Beaumont et al., 2010)

1.1.5.1. Marcadores moleculares microsatélites (SSR)

En la acuicultura la aplicacién de la informacién generada por los marcadores microsatélites o SSR, por sus
por sus siglas en inglés (Simple Sequence Repeats, SSR), es amplia, una de ella es en la generacién de
programas de mejoramiento genético para el cultivo de diversas especies acuicolas (Bentsen y Olesen,

2002). En estos programas se realiza una seleccidon minuciosa de los reproductores que seran utilizados



con base en los genotipos presentes y con el fin de realizar cruzas dirigidas que generen progenies que
mantengan o aumenten la diversidad genética del recurso y presenten caracteristicas de interés comercial
previamente seleccionadas en los reproductores (Martinez, 2005). Dentro de una familia o linea, se espera
que las variantes alélicas sean similares, por ello cuando éstas presentan caracteristicas de interés
comercial, es posible caracterizar e identificar qué proporcién de la progenie producida a partir de éste
tipo de familias o lineas presenta las caracteristicas de interés comercial (Vazquez-Lobo y Garcia-Morales,
2014). Asimismo, diversos autores han comprobado la eficacia de estos programas y las mejoras en
diversidad genética en cultivo con la seleccidon de caracteres particulares (crecimiento), obteniéndose

hasta un 26% en ganancias econdmicas en diferentes especies acuicolas (Borrel-Pichs, 2002).

Los SSR, son secuencias de 2 a 6 bases repetidas en tandem un determinado niumero de veces (Figura 3),
éstas se encuentran en las células eucariotas y en algunas bacterias (Toth et al., 2000). Los SSR pueden ser
clasificados por sus motivos de repeticidn, dependiendo del tipo de motivos se clasifican en dinucledtidos,
trinucledtidos, tretranucledtidos y pentanucledtidos, siendo los mas comunes para peneidos los
tretranucledtidos (Scarbrough et al., 2002). Otra forma de clasificacién es por la organizacion de sus
motivos de repeticion, donde se encuentran los SSR perfectos, estos son los que poseen un Unico motivo
de repeticidn, los compuestos interrumpidos, que presentan diferentes motivos de repeticion pero se
encuentran interrumpidos por diferente nimero de bases que no conforman el microsatélite y por ultimo
se encuentran los SSR complejos, los cuales pueden presentar todas las caracteristicas antes mencionadas
(Perez-Cruz, 2003). Asimismo, se ha registrado la presencia de SSR en regiones codificantes, las cuales
estan reportadas en el banco de genes (Genbank) como secuencias expresables (EST), ademdas también se
encuentran en regiones no codificantes y dentro del genoma mitocondrial. La presencia de estos en
regiones codificantes es relativamente baja a diferencia con regiones no codificantes, en la cual tienen una
tasa mutacional de 102 a 10°® de generacién en generacién, se asume que en regiones codificantes es
menor la tasa mutacién debido a las implicaciones que tendrian en la sintesis de proteinas (Scarbrough et
al., 2002). Los SSR son codominantes y se rigen bajo un modelo de herencia mendeliana y pueden ser
detectados al ser amplificados utilizando la reaccion en cadena polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
y con ello generando fragmentos microsatélites altamente polimérficos en cuanto a su longitud, lo cual
facilita su analisis y lo economiza. Por ello son ampliamente utilizados para realizar pruebas de identidad,

estudios de poblacidn, analisis de ligamiento y mapeo del genoma (Vazquez-Lobo y Garcia-Morales, 2014).

Actualmente se encuentran descritos dos modelos que explican la generacidon y evolucién de estas

regiones microsatélites, el primero es el error en la sintesis de DNA o desplazamiento de la polimerasa, se
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presenta por una desestabilizacion de la hebra de DNA que provoca el deslizamiento de la polimerasa; el
segundo modelo ocurre durante la recombinacién homodloga de los cromosomas en donde no hay un
empalme adecuado (Perez-Cruz, 2003; Chistiakov et al., 2006). Asimismo, tres modelos de mutacion
explican este proceso en microsatélites, a) mutacién por pasos (SMM, por sus siglas en inglés), el cual
asume que la mutacidn se dara por una sola repeticién, b) mutacional de dos fases (TPM, pos sus siglas en
ingles), el cual envuelve cambios en las repeticiones simples y c) de alelos infinitos (IAM, por sus siglas en
inglés), este modelo refuta el modelo de homoplasia e indica que cada mutacién de SSR resulta en un alelo

nuevo (Chistiakov et al., 2006).

‘ Motivo de repeticion: (AAT)a

CAATGAAGAAAATAAAAATAATAATAATAAAAAAATCAGGGAA..
L TTACTTCTTTTATTTTITATTATTATTATTTTITTTAGTCCCTT...
=) 1

Regidn flanqueante Regidn flanqueante

Figura 3. Esquematizacion de una regidn microsatélite, haciendo énfasis en los motivos de repeticién (microsatélite
Lv76, de este estudio), motivo de repeticidon: AATa.

Con el uso de marcadores SSR surgié con gran auge el estudio de poblaciones con estos marcadores a
finales de los noventas. Dentro de los primeros estudios en camardn blanco se encuentra el realizado por
Garcia y colaboradores (1996) en donde al utilizar marcadores RAPD se identificé la presencia de dos
regiones microsatélites. Posteriormente Wolfus y colaboradores (1997) evaluaron el uso potencial de uno
de estos marcadores microsatélites en programas de cria de camarén y determinaron que la variabilidad
genética en cultivo fue mayor que la esperada, concluyendo que esta técnica podia ser utilizada con
certeza para determinar variabilidad genética en cultivos de camarén. Sin embargo, a partir de estos
estudios comenzd la identificacidn, aislamiento y desarrollo de nuevos marcadores microsatélites,
utilizando bibliotecas genémicas generadas a partir de la digestién de DNA con enzimas de restriccion;
dentro de las primeras técnicas utilizadas fue el uso plasmidos insertados en bacterias para la clonacion

de estos fragmentos de DNA, donde se identificaba la presencia de regiones microsatélites (Cruz et al.,
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2002; Meehan et al., 2003; Zhi-Ying et al., 2006 y Garcia y Alcivar-Warren, 2007). Por otra parte, a partir
de la identificacion de secuencias codificantes y su reporte en los bancos genéticos, como GenBank, se
han podido identificar regiones con marcadores microsatélites y con ello disefiar oligonucleétidos

(cebadores, primers, iniciadores) que permiten su amplificacion (Pérez, 2003).

Una vez identificadas y caracterizadas las regiones microsatélites en el genoma del camardn blanco, se
disefian oligonucledétidos especie-especificos para amplificar estas regiones, lo que permite identificar
cada individuo de una poblacién y realizar estudios sobre variabilidad genética en camardn blanco. Estos
estudios han permitido conocer los indices de variabilidad genética, valores de endogamia e inclusive
identificar familias de camardn en condiciones de cultivo. (Borrel-Pichs, 2002; Casalla-Daza, 2003; Souza
de Lima et al., 2010 y Artiles et al., 2015). Por ejemplo, Mufioz y Pérez en 2004 evaluaron 32 familias de
camardn blanco utilizadas como reproductores en una granja de cultivo, en este estudio se utilizaron siete
marcadores microsatélites y se determind que del total de las familias el 80% fueron medios hermanos,
por lo cual se presentan altos indices de consanguinidad en dicho cultivo. Por otra parte, los SSR se han
empleado para determinar la estructura genética en poblaciones naturales de camarén blanco. En el
estudio de Valles-Jiménez y colaboradores (2005) se evaluaron cuatro poblaciones naturales (Sinaloa,
Guerrero, Guatemala y Panama) utilizando cinco loci SSR, encontrandose que estas poblaciones presentan

estructura genética, con valores de Fst pareados significativos estadisticamente.

1.1.5.2 Marcadores moleculares SNP

Los marcadores de polimorfismo de nucledtido simple (SNP, pos sus siglas en inglés) son cambios de un
solo nucledtido en la secuencia de DNA, estos son los marcadores que representan la mayor proporcion
de polimorfismos genéticos (Edwards et al., 2005). Los SNP son generalmente marcadores genéticos
bialélicos, esto se refiere a que solamente puede haber dos alelos presentes (Liu, 2007). Estos pueden ser
clasificados de acuerdo al tipo de sustitucién que presentan, transicion cuando los cambios son de bases
purinas (A, G) a bases purinas y por bases pirimidinas (C, T) a bases pirimidinas o en transversiones en
donde hay un cambio de bases purinas por bases pirimidinas y viceversa. Sin embargo, son mas comunes
las transiciones, ademas la mutacién mas comun es el cambio de bases citosinas (C) por bases timinas (T).
Otro evento comun de mutacidn que presentan los SNP es por inserciones o deleciones, estos son

producidos por error en la sintesis, reparacién o recombinacion de la hebra de DNA (Edwards et al., 2005).
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A diferencia de las regiones microsatélites, los SNP tienen una tasa de mutacidn menor en comparacion
con regiones microsatélites y presentan una baja tasa de cambios de generacién en generacién, sin
embargo, para ser considerados en el analisis de una poblacién, un SNP debe presentarse en al menos el
1% de la poblacidn, si no es asi, estos son considerados como mutaciones puntuales en un individuo o

como error de genotipificacién (Gorbach et al., 2009).

Con respecto a la frecuencia de estos marcadores, diversos autores indican que se encuentran con mayor
frecuencia en regiones no codificantes, sin embargo, ha sido ampliamente registrada la presencia de SNP
en regiones codificantes (Du et al., 2009; Yu et al., 2014). En algunos casos la presencia de SNP en regiones
codificantes puede dar indicio de enfermedades, ya que este tipo de mutaciones pueden cambiar la
secuencia de aminoacidos. Por ello, depende del tipo de mutacién y la regién donde se localice, estas
mutaciones se catalogan como mutaciones sindnimas y no sinénimas, en el caso de las mutaciones
sinénimas son las que no cambian la estructura del codén que se traducird a un aminodcido y las
mutaciones no sindnimas son las que generan un cambio en el coddn y no permite que se traduzca el
aminodcido indicado, lo cual genera una formacién no adecuada en la secuencia de aminoacidos y esto

puede influir en la funcionalidad de la proteina (Edwards et al., 2005; Vargas-Alarc et al., 2013).

Con referencia a estos marcadores, los SNP se han desarrollado de manera mas reciente que los SSR, esto
debido a que la identificacion de estos fue posible con el surgimiento de nuevas tecnologias como la
secuenciacién masiva. Con respecto a la identificacién de marcadores SNP en camardn blanco, son pocos
los estudios reportados, asi, la identificacion de SNP ha sido posible a partir de regiones codificantes
previamente reportadas en el banco de genes (Genbank) y al uso de programas computacionales que
permiten el resumen de informacion (Du et al. 2009; Ciobanu et al. 2010). Entre los estudios que han
utilizados este tipo de bases de datos se encuentran el realizado por Yu y colaboradores (2006), quienes
identificaron dos SNP relacionados con la hormona hiperglucemica, la cual esta relacionada con el proceso
de muda en crustaceos. Asimismo, utilizando programas bioinformaticos, Gorbach y colaboradores (2009),
evaluaron mas de 3,000 secuencias expresables (EST), donde se identificaron 504 SNP adecuados para su
uso en el andlisis de variabilidad genética en camardn blanco. Igualmente utilizando secuencias EST de
Genbank, Liu y colaboradores (2012) reportan la presencia de marcadores SNP e identifican que las
transiciones son mas comunes, 5,000 transiciones de C- Ty 4,500 de A— G, ademas de alrededor de 2,000
transversiones de A - C. Mas reciente en 2014, un estudio de secuenciacidon transcriptémica identificé la
presencia de 96,040 SNP con alta frecuencia que permitirian el estudio futuro del genoma del camarén

blanco (Yu et al., 2014).
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1.2.Justificacion

La produccidn a nivel nacional del camarén blanco P. (L.) vannamei ha disminuido, esto se debe
principalmente a la presencia de enfermedades, lo cual amenaza el crecimiento y competitividad de la
industria en el pais por ello, muchos laboratorios de produccion de esta especie en México han adquirido
lotes de reproductores (lineas o familias) procedentes de otros paises, los cuales han sido seleccionados
por resistencia a enfermedades o crecimiento mejorado. Debido a esto es fundamental llevar a cabo Ia
caracterizacion genética de los lotes de reproductores que han sido introducidos a México. Actualmente
se encuentran descritas diversas técnicas moleculares que con las cuales es posible evaluar diversidad
genética, entre ellas se encuentran los marcadores microsatélites (SSR) y SNP, los cuales han sido
reportados como altamente variables en estudios de poblaciones de esta especie, ademas, de ser
marcadores altamente polimdrficos y con gran exactitud; la informaciéon generada a partir de estos,
permite determinar parametros genéticos, como el coeficiente de endogamia, con el cual es posible

generar estrategias de crianza selectiva y optimizar la producciéon de camardn en México.

1.3.Hipaétesis
Las lineas de reproductores de camardn blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei, introducidas al pais,

procedentes de programas de crianza selectiva, son genéticamente diferentes de un lote de organismos

silvestres de México.

1.4.0bjetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la diversidad y diferencia genética de un lote de muestras silvestres mexicanas y entre siete lineas
de reproductores de camardn blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei introducidas a México, mediante

marcadores moleculares microsatélites y SNP.
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1.4.2. Objetivos particulares

+ Determinar la diversidad genética de un lote de muestras silvestres mexicanas y de siete lineas de
reproductores de camarén blanco introducidas a Meéxico, utilizando doce marcadores

microsatélites y un panel 192 marcadores SNP.

+ Evaluar la diferencia genética entre las siete lineas de reproductores de camarén blanco

introducidas a México y un lote de muestras silvestres mexicanas.
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Capitulo 2. Metodologia

Para cumplir con los objetivos del trabajo se realizé el analisis de 195 muestras de camardn blanco con dos
tipos de marcadores moleculares: microsatélites y SNP. Para ello se muestrearon pleépodos de cada
organismo, a partir de los cuales se obtuvo DNA de buena calidad; después se evaluaron 12 pares de
oligonucledtidos para microsatélites y se prepararon las muestras para ser analizadas con un panel 192
SNP. Posteriormente se obtuvieron los datos de genotipos. A continuacién, se describe de manera

detallada la metodologia empleada.

2.1.Muestreo de individuos

Este estudio se realizd con muestras de siete lineas de reproductores de camardn blanco Penaeus
(Litopenaeus) vannamei introducidas a México por dos empresas productoras de postlarvas, ubicadas en
el estado de Sinaloa, definidas como empresa A y B (ambas empresas prefirieron mantenerse andnimas);
de la empresa A se obtuvieron muestras de una linea y de la empresa B de seis lineas. Ademas, se contd
con un lote de muestras silvestres, colectados en el afio 2015 en seis puntos de las costas de Sonora entre
Bahia de Kino y Navojoa (Figura 4), sin embargo, se desconoce la procedencia exacta de cada una de las
muestras; estas muestras fueron donadas por el Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora, las
cuales constituyen la poblacidn silvestre mexicana en este trabajo. El nUmero total de muestras silvestres

y de individuo por lineas se encuentra descrito en la Tabla 3.
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Figura 4. Mapa de la Republica Mexicana, con énfasis en el estado de Sonora, con puntos especificos de muestreo
realizado por el Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora (COSAES) en el afio 2015.

Tabla 3. Origen de cada muestra y nimero total. NUmero de muestras utilizadas para el analisis con marcadores SSR
y SNP del camarén blanco, P. (L.) vannamei.

No. de individuos

No. de muestras No. de muestras No. de muestras

Origen Cadigo
por origen para SSR para SSR vs SNP para SNP
Muestras silvestres . Lote 45 35 35 22
silvestre
Linea 1 (empresa A) A-1 30 30 20 20
Linea 2 (empresa B) B-1 20 20 20 20
Linea 3 (empresa B) B-2 20 20 20 20
Linea 4 (empresa B) B-3 20 20 20 20
Linea 5 (empresa B) B-4 20 20 20 20
Linea 6 (empresa B) B-5 20 20 20 20
Linea 7 (empresa B) B-6 20 20 20 20
Total 195 195 175 162
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El muestreo se realizd en reproductores de P. (L.) vannamei; los cuales fueron seleccionados al azar, la
muestra fue tomada a partir de dos pledpodos de cada organismo, con pinzas y tijeras estériles.
Posteriormente las muestras fueron colocadas en tubos de 2 mL y preservadas en etanol al 96 % y

almacenadas a -20°C para su analisis posterior.

2.2.Extraccion de DNA genémico

La extracciéon de DNA se llevé a cabo utilizando el kit comercial DNeasy Blood & Tissue QIAGEN®, siguiendo
las instrucciones del proveedor. Una vez obtenido, el DNA fue incubado a 37°C por 40 min con 1.5 pL de

RNAsa a una concentracion de 30 mg/pL.

Para evaluar la calidad de DNA, en términos de grados de fragmentacién de la molécula, se realizdé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 60 min a 80 volts con solucién amortiguadora TBE 1X, en el
cual se utiliza como referencia un marcador (escalera) de peso molecular de 1 kb (Promega, G5711). Las
muestras de DNA se tifien con solucion amortiguadora de carga 6X, gel red 30X (Biotum ®). Para la
visualizacién del DNA se llevé a cabo mediante un sistema digital de fotodocumentacién Gel Doc™ XR+

(BIO-RAD) con luz UV y fue fotografiado utilizando el programa Quantity One” (BIO-RAD).

La concentracidn y pureza (con respecto al contenido de proteinas y solventes) del DNA extraido, se evalud
por medio de espectrofotometria utilizando un espectrofotémetro ND1000 NanoDrop (Thermofisher®).
La concentracidon de DNA a escala de 50 nm y en unidades de ng/uL se obtuvo utilizando una absorbancia
de 260 nm. Ademas, se registraron las razones 260/280 nm y 260/230 nm en la cual se refleja la relacion
DNA/proteinas y la relacién DNA/Solventes respectivamente. Para considerar el DNA de buena calidad se

espera que estas razones se encuentren en el intervalo de valores de 1.6 — 2.0 (Rada y Taboada, 1998).

2.3.Estandarizacion y amplificacion de marcadores microsatélites

Para llevar a cabo la amplificacién de los marcadores microsatélites, se realizd un andlisis exploratorio en

la base de datos genéticos (GenBank) y se seleccionaron 12 pares de oligonucledtidos especie—especificos
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(Tabla 4) que amplifican regiones microsatélites. Posterior a esto se procedio a la amplificacién de dichos

fragmentos mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

Durante la estandarizacion se utilizaron seis muestras silvestres, estos fueron amplificados a un volumen
final de 10 pL y con una concentracion final de los siguientes reactivos: 0.4 ug/uL de BSA, 0.2 mM de
dNTP’s, 1.5 mM de MgCl,, 0.3 uM de cada oligonucleétido (primer), 0.1 U/uL de Tag DNA polimerasa
(Kappa Biosystems®), agua de grado biologia molecular y 150 ng de DNA total (Anexo |, Tabla 11). Las
condiciones de corrida en el termociclador fueron: 5 min a 94°C; seguidos de 35 ciclos de: 1 min a 94°C, 1
min de temperatura de alineamiento (Tabla 4) para cada oligonucledtido y 1 min a 72°C; y una extension
final de 10 min a 72°C. Sin embargo, en aquellos microsatélites que presentaron bandas inespecificas se
realizaron gradientes de temperaturas, con cambios graduales de 2 °C, asimismo, se realizé cambios en
los tiempos de anillamiento (45 s) y de extension (50 s) en algunos pares de oligonucledtidos (para ver la

secuencia de los oligonucledtidos, ver Anexo I, Tabla 12).

Algunos microsatélites mostraron patrones no legibles en agarosa al 1.5% después de realizar el gradiente
de temperatura y la modificacion de tiempos en el termociclador, por lo cual se realizaron gradientes de
magnesio (de 0.8 a 1.7 mM), cambios de reactivos (Amortiguador, BSA, dNTP’s, MgCl,, oligonucledtidos,
agua), asi como una prueba con DMSO al 5 %. Los microsatélites que mostraron bandas inespecificas y

patrones no legibles, fueron descartados para el andlisis.

Los productos amplificados fueron corridos en geles de agarosa al 1.5% durante 60 min a 100 V, asimismo
se incluyd un marcador de peso molecular de 100 pb para verificar la concentracion y tamaio del
fragmento amplificado (Promega G210A). Para la visualizacidén de los productos de PCR (amplicones) se
tifleron con una solucién amortiguadora de carga 6X con colorante Gelred 30X (Biotum®) y se observaron
con un sistema digital de fotodocumentacién Gel Doc ™ XR+ (BIO-RAD) con luz UV y el programa Quantity

One® (BIO-RAD).
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Tabla 4. Descripcion de 12 microsatélites especie especificos para camarén blanco. * indica marcador desarrollado a
partir de secuencias expresables (EST).

Tamaiio . No. de
Genbank Locus esperado Motivos de repeticion : Referencia
(°C) alelos
(pb)
(TCC)s (CCT)3 (CCT)3 (TC)a (TC)a (Meehan et al.,
AF360055 TUMXLV7.56 327 59 4
(TC)3(TC)3(TC)3 (CT)3 (CCT)3 2003)
AF360023 TUMXLV5.35 104 52 (CTTT)3(AT)a(AT)3 5 (Z“é'g:)ha” et dl,
AF360076  TUMXLv8.256 166 53 (AAT)s 6 (Meehan et al,
2003)
(TA)aTG(TA)3(CA)3(CGCA)3(CTCA)s(CA)s(C (Meehan et al.,
AF360072  TUMXLv8.22 261 11
3600 UMXLv8.220 6 > GCA)3(CA)33TT(TA)sCA(TA)3CA(TA)3 2003)
(Garcia y Alcivar-
AF006629 TUI3224R 185 44 (TAGA)s(TAGA)3(ACAG)4(AG)2A(AG)s0 9 Warren, 2007)
(AG)s GG (AG)7 GG (AG)47 C(GA); A (AG)s (Zhi-Ying et al.,
DQ6581 HLIN-001 263- 1
Q658189 IN-00 63500 60 (ARAGAAL(AGIy 5 2006)
(TA)12GA(TAGA)AAT(AG)asA(AG)10ATAG (zhi-Ying et al.,
DQ658196 HLIN-008 316-454 60 A(AG) TGGAAGATIAG), 18 2006)
AY369256 Lvanl 136-146 56 (GTTT)3(GT)(GT)s 6 gzqgfs et al,
(Santos et al,
DQY88335 E4 279-326 53 (A)a(AG)s(AAAG)3(A)s 10 2010)
AY062928 Pvan1758 163-189 55 (T)10(TC)7 (T)aTC 14 (Cruz et al., 2002)
AY062925 Pvan1815 126-141 55 (T)7(CT)>(CTTT)4 (CT)s 12 gﬂéﬁj et al,
pé I
*DQ206401.1 CNM-MG512 249257 53 (ATGT) GTGT AAGT (ATGT)s 6 (Pérez et al,

2005)

2.4.Genotipificacion de marcadores

La genotipificacion con microsatélites se realiz6 mediante electroforesis capilar de alta resolucién,

utilizando el equipo QlAxcel (Qiagen®) , con el cual se obtuvo un gel virtual, que permitid identificar el

tamanfio de los amplicones con una precision de hasta 20 nucledtidos (Wang et al., 2009), esto permitié

unificar y eliminar la subjetividad a la hora de asignar los tamafios alélicos.

En el caso de los marcadores SNP, los organismos fueron genotipificados con un panel de 192 SNP

desarrollado para camaron blanco a partir de secuencias expresables (EST), utilizando una plataforma de

genotipificacion por PCR alelo— especifica (KASP™) (Semagn et al., 2014). Este analisis fue realizado en el
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Centro para Tecnologias Acuicolas (The Center for Aquaculture Technologies http://aguatechcenter.com/)

en San Diego, California.

2.5.Analisis de datos

Para el andlisis de datos se generaron los archivos de entrada empleando el programa CREATE 1.35
(Coombs et al., 2008), para el caso de las matrices de los genotipos con microsatélites. Para la frecuencia
de alelos nulos se utilizdé el método de maxima verosimilitud en el programa ML-nullFreq (Kalinowski y
Taper, 2006) y para el contenido de informacidn polimdrfica (PIC, por sus siglas en inglés) para marcadores
microsatélites se calculé utilizando el programa Cervus v 3.0 (Kalinowski et al., 2007). Ademas, para el caso
de la matriz de genotipos con SNP, primeramente, se sustituyeron los valores alfabéticos por valores
numeéricos, luego se generaron los archivos de entrada para realizar los diversos analisis genéticos, con el

programa FORMATOMATIC versidn 0.8.1 (Manoukis, 2007).

Una vez obtenidos los archivos de entrada para cada una de las matrices (SSR y SNP), se calcularon los
pardmetros para evaluar diversidad, estructura y diferenciacién genética en el lote de muestras silvestres

y las lineas de cultivo, los andlisis se detallan a continuacion.

2.5.1. Diversidad genética

La diversidad genética se determind con base a los siguientes poblacionales: heterocigosidad observada y
esperada (Ho y He, respectivamente), alelos privados (AP) y nimeros de alelos (Na) los cuales fueron
calculados utilizando el programa genético GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Asimismo, las
frecuencias alélicas y genotipicas de ambos marcadores (SSR y SNP), se utilizd el programa GenePop
(Raymond y Rousset, 1995). El Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) calculd siguiendo el procedimiento
descrito por Guo y Thompson (1992), usando una prueba andloga a la prueba exacta de Fisher. La prueba
se realizd utilizando una prueba modificada del algoritmo aleatorio de la cadena de Markov, para esta
prueba se utilizaron 100,000 pasos de la cadena de Markov y 1,000 pasos de desmorisacion (del inglés
dememorization), esto fue realizado en el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005). La riqueza alélica

(Ra, medida del numero de alelos, independiente del nimero de muestras por poblacidn), la cual fue
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calculada utilizando el método de rarefaccién del programa Fsrar (Goudet, 1995) con la biblioteca hierfstat
en el paquete estadistico R (Ilhaka y Gentleman, 1996). Ademas, utilizando estos programas, se obtuvo el

coeficiente de endogamia (Fis) por loci y por poblacién.

2.5.2. Estructuracion genética y diferenciacion genética

Para determinar la posible estructuracion genética se utilizé el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et
al., 2000), que utiliza un modelo bayesiano basado en métodos de agrupamiento (clusters), hace
agrupaciones de individuos de acuerdo a sus frecuencias alélicas, inferencias sobre a qué poblacion
pertenece cada uno de los individuos analizados, en componentes genéticos (K), para esto se utilizaron
1,000,000 de MCMC (Cadenas de Markov Monte Carlo), 500,000 pre - simulaciones (burn — in) y 10
interacciones de los procesos iniciales de corrida. Para el analisis de estructura genética del lote de
muestras silvestres se hizo un analisis exploratorio con K = 8 (considerando cada punto de muestreo mas
dos posibles componentes extras) y un analisis final con K = 2; a diferencia del analisis de estructura
genética de las lineas de reproductores de camardn blanco, donde se realizaron dos andlisis exploratorios
uno con K = 10 (considerando todas las lineas, el lote de muestras y dos posibles componentes extras), el
otro analisis se realizd con K = 9 (dejando fuera del andlisis la linea A-1) y por ultimo se hizo un analisis

final con el nimero de componentes determinado (K = 3).

Posteriormente, con los resultados de este programa, se implementé la prueba de Evanno (Evanno et al.,
2005), en el programa Structure Harvester (Earl y VonHoldt, 2012), utilizando delta K (AK) y el logaritmo

de probabilidad media (LnP [D]) que se refiere al nimero mas probable de componentes genéticos (K).

Conjuntamente para medir distancias genéticas se calculd el coeficiente de fijacién (FST) pareado y su
valor de probabilidad (p —valor) para cada una de las muestras en las lineas de cultivo y el lote de muestras
silvestres esto mediante el uso del programa Arlequin version 2.3 (Excoffier et al., 2005), utilizando 10,000
permutaciones, se calculd el coeficiente de fijacidn (Fst) pareado y su valor de probabilidad (p - valor) para
cada una de las lineas de cultivo y la poblacién silvestre. La prueba de hipétesis nula de esta prueba es que
entre las poblaciones o lineas (este estudio no hay diferencias. Por otra parte, utilizando el mismo
programa; con las mismas condiciones de corrida, se realizé un anadlisis de varianza molecular (AMOVA),

el cual mide el nivel de estructura genética, a diferentes niveles jerarquicos: entre poblaciones o lineas (en
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este estudio), entre poblaciones o lineas dentro de grupos, entre individuos dentro de las poblaciones o

lineas y entre individuos.

Ademas se realizé un analisis discriminante de componentes principales (ADCP) utilizando la biblioteca
Adegenet (Jombart, 2008), en el paquete estadistico R (Ilhaka y Gentleman, 1996), donde el propdsito
principal es disminuir las variables del analisis (en este caso el numero de loci), identificando aquellos loci
gue tienen un mayor efecto en la estructura poblacional, lo cual facilita identificar la agrupacién entre los

individuos.

Por otra parte, se realizé un andlisis por distancia genética con la prueba de distancias de Nei (Nei, 1972)
y se construyd un dendrograma de similitud genética empleando el método del vecino mds cercano
(Neighboor-Joining) en el programa Populations v. 1.2.32 (Langella, 1999). La estabilidad de las ramas en
el dendrograma fue probada estadisticamente con 900 repeticiones (Bootstrapping). Para visualizar la
similitud del lote de muestras silvestres y las siete lineas de cultivo se utilizd el programa FigTree v.1.4.3

(Rambaut, 2012).

2.5.3. Analisis estadistico

Los datos de nimero de alelos, riqueza alélica, heterocigosidad esperada y observada y coeficiente de
endogamia por lote/linea fueron sometidos a pruebas de normalidad de Shapiro Wilk y de
homocedasticidad de varianza de Levene. Posteriormente, los pardmetros genéticos que presentaron
normalidad fueron sometidos a un ANOVA de una via (f-Fisher) para determinar la presencia de diferencias
entre poblaciones, lote y/o lineas de cultivo para este estudio, mientras que, para aquellos pardmetros
gue presentaron diferencias significativas se aplicé una prueba a posteriori de Tukey para identificar entre

gué poblaciones (lineas) habia diferencias estadisticamente significativas (o = 0.05).

Los parametros que no se ajustaron a la normalidad, se sometieron a una prueba no paramétrica de
Kruskall Wallis y para determinar entre qué poblaciones habia diferencias se aplicé una prueba de

comparaciones multiples de Dunn.

Con respecto al coeficiente de endogamia (Fis), se realizé una prueba de normalidad de los datos. En caso

de presentar normalidad se hizo una prueba t-Student de pruebas simples, tomando como hipdtesis nula
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que los promedios son iguales a cero (0), es decir que indican que la poblacién se encuentra en panmixia.
El intervalo de este parametro va de -1 a 1, donde los valores cercanos a -1 indican alto nivel de exogamia
y los valores mas cercanos a 1 un alto indice de endogamia (Curtis et al., 2008). Todos los anlisis

estadisticos fueron realizados en el programa STATISTICA version 10.

Para determinar la significancia estadistica de las desviaciones del equilibrio de Hardy — Weinberg, se

utilizé la prueba de comparaciones multiples de Dunn Sidak.
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Capitulo 3. Resultados

3.1.Extraccion y calidad de DNA

El intervalo de las concentraciones de DNA obtenidas fue de 50 a 790 ng/ pL. Del total de muestras
solamente el 10 % tuvo una concentracién menor a 100 ng/ pL. Todas las muestras de DNA resultaron de
alto peso molecular (> 12,000 pb) y poca o nula degradacién, como se observa en el ejemplo de 20 muestra

en la Figura 5.

2 3 4 5 6 4.8 910 11 42 13 34 15 A6..17, 18 19 J8 ESC

- _-,._---—-.,b-q.-..H----—---—--“—.

Figura 5. Evaluacion del DNA de 20 muestras de camardn blanco de la empresa A. Gel de Agarosa al 1%. Corrida
durante 60 min a 90 volts con solucién amortiguadora TBE 1X, muestras estandarizadas a de 50 ng/ pL. escalera de
peso molecular de 1 Kb (Promega, G5177).

La relacion de absorbancia DNA/ proteinas (260/280) y su desviacion estandar, fue de 1.99 + 0.05 en
promedio, en el lote de muestras silvestres 1.93 £ 0.07 en las lineas de cultivo de la empresa Ay 1.96 +
0.06 en las muestras de lineas de cultivo de la empresa B (Figura 6, A). Sin embargo, la relacién de
absorbancia entre DNA vy otros solventes (260/230) presenté mayor variabilidad, en el lote de muestras
silvestres fue de 1.99 + 0.31 en promedio, en la empresa A fue de 1.44 + 2.08, siendo esta la que presenté

mayor desviacion estandar y, por ultimo, la empresa B con 1.77 + 0.28 en promedio (Figura 6, B).
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Figura 6. Dispersion de las razones para determinar calidad de DNA. En las graficas de muestran las relaciones para
las muestras de DNA de camardn blanco con respecto a la concentracion de DNA en ng/uL. donde se muestra: A) la
relacion 260/280 (proteinas), B) la relacién 260/230 (solventes).

Por lo que se logré obtener DNA de todas las muestras, con buena calidad con respecto a la integridad
observada en geles de agarosa y sin contaminacién de proteinas y solventes, para la mayoria de las
muestras, excepto en las muestras de las lineas de la empresa A (20%), que dieron por debajo de la relaciéon

de absorbancia 260/230 recomendada (> 1.6).

3.2.Diversidad genética de muestras silvestres y siete lineas de cultivo

3.2.1. Genotipificacion genética

3.2.1.1. Marcadores microsatélites (SSR)

De la lista de los 12 marcadores SSR seleccionados inicialmente, seis fueron estandarizados exitosamente
(TUMXLv5.35, Pvan1815, TUMXLv7.56, TUMXLv8.220, TUMXLv8.256 y CNM-MG512). El resto de los
marcadores (Pvan1758, TUI3224R, E4, Lvanl, HILN-001 y HILN-008) presentaron bandas inespecificas
(Figura 7) aun después de realizar diversas pruebas para eliminar este bandeo, por lo cual fueron excluidos

del presente estudio.
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Figura 7. Ejemplo de estandarizacién de marcadores microsatélites especie especificos de camardn blanco, utilizando
cuatro muestras silvestres. A) Microsatélite Lvanl (no estandarizado); B) Microsatélite TUMXLv5.3 (estandarizado).
Gel de agarosa al 1.5 %, corrida durante 40 min a 90 V, escalera de peso molecular de 100 pb (Promega G210A).

Por lo que de los seis marcadores SSR, solo se obtuvo producto de amplificaciéon en el lote de muestras
silvestres, mientras que en las lineas de cultivo solo se logré en el 12.5% de los individuos (Tabla 5) del
total de las muestras (n = 150). Por lo cual el analisis de diversidad genética utilizando marcadores SSR solo

se realizé en la muestra silvestre de camardn blanco (seccién 3.2.2).
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Tabla 5. Relacidn de amplificacidn de marcadores microsatélites en el lote de muestras silvestres y por linea de cultivo
de camardn blanco.

Linea / SSR TUMXLv5.35 Pvan1815 TUMXLv7.56 TUMXLv8.220 TUMXLv8.256 CNM-MG512
Silvestres 44 45 43 43 43 45
Linea 1 (empresa A) 2 1 4 2 3 4
Linea 2 (empresa B) 1 9 3 1 4 9
Linea 3 (empresa B) 1 1 0 0 0 2
Linea 4 (empresa B) 1 0 0 0 0 4
Linea 5 (empresa B) 1 0 0 0 0 0
Linea 6 (empresa B) 1 0 0 0 0 0
Linea 7 (empresa B) 0 0 0 0 0 0

Total de

7 11 7 3 7 19

amplificaciones

Porcentaje 4.6 % 7.3% 4.6 % 2% 4.6% 12.6 %
correspondiente

3.2.1.2. Marcadores SNP

Del panel de 192 marcadores SNP, solo se genotipificaron 164 en la mayoria de los individuos. De los
cuales, se hizo una depuracién de marcadores, considerando aquellos que fueron genotipificados en mas
del 80% de los individuos. Por lo que, para el lote de muestras silvestres, solamente 104 SNP fueron
genotipificados en mas del 80% (n = 35) de los individuos y utilizados para el andlisis de diversidad y
estructura genética de este lote, mientras un total de 136 SNP se genotipificaron para la mayoria de las
muestras (silvestres n= 24 y para las lineas de cultivo n=138) para el analisis de diversidad genética y

estructura de las lineas de cultivo de camardn blanco

3.2.2. Diversidad genética de un lote de muestras silvestres: marcadores SSR

Para el andlisis del lote de muestras silvestres (n = 35) fueron utilizados seis marcadores SSR los cuales

presentaron un contenido de informacién polimérfica (PIC) en promedio de 0.823 (D.E = 0.104), con un
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intervalo de 0.656 hasta 0.929, siendo altamente informativos. Donde el valor mas alto de PIC lo presento

el locus TUMXLv8.220 y el menor valor el locus CNM-MG512 (Tabla 7).

Con respecto a la presencia de alelos nulos (An), se detectdé que los SSR TUMXLv5.35 y CNM-MG512
presentaron la mayor frecuencia de An (11% cada locus), el locus con menor frecuencia fue el TUMXLv7.56,
ademas, no se registraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) entre los valores obtenidos

por cada locus (Figura 8).

En este estudio, el nimero de alelos (Na) obtenidos varié de 8 a 23, siendo el locus TUMXLv7.56 el mas
informativo y los menos informativos los locusTUMXLv5.35 y CNM-MG512. Con respecto a la riqueza
alélica se presentd 13.494 + 6.024 en promedio, manteniéndose el mismo orden de dominancia que con

el nimero de alelos (Tabla 7).

Tabla 6. Parametros genéticos de un lote de muestras silvestres evaluada con marcadores microsatélites. n: nimero
de individuos, PIC: Contenido de informacidn polimdrfica, An: Frecuencia de alelos nulos, Na: Niumero de alelos, Ra:
Riqueza alélica, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada, EHW: ajuste al Equilibrio de Hardy-
Weinberg, Fis: coeficiente de endogamia.

Origen Locus n PIC An Na Ra Ho He EHW Fis
Silvestre ~ TUMXLv5.35 34 0.750 0.111 8 7.76  0.147 0.781 *EE O 0.817***
Pvan1815 35 0.859 0.062 15 1391 0.371 0.871 *ak o 0.583%***
TUMXLv7.56 33 0.917 0.042 23 21.26 0.485 0.922 *xE O 0.486***
TUMXLv8.220 28 0.929 0.048 20 20.00 0.393 0.933 *Hk S 0.591%**
TUMXLv8.256 33 0.826  0.083 11 10.66 0.333 0.844  ***  (0.615***
CNM-MG512 35 0.656 0.111 8 7.35 0.229 0.707 *ERE S 0.684%**

Promedio 0.823 0.076 14.16 13.49 0.326 0.843 oork 0.629***

D.E 0.104 0.031 6306 6.02 0121 0.087 0.112

D.E: Desviacidn estandar. a = 0.0081. Significancia estadistica: * = significativo, ** = altamente significativo, *** = muy altamente
significativo.
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Figura 8. Frecuencia de alelos nulos en seis marcadores microsatélites utilizados para evaluar diversidad genética en
un lote de muestras (n = 24) de camardn blanco.

Con respecto a la frecuencia alélica de los alelos en cada locus evaluado, se observa que todos los loci
presentaron entre uno y tres alelos con mayor proporcion que el resto. En la figura 9, se puede apreciar la
distribucion de alelos y su frecuencia para cada SSR. En el caso del locus TUMXLv5.35, el alelo con mayor
frecuencia fue el 140 (con una proporcion de 0.338), para el locus Pvan1815 el alelo mas comun fue el 142
con 0.243. Por otra parte, en el locus TUMXLv7.56 que fue el que presenté mayor nimero de alelos, solo
tuvo un alelo con mayor frecuencia el 283 (0.152); a diferencia del locus TUMXLv8.220 el cual registro tres
alelos con igual frecuencia 209, 285 y 351 (los tres con una proporcién de 0.107), en el caso del locus
TUMNXLv8.256 el alelo mas comun fue el 154 (0.242) y por ultimo en el locus CNM-MG512 el alelo mas

comun fue el 249 (0.371) dichos datos se presentan en la Tabla 14 del Anexo Il
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Figura 9. Frecuencias alélicas correspondientes a los seis loci microsatélites evaluados en las muestras silvestres
mexicanas de camarén blanco.
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La heterocigosidad observada (Ho) para este lote de muestras silvestres tuvo un intervalo de 0.147 a 0.485,
el valor mas alto se presenté en el locus TUMXLv7.56 y el mas bajo en el locus TUMXLv5.35. Mientras que,
la heterocigosidad esperada (He) vario de 0.707 (locus CNM-MG512) a 0.933 en el locus TUMXLv8.220.
Todos los loci evaluados para estas muestras se encontraron fuera del Equilibrio de Hardy-Weinberg, con

una diferencia altamente significativa (p < 0.05; Tabla 7; Figura 10).
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Microsatélite

Figura 10. Heterocigosidad observada y esperada del lote de muestras silvestres de camardn blanco evaluada con
seis marcadores moleculares microsatélites.

Por otro lado, el coeficiente de endogamia (Fis), en los seis locus evaluados se registrd un intervalo de
0.486 a 0.817, el locus que presentd el mayor Fis fue el TUMXLv5.35 y el que registré el menor valor fue el
TUMXLv7.56 (Figurall) respectivamente. Lo anterior coincidié con los parametros de nimero de alelos y
riqueza alélica. Ademas, resultaron ser diferentes de cero (p < 0.05), por lo cual el lote de muestras

silvestres evaluada presenté un alto coeficiente endogamia (0.629 + 0.111).
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Figura 21. Coeficiente de endogamia (Fis) de un lote de muestras silvestres de camarén blanco evaluada con
marcadores SSR. A) Fis en general por lote de muestras; B) Fis por SSR evaluado. Asteriscos indican significancia
estadistica con respecto a la prueba t-Student. * =significativo, ** =altamente significativo y *** = muy altamente
significativo. Linea punteada separa cuadrantes, de 0 a 1 cuadrante endogamia, O = panmixia y de 0 a -1 cuadrante
de exogamia.
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3.2.3. Diversidad genética en un lote de muestras silvestres: marcadores SNP

El nimero de alelos (Na) registrados con 104 marcadores SNP tuvo un intervalo de 1.79 a 2; la riqueza
alélica (Ra) presentd patrones similares, variando su intervalo de 1.5 a 2; sin diferencias estadisticamente

significativas los loci para ambos (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros genéticos de un lote de muestras silvestres evaluada con 104 marcadores SNP. n: nimero de
individuos, Na: niumero de alelos, Ra: riqueza alélica, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada,
EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg, Fis: coeficiente de endogamia, FAM: Frecuencia del alelo menos comun.

Lote de muestras n Na Ra Ho He EHW Fis FAM
Silvestre Promedio 32.317 1.89 1.86 0.185 0.298 ns 0.326*** 0.050
D.E. 3.157 0.31 0.31 0.120 0.172 ns 0.271 0.033

D.E: Desviacion estandar. Significancia estadistica: * = significativo, ** = altamente significativo, *** = muy altamente significativo.

La heterocigosidad observada (Ho) registré un minimo de 0 hasta 0.419, igualmente en la heterocigosidad
esperada (He) el valor mas bajo fue de 0 en once de los 104 loci evaluados y el valor mas alto fue de 0.507
(Figura 12). De acuerdo a los calculos del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se encontré que todos los

loci estan en equilibrio (Tabla 7).
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Figura 12. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) de un lote de muestras silvestres de camardén blanco
evaluada con 104 marcadores moleculares SNP.
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Las muestras silvestres de camarén blanco con marcadores SNP presentaron un Fis de 0.326 £ 0.270 en
promedio, indicando este valor como moderadamente endogdmico con alta significancia de acuerdo a la
prueba t-Student realizada (Figura 13). No obstante, algunos loci presentaron valores de Fis que indican
que son altamente endogamicos, el 82 % de los loci fueron endogamicos, mientras que otros loci
mostraron valores bajos que indican ligera exogamia (8.6 %); uno de estos fue el locus SNP86, el cual

presento un Fis de 1y el locus SNP139 el cual tuvo un Fis de -0.299.
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Figura 33. Coeficiente de endogamia (Fis) de un lote de muestras silvestres de camardn blanco evaluada con
marcadores SNP. A) Fis promedio para el lote de muestras; B) Fis por marcador SNP analizado. Asteriscos indican
significancia estadistica con respecto a la prueba t-Student. * = significativo, ** = altamente significativo y *** = muy
altamente significativo. Linea punteada separa cuadrantes, de 0 a 1 cuadrante endogamia, 0 = panmixiay de 0 a -1
cuadrante de exogamia.
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3.2.4. Diversidad genética de lineas de cultivo: marcadores SNP

Todas las muestras silvestres y las lineas de cultivo empleadas en este andlisis presentaron un intervalo de
1 a 2 alelos por locus, asimismo, la riqueza alélica tuvo un minimo de 1.7 y un maximo de 2 (Tabla 8),
ambos parametros no mostraron significancia estadistica entre lineas (p > 0.05). Por otra parte, la Unica
linea que mostré alelos privados fue la A-1, donde se registraron dos alelos privados en los loci SNP 118 y
SNP 134. En el locus SNP 118 la mayoria de los alelos fueron guanina, excepto en el individuo 22 de esta
linea (A-1-22), el cual presentd una mutacion de tipo transicion (guanina a timina; G -> T), mientras que el
locus SNP 134, donde la mayoria de los alelos de este locus fueron adenina, el individuo 9 (a-1-9) presentd
una mutacion de tipo transversion, el cual presento una sustitucién de una adenina por una citosina (A ->

C), la frecuencia de estos alelos fue de 0.026 y 0.025 respectivamente.

Tabla 8. Parametros de diversidad genética de un lote de muestras silvestres y siete lineas de cultivo de camaron
blanco evaluada con 136 marcadores SNP. n: Nimero de individuos, Na: Niumero de alelos, Ra: Riqueza alélica, Ap:
Alelos privados, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada, EHW: ajuste al Equilibrio de Hardy-
Weinberg, Fis: coeficiente de endogamia, FAM: Frecuencia del alelo menos comun.

Lote /Linea n Na Ra Ap Ho He EHW Fis FAM
Silvestre 24 1.93 1.90 - 0.294 0.336 ns 0.129%*** 0.021
A-1 20 1.87 1.85 2 0.348 0.322 ns -0.078***  0.025
B-1 20 1.91 1.89 - 0.314 0.337 ns 0.075%** 0.025
B-2 19 1.90 1.89 - 0.339 0.343 ns 0.013 0.026
B-3 20 1.91 1.89 - 0.312 0.340 ns 0.081*** 0.025
B-4 20 1.89 1.87 - 0.299 0.334 ns 0.099*** 0.025
B-5 19 1.94 1.93 - 0.323 0.337 ns 0.050 0.026
B-6 20 1.93 1.91 - 0.329 0.346 ns 0.048*** 0.025
Promedio 1.91 1.89 0.320 0.337 0.052 0.025

D.E. 0.02 0.02 0.019 0.007 0.063 0.002

D.E: Desviacion estandar. Significancia estadistica: * = significativo, ** = altamente significativo, *** = muy altamente significativo,
ns: no significativo.

Con respecto a la heterocigosidad observada en el lote de muestras silvestres y las siete lineas de cultivo,
se registré valor de 0.320 + 0.019 en promedio general, la linea que presentd la mayor proporcién de
individuos heterocigotos fue la A-1 (0.348 + 0.237). Sin embargo, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios (Figura 14 A). La heterocigosidad esperada tuvo un
promedio general ligeramente mayor (0.337 + 0.007) que el registrado para la heterocigosidad observada
(0.320 + 0.019), este fue de 0.337 + 0.173, no obstante, todas presentaron promedios similares y no se

registraron diferencias estadisticamente significativas entre ninguna de las lineas evaluadas (Figura 14, B).
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Todos los loci evaluados (136) en el lote de muestras silvestres y las siete lineas de cultivo estuvieron

dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 8) después de aplicar la correccién de Dunn Sidak para

comparaciones multiples (p > 0.000061).
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Figura 14. Heterocigosidad observada (A) y esperada (B) de un lote de muestras silvestres y siete lineas de cultivo
camaron blanco evaluadas con marcadores SNP. A-1) Empresa A, de B-1 a B-2) Empresa B.
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Por otra parte, con respecto al coeficiente de endogamia (Fis) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las lineas; donde se indica que el promedio de F;s de la linea A-1 es igual solamente a
la linea B-2 y diferente al lote de muestras silvestres y al resto de las lineas (p < 0.05). Ademas, a excepcion
de lalinea B-2, el resto de las lineas pertenecientes a la empresa B resultaron ser iguales al lote de muestras
silvestres y entre ellas. Mientras que la linea B-2, mostrd se estadisticamente diferente del lote de

muestras silvestres (p = 0.032) (Figura 15).

Las muestras silvestres registraron el valor mas alto de endogamia con un valor de Fis de 0.129 £ 0.252; las
lineas B-1, B-3, B-4 y B-6 tuvieron valores en un intervalo de 0.048 a 0.099 registrando una tendencia a la
endogamia en todas las lineas (p < 0.05). Mientras que las B-2 y B-5 registraron valores de endogamia
promedio de 0.013 + 0.246 y 0.050 * 0.282, respectivamente; ubicando a estas lineas en panmixia. A
diferencia de la linea A-1, la cual registro el valor mas bajo de Fis (-0.078 + 0.296) ubicando este valor con

una tendencia ligera de exogamia (Figural5).
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Figura 45. Coeficiente de endogamia (Fis) en un lote de muestras silvestres mexicanas y siete lineas de cultivo de
camaron blanco, evaluadas con 136 marcadores SNP. A-1) Empresa A, de B-1 a B-2) Empresa B. Asteriscos indican
significancia estadistica con respecto a la prueba t-Student. * = significativo, ** = altamente significativo y *** = muy
altamente significativo. Linea punteada separa cuadrantes, de 0 a 1 cuadrante endogamia, 0 = exogamiayde O a -1
cuadrante de panmixia (Curtis et al., 2008).
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3.3. Estructuracién y diferenciacion genética

3.3.1. Estructuracion y diferenciacion genética del lote de muestras silvestres: marcadores SSR

Para determinar la estructuracion y diferencias de las muestras silvestres colectadas de seis puntos de
muestreo (Figura 4), se realizé un andlisis exploratorio del nimero mas probable de componentes
genéticos dentro de ella. El primer analisis con el programa STRUCTURE fue realizado con un nimero de
componentes de K = 8, esto considerando los seis puntos de muestreo y agregando 2 componentes extras
para identificar una posible estructuracién dentro de esta area. Los resultados indican que no se identifica
una estructura (Figura 16) y que en algunos individuos (10, 12, 13 34 y 35) se presenta una distribucion

diferente del resto con una componente genética predominante, componente amarillo en Figura 16.
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Figura 56. Estructura genética de un lote de muestras silvestres de camarén blanco evaluada con ocho componentes
genéticos (valor de K asignado) obtenido a partir de marcadores microsatélites (SSR).

De acuerdo estos resultados a partir del programa Structure Harvester, utilizando el promedio de mayor
probabilidad de componentes y el Delta K, se determind que la poblacidn silvestre se encuentra subdivida
en dos componentes genéticos (Figura 17). Por lo cual, para el segundo analisis en STRUCTURE, con un k=
2 el resultado muestra que el nimero de individuos que pertenecen a cada uno de los componentes es
diferente. El componente 1 (color verde) presenta 26 individuos y el componente 2 (color rojo) contiene
solamente 9 individuos (Figura 18), el porcentaje de pertenencia de cada individuo a cada componente

(verde o rojo) se encuentra descrito en el Anexo IV (Figura 28 y Tabla 14).
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Figura 67. Estimacion del nimero de componentes utilizando el logaritmo de la probabilidad media (LnP[D]) derivado
de Ak para k de 1 a 8, para el analisis con seis marcadores moleculares microsatélites (SSR) en muestras silvestres.
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Figura 18. Estructura genética de muestras de procedencia silvestre de camardn blanco, evaluada con dos
componentes genéticos (valor de K obtenido del Delta K y el valor promedio de K) obtenido a partir de marcadores
microsatélites (SSR).

Con respecto al analisis discriminante de componentes principales (ADCP) no es posible detectar una
agrupacion clara, esto utilizando los dos principales ejes (Figura 19), los cuales explican el 10.6 % de la

variacion total de los individuos analizados (Tabla 15, Anexo V).
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Figura 19. Plano cartesiano del andlisis discriminante de componentes principales para el lote de muestras silvestres
mexicana analizada con marcadores microsatélites (SSR). El eje X, indica el componente principal 1, el eje Y indica el
componente principal 2.

3.3.2. Estructuracion y diferenciacion genética en un lote de muestras silvestres: marcadores

SNP

Al igual que en el caso de marcadores SSR, el primer analisis exploratorio para el lote muestras silvestres
evaluada con marcadores SNP, se hizo utilizando un K = 8, esto considerando los seis puntos de muestreo

(Figura 4) mas dos componentes extras.

En la figura 20, se resumen los resultados obtenidos considerando cada uno de los ocho componentes
genéticos, donde es clara la agrupacidn de 14 individuos que presentan mas del 90% de similitud en su
genoma (componente amarillo).
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Figura 20. Estructura genética de un lote de muestras silvestres de camardn blanco evaluada con ocho componentes
genéticos (valor de K asignado) obtenido a partir de marcadores SNP.
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En concordancia con el andlisis con marcadores SSR, a partir de los resultados obtenidos de marcadores
SNP del programa Structure Harvester, se determind que las muestras silvestres pertenecen a dos
componentes genéticos (Figura 21). Sin embargo, la agrupacién obtenida con marcadores SNP resulta
diferente a la obtenida con marcadores SSR. En el componente 1 (color verde) se encuentran agrupados
14 individuos y en el componente 2 (color rojo) se encuentran 21 (Figura 22), en el Anexo IV (Figura 29 y

Tabla 14) se describe a que componente (verde o rojo) pertenece cada individuo evaluado.

L(K) (mean +- SD) Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
800

—-2200

—2400 500

Ln prob of data

400

Delta K

. —2600
300

Mean of est

-2800 200

100

=3000

K K

Figura 21. Estimacion del nimero de componentes utilizando el logaritmo de la probabilidad media (LnP[D]) derivado
de Ak para k de 1 a 8, para el analisis con 104 marcadores moleculares SNP en muestras de procedencia silvestre.
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Figura 22. Estructura genética de muestras silvestres de camarén blanco evaluada con dos componentes genéticos
(valor de K obtenido del Delta K y el valor promedio de K) obtenido a partir de marcadores SNP.

La agrupacion resultante del analisis de estructura es similar a la reflejada en el ADCP realizado a las
muestras silvestres, donde los mismos individuos son agrupados en dos componentes principales (Figura

23), asimismo la varianza explicada por estos componentes corresponde al 68.5 % (Tabla 16, Anexo V).
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Figura 23. Plano cartesiano del analisis discriminante de componentes principales para las muestras silvestres
mexicana analizada con 104 marcadores SNP. El eje X, indica el componente principal 1, el eje Y indica el componente
principal 2.

3.3.3. Estructuray diferencia genética lineas de cultivo: marcadores SNP

Para determinar la estructura genética en lineas de cultivo, se realizé un primer andlisis exploratorio del
numero mas probable de componentes genéticos K = 10, esto considerando el lote de muestras silvestres

y las siete lineas de cultivo y agregando dos componentes extras.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis con diez, posibles componentes (Figura 24, A) mostré un
agrupamiento de las muestras silvestres con cinco de las seis lineas de la empresa B (B-1, B-2, B-3, B-5y B-
6) y se pudo identificar que la linea A-1 muestra patrones diferentes del resto de las lineas de cultivo
analizadas. Lo que coincide con los resultados de la prueba de Evanno (Figura 25), donde se encentran tres
componentes genéticos (Figura 24, B). Debido a la gran diferencia observada en la linea A-1, esta fue
eliminada en un posterior analisis donde se usé K =9 (Figura 24, C), observandose que el lote de muestras
y todas las lineas se agrupan en dos componentes, el primer componente estd conformado por el lote de
muestras silvestres vy las lineas B-1, B-2, B-3, B-5, B-6, mientras que en el segundo componente sdlo se

encuentra la linea B-4 (Figura 24, D).
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Figura 24. Estructura genética de un lote de muestras silvestres y siete lineas de cultivo de camardn blanco, evaluada
con marcadores SNP. A) Analisis de todas las lineas utilizando diez componentes genéticos (valor de K asignado); B)
Analisis con todas las lineas con tres componentes genéticos K = 3 (K asignado a partir de los resultados con prueba
de Evanno). C) Andlisis con nueve componentes genéticos, excluyendo la linea A-1 (valor de K asignado); D) Analisis
con las lineas excluyendo a la linea A-1 con dos componentes genéticos K = 2 (K asighado a partir de los resultados
con la prueba de Evanno. Cada color indica un componente genético diferente.
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Figura 25. Estimacién del nimero de componentes utilizando LnP(D) derivado de AK para K de 1 a 10, para el analisis
con 136 SNP en un lote de muestras silvestres y siete lineas de cultivo.

Con respecto al ADCP realizado para el lote de muestras silvestres y todas las lineas de cultivo (n = 7), se
mantiene el mismo patron con respecto a la linea A-1, en donde ésta se separa y muestra un patrén
disperso del resto de las lineas de cultivo quienes se agrupan claramente con las muestras silvestres (Figura
26). Asimismo, en este analisis la linea B-4 aunque se agrupa con las lineas de la empresa By a las muestras
silvestres de camardn blanco, son las muestras de cultivo que mayor dispersién presentan. El porcentaje
de variacién explicada utilizando los dos principales componentes corresponde al 18.8% del total (Tabla

17, Anexo V).
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Figura 26. Plano cartesiano del analisis discriminante de componentes principales por individuo y por lineas. Elipses
indican agrupamiento de individuos en el lote de muestras silvestres y las siete lineas de cultivo. El eje X, indica el
componente principal 1, el eje Y indica el componente principal 2.
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De acuerdo a los valores de obtenidos de coeficiente de fijacion (Fsr) pareados, se indican diferencias
genéticas entre la linea A-1 con respecto a todas las lineas de la empresa B y a las muestras silvestres
(Tabla 9). Ademas, el valor de Fsr entre los individuos silvestre y la linea B-4 (Fst = 0.037) resulté ser
significativamente diferente. Asimismo, al comparar entre las seis lineas pertenecientes a la empresa B se
muestran diferencias genéticas entre las lineas B-4 y B-5 con un valor de Fsr de 0.021 (p < 0.000061) (Tabla

9).

Tabla 9. Matriz de comparacidn entre los valores Fstde un lote de muestras silvestre y siete lineas de cultivo de
camaron blanco. Valores resaltados con rojo son estadisticamente significativos comparados con un valor de
significancia aplicando la correccién de Dunn Sidak (p < 0.000061).

Silvestre A-1 B-1 B-2 B-3 B-4 B-5 B-6

Silvestre -

A-1 0.070 -

B-1 0.015 0.075 -

B-2 0.014 0.060 -0.001 -

B-3 0.010 0.073 0.001 -0.003 -

B-4 0.037 0.084 0.008 0.006 0.004 -

B-5 0.012 0.070 -0.001 0.002 0.007 0.021 -

B-6 0.013 0.056 -0.002 -0.003 0.003 0.013 0.001 -

Por otra parte, los resultados del analisis de distancias genéticas de Nei (1972), coindice con la informacion
obtenida a partir del andlisis de agrupamiento, Fsr pareado y el ADCP, el cual separa con mayor distancia
genética a la linea A-1 del clado formado por el resto de las lineas. Ademads, separa la linea B-4 de las
muestras silvestres y el grupo formado por el resto de las lineas de la empresa B (B-5, [B-1, B-6] y [B-2, B-

3]) (Figura 27).
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Figura 27. Distancias genéticas de Nei (1972), de un lote de muestras silvestres y siete lineas de cultivo de camardn
blanco evaluada con 136 marcadores SNP.

La estructura genética de las lineas de cultivo se evalué también mediante un AMOVA en cuatro niveles
jerarquicos utilizando el Fst (Tabla 10). La variacion mas alta fue detectada entre individuos (96.1 %),
seguido por la variacidn entre grupos (4.02 %) y la variacion entre lineas dentro de los grupos (0.43 %) y la
variacion mas baja se presento entre individuos dentro de las lineas (-0.57). Asimismo, el Unico valor que

fue estadisticamente significativo fue la variacion entre poblaciones dentro de los grupos (Tabla 10).
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Tabla 10. Analisis jerarquico de la varianza molecular (AMOVA) de siete lineas de cultivo y un lote de muestras
silvestres de Penaeus (Litopenaeus) vannameij. Grados de libertad (g. I) y porcentaje de la variacién molecular (%
variacion). Se explica por el nivel jerarquico. Significancia estadistica (p <0.05). El nimero de grupos se establecid por
Structure, K =3. Grupo 1: A-1, Grupo 2: Silvestres, B-1, B-2, B-3, B-5, B-6 y Grupo 3: B-4.

Fuente de variacion gl  Suma de cuadrados % de variacion. Fst P
Entre grupos 2 107.477 4.020 0.040 ns
Entre lineas dentro de los grupos 5 76.006 0.430 0.004 *
Entre los individuos dentro de las lineas 154 1988.236 -0.570 -0.006 ns
Entre individuos 162 2116.500 96.110 0.039 ns

Total 323 4288.219
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Capitulo 4. Discusion

4.1.Generalidades de los microsatélites

4.1.1. Alelos nulos

Todos los loci evaluados en el presente estudio fueron desarrollados especificamente para camardn blanco
(P. L. vannamei) (Cruz et al., 2002; Meehan et al., 2003; Pérez et al., 2005). Sin embargo, de doce
marcadores SSR solamente se pudieron estandarizar seis (50% de éxito), debido principalmente a la
presencia de bandas inespecificas relacionadas quizds con la complejidad de los motivos de repeticién de
estos loci, a la presencia de motivos dinucleétidos o posiblemente a las condiciones de amplificacion in
vitro de estas regiones (Olejniczak y Krzyzosiak, 2006). Por otra parte, en todas las muestras silvestres se
obtuvo una amplificacidn exitosa en seis loci SSR seleccionados, con una frecuencia promedio de alelos
nulos baja (7.62 + 3.04%) que no tendrian efectos sobre las estimaciones de diversidad y diferenciacion
poblacional como sugieren estudios de simulaciones con frecuencias de alelos nulos entre 5 y 8% (Chapuis
y Estoup, 2007). Sin embargo, del total de muestras de cultivo (150 camarones) solamente se pudieron
obtener productos de 46 (31% de éxito), por lo que no fue posible determinar la diversidad ni
diferenciacidn de las lineas de cultivo con base en estos seis loci SSR. Este resultado pudiera ser atribuible
a una alta presencia de alelos nulos en organismos provenientes de cultivo como resultado indirecto de
un proceso de seleccidn artificial de fenotipos de interés durante la domesticacion de esta especie. Como
se observa en otras especies de gran importancia agroeconémica sujetas a domesticacion (Asano et al.,
2011). O bien, como parte de una seleccidn natural en respuesta a la presencia de patégenos, como se ha
observado en humanos, donde el locus Duffy, en el cual un alelo nulo confiere resistencia a la malaria
(Plamodium vivax, malaria), este alelo nulo esta fijado en varias poblaciones expuestas a la malaria, pero
es ausente en otros lugares (Barrett y Schluter, 2008). Dado que es conocido que algunas de las lineas de
camarones resistentes a ciertos virus han sido seleccionadas a partir de organismos o familias
sobrevivientes a los eventos de mortalidades causados por diferentes patégenos (Doyle y Moss, 2006;

Moss et al., 2007).

Los alelos nulos son generados por mutaciones en la regidn de hibridacién de los oligonucledtidos con la
secuencia de DNA, generando una reduccion o pérdida en la amplificacion del producto (Callen et al.,
1993). Asimismo, se ha reportado que mutaciones en una sola base, generalmente cuando es la Ultima

base del oligonucleétido, es suficiente para que no haya amplificacidn del fragmento de interés (Holm et
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al., 2001). Estas mutaciones pueden ser generadas por inserciones o deleciones, siendo mas comunes las
deleciones. Por otra parte, la presencia de alelos nulos en una poblacién puede afectar directamente el
porcentaje de heterocigotos observados, esto debido, a que la presencia de un alelo nulo en uno de los

dos alelos puede interpretarse como un individuo homocigoto (Lehmann et al., 1996).

La presencia de alelos nulos en el estudio de poblaciones utilizando marcadores microsatélites ha sido
ampliamente reportada, tan solo para humanos se reporta mas del 30 % de alelos nulos en estudios sobre
genotipificaciéon del cromosoma 16 en familias (Callen et al., 1993). Por otra parte, en un estudio de
herencia de 12 microsatélites en Oncorhynchus mykiss, se identificd la presencia de alelos nulos en un 16
% en promedio (Ardren et al., 1999). Asimismo, en especies de peneidos como el camaron tigre (Penaeus
monodon) se reporta para un analisis de estructura poblacional con diez marcadores SSR, la frecuencia de
alelos nulos en un 5 % (Mahbub y Snaebjorn, 2016). Por otra parte, en la misma especie Zhu vy
colaboradores (2017) en un analisis de asignacidon parental con catorce marcadores SSR detectan el 4.8 %
de frecuencia de alelos nulos en individuos de cultivo. Sin embargo, Chapuis y Estoup (2007) indican que
valores menores del 20 % de alelos nulos no afectan los resultados de analisis de diversidad genética y

estructura poblacional.

4.1.2. Contenido de informacidn polimoarfica

El valor promedio de informacion polimorfica (PIC = 0.823 + 0.104) de los seis microsatélites evaluados en
el presente estudio, indican un alto polimorfismo de estos marcadores; de acuerdo a la clasificacién de
Botstein y colaboradores (1980), al ser los promedios superiores de 0.500 (Anexo VI, Tabla 18). En estudios
previos, donde han sido utilizados estos marcadores, se reportd un intervalo de 0.195 a 0.873 al evaluar
93 SSR polimdrficos (2-11 alelos) en 26 camarones libres de patdgenos especificos (SPF shrimp)
procedentes de cultivos en Hawai (Meehan et al., 2003). Asimismo, en otro estudio realizado con
individuos cultivados en China procedentes de Centro y Sur América, se registré un intervalo de PIC de
0.590 a 0.952 con siete marcadores SSR (Zhang et al., 2014), estando estos valores dentro de los
registrados en el presente estudio (0.646 - 0.929). En este estudio, el valor mas bajo de PIC se presentd en
el locus CNM-MG512 (0.656) asociado con su bajo nimero de alelos (Na = 8), el cual registré un valor de
0.667, esto puede estar relacionado con la naturaleza de este marcador que fue desarrollado a partir de
una secuencia expresable (Pérez et al., 2005) y considerando que el transcriptoma es mas conservado que

el genoma (Postolache et al., 2014).
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La informatividad de los seis loci SSR estandarizados resulté la adecuada para evaluar la diversidad
genética en camarones silvestres. Ya que, para el analisis de variabilidad genética es necesario el uso de
marcadores que presenten un alto indice de informacién polimdrfica (> 0.50), mientras qué cuando se
presentan valores de PIC inferiores de 0.25 se debe utilizar un mayor nimero de marcadores para

aumentar la resolucién del analisis (Juyd-Rojas, 2012).

4.1.3. Variabilidad de marcadores SSR

La variabilidad genética, en términos del nimero de alelos (Na), fue mayor en el presente estudio (8-23
alelos) que lo reportado en los estudios donde se desarrollaron estos marcadores (4-12 alelos). Sin
embargo, el nimero de muestras utilizado por estos autores fue menor y el origen de las muestras

diferente (Tabla 19, Anexo VII) (Cruz et al., 2002; Meehan et al., 2003; Pérez et al., 2005).

Con estos seis marcadores se han realizado estudios de variabilidad genética en lotes de cultivo y silvestres
(Cruz et al., 2004; Luvesuto et al., 2007; Zhang et al., 2014). Con respecto a organismos silvestres Valles-
Jimenez y colaboradores (2005) al evaluar cuatro localidades (Sinaloa, Guerrero, Guatemala y Panama)
dentro de la distribucién natural de P. (L.) vannamei con el SSR Pvan1815, detectaron un nimero de alelos
similar al reportado por el presente estudio (12, 16, 16 y 9 respectivamente comparado con 15 alelos (en
este estudio), utilizando un nimero de muestras mayor (40, 44, 48 y 32 respectivamente). El nimero de
alelos encontrados en una poblacion esta influenciado por el nimero de muestras analizadas (Artiles et
al., 2015), su origen (silvestre, cultivo) y el tiempo generacional en cultivo; en general, en organismos

mantenidos en cautiverio se ha reportado una pérdida de diversidad alélica (Martinez, 2005).

En estudios relacionados con los loci TUMXLv7.56, TUMXLv8.220 y TUMXLv8.256, Zhang y colaboradores
(2014) evaluaron siete lineas (n = 192) de cultivo introducidas a China procedentes de Centro y Sur
América, en donde se registr6 un menor nimero de alelos (17.6, 10.9 y 5.3 alelos promedio/locus,
respectivamente) en comparacién a los reportados en este estudio (23, 20 y 11, respectivamente). En
ambos trabajos el TUMXLv7.56 fue el mds informativo. Asimismo, en el trabajo de Meehan y
colaboradores (2003), donde se utilizaron los loci TUMXLv5.35, TMXLv7.56, TUMXLv8.220 y TUMXLv8.256
para evaluar a 26 camarones de cultivo en Hawdi, el nimero de alelos fue menor (5, 4, 11 y 6,
respectivamente) que en este estudio (8, 23, 20 y 11, respectivamente). Sin embargo, en este ultimo

estudio la heterocigosidad observada con éstos microsatélites fue mayor que lo reportado aqui, esto
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podria estar asociado a la presencia de los alelos nulos detectados para esta poblacién, ya que la presencia
de estos puede indicar falsamente una mayor proporcion de individuos homocigotos (Lehmann et al.,
1996) o bien al buen manejo reproductivo de los organismos en cultivo, dado que si se conocen los
genotipos de los padres es posible dirigir las cruzas y aumentar el nimero de organismos heterocigotos
aun con baja diversidad alélica en ellos ( Lutz, 2001; Cruz et al., 2004; Luvesuto et al., 2007; Vela-Avitla et

al., 2013).

Por otra parte, dado que el loci CNM-MG512 es parte de una secuencia codificante para un péptido
antimicrobiano (Penaeidin-2a precursor; P81057; Blast hit score: 99) relacionado con la respuesta inmune
en Penaeus (L.) vannamei (Destoumieux et al., 2000; O’Leary y Gross, 2006) se encontré que los
parametros genéticos como el Na, Ray la Ho presentaron valores bajos (8, 7.35 y 0.229, respectivamente);
mientras que el Fis fue alto (0.684). No obstante, el nimero de alelos fue menor (6, rango 210-265 pb) y la
Ho mayor (0.880) que lo reportado previamente por Pérez y colaboradores (2005) en una muestra de 16
organismos de procedencia silvestre de Ecuador (Tabla 19, Anexo VII). Mientras que, la He fueron similares
(0.707 y 0.710, respectivamente) con un valor de Fs calculado de -0.239. Aun asi, en nuestro estudio 3
alelos (245, 249y 253) representaron el 0.885 de la frecuencia alélica, y los 5 alelos restantes solo el 0.114,
aun cuando el tamafio de muestras fue mayor en el presente estudio (n=35). Menos alelos y una diversidad
alélica mas baja en microsatélites derivados del transcriptoma podrian estar indicando una alta presion de
seleccidon en estas regiones, que limita la cantidad de mutaciones, pudiendo estar las adaptaciones

poblacionales condicionadas a la seleccién de la variacion genética pre existente (Barrett y Schluter, 2008).

El coeficiente de endogamia (Fis) promedio en este estudio fue de 0.629 (+ 0.112) para seis loci evaluados,
en comparacion con lo registrado por diversos autores, en donde para el SSR Pvan1815 se indican valores
desde cero hasta 0.241 en tres poblaciones de cultivo evaluadas con este marcador (Cruz et al., 2004);
Zhang y colaboradores (2014) reportan valores de Fismenores a 0.01 en el SSR TUMXLv7.56, sin embargo
para los SSR TUMXLv8.220 y TUMXLv8.246 se reportd un intervalo desde 0.03 hasta de 1.00 en siete

poblaciones de cultivo de camardn blanco.

En términos generales, con el uso de estos seis marcadores SSR se reportd para el presente estudio mayor
variabilidad genética en comparacién con otros estudios donde han sido utilizados estos mismos
marcadores para evaluar variabilidad genética tanto en muestras silvestres como en muestras de camarén
de cultivo (Cruz et al., 2002; Meehan et al., 2003; Cruz et al., 2004; Pérez et al., 2005; Valles-Jiménez et al.,
2005; Luvesuto et al., 2007; Zhang et al., 2014).
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4.2.Diversidad genética

4.2.1. Lote de muestras silvestres: marcadores microsatélites (SSR) y SNP

El nimero de alelos registrados para este estudio fue de 14.17 (+ 6.3) alelos/locus en promedio para los
seis loci SSR evaluados, siendo alto en comparacion con un estudio realizado por Valles-Jiménez y
colaboradores (2005), donde evaltan una posible estructuracion en la poblacidn silvestre mexicana,
utilizando muestras recolectadas en los estados de Sinaloa y Guerrero, donde se registré para cada
localidad 8.6 y 7.6 alelos/locus en promedio con cinco SSR, respectivamente. Asimismo, en otro estudio
mas reciente realizado por Vela-Avitua y colaboradores (2013), donde evaluaron una muestra poblacional
de 55 individuos recolectados en 12 localidades de la costa de Sinaloa, se detectaron 10.2 (+ 0.86)
alelos/locus en promedio con un set de 26 loci SSR evaluados, diferentes a los usados en este estudio. En
cambio, el nimero de alelos en el caso de los marcadores SNP utilizados en este estudio no son
comparables, estos fueron 1.89 en promedio por locus, esto es similar a lo reportado por Perez y Max-
Aguilar (2016), donde utilizaron marcadores SNP para determinar el parentesco en camarén blanco de
cultivo (192 individuos y 76 SNP), en dicho estudio se reportaron 1.97 alelos por locus en promedio, estos
valores se deben principalmente a la naturaleza de estos marcadores, los cuales en su mayoria son
bialélicos (Edwards et al., 2005). En el andlisis estadistico entre el numero de alelos obtenidos a partir de
marcadores SSR y marcadores SNP se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)

(Figura 32, Anexo IX).

En la poblacidn silvestre la heterocigosidad observada (Ho) fue ligeramente baja, ya que el promedio de la
proporcién de individuos heterocigotos fue de 0.326 (+ 0.121) con marcadores SSR en comparacién con lo
reportado por Vela-Avitla et al. (2013) donde obtuvieron un valor de 0.440 (+ 0.05) utilizando 26 loci SSR,
pero fue mayor a lo registrado por Valles-Jiménez y colaboradores en el 2005 (0.291) con 5 loci SSR, estos
valores fueron para la regién de Sinaloa. Asimismo, con marcadores SNP se registré un valor de Ho de
0.185 en promedio, sin ser estadisticamente diferente entre ambos para esta poblacion (Figura 32, Anexo
IX), sin embargo, numéricamente se obtuvo menor proporcion de heterocigotos con marcadores SNP que

con SSR, esto puede estar influenciado por el nimero de regiones del genoma analizadas (Liu, 2007).

Con respecto al ajuste del Equilibrio de Hardy-Weinberg con los seis loci SSR utilizados en el presente
trabajo, se encontré a todos los loci fuera de equilibrio, siendo similar esto a lo reportado por diversos

autores con poblaciones silvestres para esta y otras especies de camardn (Borrel-Pichs, 2002; Casalla-Daza,
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2003; Valles-Jimenez et al., 2005; Vela-Avitua et al., 2013). Lo cual, puede ser explicado principalmente a
un déficit de heterocigotos y a la presencia de alelos nulos en las poblaciones analizadas, los cuales (alelos
nulos) son causados por mutaciones en la region de hibridacion de los oligonucledtidos con la secuencia
molde o por errores causados por las técnicas de amplificacién (PCR), asimismo, este supuesto indica que
las poblaciones estaran en equilibrio cuando las poblaciones tengan reproduccién aleatoria, no haya
presion por seleccion natural y no se presente migracién entre poblaciones (Beaumont et al., 2010). No
obstante, en comparacion con los resultados obtenidos con SNP, se registra que todos los 104 loci SNP
evaluados se ajustan al EHW (Tabla 8). Las diferencias entre la informacién que ambos marcadores (SSR 'y
SNP) brindan estd asociado al nimero de sitios evaluados del genoma y a que con marcadores SSR la
presencia de alelos nulos o errores de genotipificacidn son mds comunes en comparacién con marcadores

SNP (Emanuelli et al., 2013; Singh et al., 2013).

El valor del Fis de 0.629 (+ 0.112) obtenido con SSR para el lote de muestras silvestres indica un alto grado
de endogamia. Este valor fue diferente estadisticamente del Fis obtenido con SNP (0.326 + 0.271) para el
mismo lote de muestras (Figura 34, Anexo IX). Este coeficiente indica la probabilidad de que los individuos
seran homocigotos por descendencia (Beaumont et al., 2010), no obstante, los valores obtenidos se
encuentran dentro del intervalo reportado por Valles-Jiménez et al. (2005) para los estados de Sinaloa y
Guerrero (0.582 y 0.392 respectivamente) con cinco loci SSR, a diferencia Vela-Avitla et al. en afios
posteriores (2013) donde reportaron para Sinaloa valores de Fs de 0.36 (+ 0.06) utilizando 26 loci SSR. Por
otro lado, los coeficientes altos de endogamia obtenidos a partir de los seis marcadores microsatélites
utilizados en el presente estudio pueden estar asociados a un efecto Wahlund, el cual indica que una
poblacién que se encuentre subdividida puede presentar bajos niveles de heterocigosidad y esto aumentar
el Fis (Hartl y Clark, 1997). Sin embargo, esto también puede estar asociado a la frecuencia de alelos nulos
no identificados en la poblacion (Callen et al., 1993; Lehmann et al.,1996), o al exceso de homocigotos en
el lote de muestras, lo cual reflejard como resultado bajas proporciones de heterocigosidad observaday a
su vez serd indicativo de altos indices de endogamia en una determinada poblacién (Mendoza-Cano et al.,

2013).

La diferencia entre la informacién que se obtiene a partir de marcadores microsatélites y marcadores SNP,
radica principalmente en las caracteristicas de ambos marcadores, aunque estos comparten
caracteristicas similares como codominancia, alto polimorfismo, presencia en secuencias codificantes y no
codificantes (Vignal et al., 2002; Liu y Cordes, 2004; Beaumont et al., 2010); han sido reportado con mayor

resolucion los SNP, los cuales permiten determinar con mayor precision la variacidon y diferenciacién
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genética a escalas espaciales finas, asi como proporcionar informacidon mas significativa acerca del nivel

de flujo de genes entre diferentes poblaciones (Latch et al., 2011; Defaveri et al., 2013).

En este estudio se utilizaron seis marcadores microsatélites, de los cuales solo uno (CNM-MG512) esta
relacionado con una regién codificante, a diferencia de los 104 SNP utilizados, los cuales fueron
desarrollados a partir de secuencias codificantes (EST) previamente reportadas en el banco de genes
(NCBI). Se ha reportado que la ubicacién en el genoma de los marcadores utilizados para evaluar diversidad
genética influye en la informacidon que estos generan. Defaveri y colaboradores (2013) evaluaron la
diversidad genética en el pez Gasterosteus aculeatus, utilizando marcadores SSR y SNP que se encontraban
en regiones codificantes y no codificantes. Determinaron que con marcadores SSR la informacién varia
dependiendo del origen de estos, a diferencia que con marcadores SNP, donde la informacién no varia con
respecto al origen. Asimismo, Kostamo et al. (2012) indica que el uso de marcadores SSR en regiones
codificantes generalmente determinan baja variabilidad genética global, seleccién natural mas fuerte y
frecuente, asi como mayor divergencia entre poblaciones, a diferencia de estudios donde son utilizados

marcadores neutrales.

En comparacion, la cantidad de marcadores utilizados entre SSR y SNP es significativa, ya que en este
estudio fueron seis SSRy 104 SNP, algunos autores indican que para hacer comprable la informacién entre
ambos marcadores en estudios de diversidad genética es necesario que por cada microsatélite deben de
utilizarse entre 1.7 y 5.5 SNP (Thalamuthu et al., 2005; Garke et al., 2012). En estudios con ganado Schopen
y colaboradores (2008) determinaron que por cada set de seis marcadores microsatélites deben ser
utilizados 1.3 SNP y para un set de 12 SSR deben ser 2.3 SNP. Sin embargo, estos autores mencionan que

estas proporciones varian entre especies; en este estudio se utilizé una proporcién de 1 SSR: 17.33 SNP.

Perez y Max-Aguilar (2016) publicaron el primer articulo haciendo una comparacién entre marcadores
microsatélites y SNP para evaluar rastreabilidad del pedigri en camarén blanco (P. L. vannamei). En este
estudio utilizaron una proporcion de 1 SSR: 7.6 SNP, y se concluyd que con marcadores SSR el porcentaje
de asignacién parental solamente alcanza un 83.3 % de certeza y con marcadores SNP la asignacion
parental correcta alcanza un 97.7%. Entre otro de los estudios realizado en Peneidos, se encuentra el
realizado por Sellars y colaboradores (2014) en donde hicieron una comparacion entre marcadores SSR y
SNP para asignacién de pedigri en el camardn tigre (Penaeus monodon) en este trabajo se determina con

microsatélites un porcentaje de asignacion del 81.7 % a diferencia de con marcadores SNP, donde se
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asignd un porcentaje del 99.7% de asignaciones correctas, en este estudio se utilizé una proporcién de 1

SSR: 9.38 SNP.

El lote de muestras evaluado en el presente estudio presentd indices de variabilidad genética moderada,
esto en términos heterocigosidad observada y coeficiente de endogamia (0.187 y 0.291 respectivamente)
con marcadores SNP, otros autores han reportado para poblaciones silvestres mayor heterocigosidad
observada (0.291) en comparacion con este estudio, sin embargo, también reportan coeficientes de
endogamia mas altos, de hasta 0.582 en la regidn de Sinaloa (Valles-Jiménez et al., 2005). El presente
estudio es la primera evaluacidon reportada para muestras de camardn blanco silvestre utilizando
marcadores SNP, en donde los resultados obtenidos muestran que esta técnica es adecuada para su uso

en poblaciones silvestres de esta especie.

4.2.2. Lote de muestras silvestres y siete lineas de cultivo: marcadores SNP

El intervalo en el nimero de alelos y la riqueza alélica (1.5 — 2) encontrado en este estudio es similar a lo
reportado por Perez y Max-Aguilar (2016) para Litopenaeus vannamei en condiciones de cultivo, asi como
para Penaeus monodon en condiciones de cultivo (Sellars et al., 2014), esto debido a la naturaleza bialélica

de los marcadores SNP (Edwards et al., 2005).

La heterocigosidad observada de todas las lineas de cultivo evaluadas tuvieron un intervalo de 0.29 2 0.34,
este valor es similar a lo reportado por Perez y Max-Aguilar (2016) donde indican valores de Ho de 0.340
(£ 0.140). Asimismo, en otros estudios realizados para esta misma especie en condiciones de cultivo, pero
con marcadores SSR se han reportados valores superiores a los de este estudio, por ejemplo, Vela-Avitua
y colaboradores (2013) reporté una Ho de 0.440 utilizando 26 loci SSR. Por otra parte, Rezaee et al. (2016)
evaluan la variabilidad genética en tres lineas en cultivo de camardn blanco, donde determinan valores de
Ho de 0.479, 0.458 y 0.450 obtenido a partir de cuatro loci SSR. Asimismo, Zhang y colaboradores (2014)
evaluaron poblaciones en cultivo de esta especie, donde se determinaron valores de heterocigosidad
observada de 0.526 y 0.754, esto utilizando seis loci SSR. Sin embargo, es importante resaltar que en estos
tres estudios todas las poblaciones analizadas se encontraron fuera del EHW, en contraste con este estudio
y con el realizado por Perez y Max-Aguilar (2016) donde todos los marcadores SNP analizados estuvieron
en EHW, lo cual radica en la cantidad de sitios del genoma evaluados con SNP, los cuales permiten mayor

resolucion en el analisis.



55

Con respecto al coeficiente de endogamia (Fis) detectado para cada una de las lineas y la poblacidn silvestre
con marcadores SNP, se determind a la poblacién silvestre en ligera endogamia, esto con un valor de Fis
de 0.129, siendo este valor mas bajo que lo reportado previamente para poblaciones silvestres mexicanas,
Valles-Jiménez y colaboradores (2005), reportan valores de Fis = 0.582 para la regién de Sinaloa, por otra
parte Vela-Avitla y colaboradores (2013) reportaron un coeficiente de endogamia de 0.388. Asimismo,
en relacién al Fis obtenido de las siete lineas de cultivo, estos valores son bajos en comparacién a lo
registrado por Luvesuto y colaboradores (Luvesuto et al., 2007) donde evaluaron con cuatro marcadores
la diversidad genética de tres lotes de reproductores de cultivo de camardn blanco, registrando valores de
Fis de 0.583, 0.319 y 0.355. En el 2010, Souza de Lima y colaboradores con cinco loci SSR evaltdan dos
laboratorios de produccion de nauplios de camardn blanco, estos autores registran valores de Fis de 0.380
y 0.248. Por otra parte, Rezaee y colaboradores (2016) evaluando tres laboratorios de produccion en Iran,
detectan Fisde 0.397, 0.421 y 0.430, esto con cinco loci SSR, todos estos autores coinciden los valores de
endogamia altos. Sin embargo, Perez y Max-Aguilar(2016) con un panel de 76 SNP utilizados en un
laboratorio de produccién de nauplio de camardn blanco identifica un coeficiente de endogamia igual a
cero (0) indicando esto que las lineas evaluadas se encuentran en panmixia. En este estudio y con 104
marcadores SNP, las Unicas lineas que encontraron en esta condicién (panmixia) fueron de la empresa B
(lineas B-2 y B-5), y el resto se encontraron en ligera endogamia, a diferencia de la linea de la empresa A,

la cual registrd en coeficiente de endogamia que la ubica en ligera exogamia.

En términos generales, del lote de muestras silvestres y las siete lineas de cultivo, la linea A-1 fue la que
presentd mayor diversidad genética en términos de heterocigosidad observada, ajuste al Equilibrio de
Hardy Weinberg y coeficiente de endogamia, esto se contrasta con lo reportado por diferentes autores
(Cruz et al., 2004; Luvesuto et al., 2007; Zhang et al., 2014; Rezaee et al., 2016), donde sefialan que lineas
de organismos en cautiverio presentan menores indices de diversidad en comparacién con muestras de

origen silvestre; estos resultados pueden estar asociados al origen de la linea A-1.

La linea de la empresa A, es procedente de la empresa Konabay Marine Resources
(https://www.konabaymarine.com/), ubicada en Hawadi. Esta empresa tiene un programa de
mejoramiento genético, el cual ha mantenido una presidon por seleccién artificial sobre estas lineas por
aproximadamente 21 afios. Por ello, se esperaria que el indice de endogamia de esta empresa fuese alto.
Sin embargo, esta linea se registré como ligeramente exogdmica. Ha sido reportado por algunos autores
que es posible mejorar la diversidad genética en individuos en cultivo siguiendo el pedigri de estos y

generando programas de mejoramiento genético dptimos, detectando que el coeficiente de endogamia
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puede disminuir o mantenerse de generacion en generacién (Lutz, 2001; Cruz et al., 2004; Luvesuto et al.,

2007; Vela-Avitua et al., 2013).

4.3.Estructura y diferenciacion genética

4.3.1. Lote de muestras silvestres: marcadores microsatélites (SSR) y SNP

La eficiencia de los dos marcadores fue comprobada al analizar la poblacidn silvestre, ya que ambos
marcadores detectan la estructuracion dentro de esta poblacién, esta se divide en dos componentes
genéticos de acuerdo a los resultados obtenidos a partir del analisis de agrupacién (Figura 19 con SSR y
Figura 23 con SNP). Sin embargo, el ADCP no coincide entre ambos marcadores, ya que con SSR (Figura
19) no es posible detectar estructuraciéon en la poblacion y con marcadores SNP si se define la
estructuracion de la poblacion silvestre en dos grupos (Figura 23). No obstante, en este analisis ambos
marcadores son representados con diferente porcentaje de variacién explicada con los dos principales
componentes, con SSR se explica un 10.64 % de la variacion total y con SNP un 68.46 %. Esto se asocia a la
naturaleza de cada uno de los marcadores y al tipo de informacién que estos pueden proporcionar, por
ejemplo, en marcadores microsatélites el nimero posible de alelos es variable (alto), a diferencia de los
marcadores SNP, los cuales en su mayoria han sido reportado como bialélicos, lo que indica que solo se
pueden encontrar dos alelos, por este motivo la heterocigosidad observada solo puede tener una

proporcién maxima de 0.5 (Edwards et al., 2005; Defaveri et al., 2013; Liu et al., 2017).

Con respecto a la estructuracion de las poblaciones mexicanas de camardn blanco son pocos los estudios
realizados, dentro de estos se encuentra dos realizados por Valles-Jiménez y colaboradores (2005 y 2006)
donde utilizan cuatro localidades dentro de la distribucion natural de esta especie (Sinaloa, Guerrero,
Guatemala y Panama). En el estudio realizado en 2005, evaltan con cinco loci SSR la estructuracion de
dichas localidades y en el estudio del 2006, realiza el mismo andlisis, pero con marcadores RFLP con DNA
de la region control mitocondrial. En ambos estudios se determiné que dentro de la distribucion de P. (L.)
vannamej se presenta una diferenciacidn genética, al menos entre las localidades analizadas; esto refuerza
lo encontrado en este estudio, ya que es posible la estructuracién de la poblacion silvestre dentro de la

region de Sonora, posiblemente debido a la presencia de barreras fisicas u oceanograficas que no permiten
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que haya flujo genético entre grupos de individuos de esta misma especie y lo cual generé una

estructuracion dentro estas poblaciones.

4.3.2. Lote de muestras silvestres y lineas de cultivo: marcadores SNP

Todos los analisis realizados para determinar estructuracion (analisis de agrupamiento por similitud de
frecuencias alélicas, Fst pareado, analisis de componentes principales y distancias genéticas de Nei) indican
que las lineas de cultivo y las muestras silvestres se dividen en tres grupos. De los cuales se agrupa a las
lineas B-1, B-2, B-3, B.5, B-6 y la poblacidn silvestre como uno, a la linea B-4 como un segundo grupo y por
ultimo la linea A-1. Debido a que se detectaron diferencias genéticas de la linea A-1 con respecto a todas
las muestras restantes, esto puede estar relacionado al origen de estas muestras y al tiempo que llevan

sometidas a seleccion artificial (Apartado 4.2.2).

El Fst obtenido de las lineas evaluadas y la poblacion silvestre presenté un intervalo de -0.001 hasta 0.084,
de acuerdo a este parametro los valores deben ser siempre positivos, valores cercanos a cero (0) indican
similitud entre las poblaciones y valores cercanos a uno (1) indican mayores diferencias entre poblaciones;
asimismo, cuando se obtienen valores negativos estos son considerados como cero (0) (Loeza - Quintana,
2011). De acuerdo a la escala de significancia de los valores de Fsrde Hartl y Clark (1997) (Tabla 21, Anexo
X), indican a la linea A-1 como moderadamente diferente (> 0.15) del resto de las lineas de cultivo y la
poblacién silvestre; al igual que la comparacidon entre la poblacién silvestre y la linea B-4 como
moderadamente diferentes entre si (Fs7=0.021). Estas diferencias pueden estar asociadas a los procesos
de seleccién dirigida a la que los individuos en programas de seleccién genética son sometidos (Martinez,
2005; Defaveri et al., 2013). Sin embargo, la significancia de esta escala, puede variar dependiendo de la

especie y de sus estrategias de reproduccién (Hartl y Clark, 1997).
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Capitulo 5. Conclusiones

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

La diversidad genética en términos de heterocigosidad esperada y observada, nimero de alelos
y coeficiente de endogamia entre marcadores SSR y SNP indican que el lote de muestras silvestres

presenta baja diversidad genética.

Los microsatélites TUMXLv5.35, Pvan1815, TUMXLv7.56, TUMXL8.220, TUMXLv8.256 y CNM-
MG512 presentan alelos nulos, por lo cual no son adecuados para evaluar diversidad genética en

las lineas de cultivo de la empresa Ay B.

A partir de los analisis de frecuencias alélicas y ADCP se registrd estructuracién fragil dentro del

lote de muestras silvestres, al ser evaluados con marcadores moleculares SSR y SNP.

El uso de marcadores SNP en andlisis de diversidad y estructuracidn genética, permite obtener
resultados con mayor resolucién y con mayor certeza que con el uso de marcadores

microsatélites.

Los parametros de diversidad genética (heterocigosidad observada y esperada, nimero de alelos
y coeficiente de endogamia) indican que la linea A-1 de la empresa B con mayor diversidad
genética, seguida por las lineas de la empresa By por ultimo la que presentd menores indices de

diversidad genética pero no significativos fue el lote de muestras silvestres.

Con los parametros de estructuracién genética (frecuencias alélicas, Fsr, ADCP, distancias
genéticas de Nei y AMOVA) se encontraron diferencias genéticas entre el lote de muestras
silvestres, la linea A-1 (empresa A) y la linea B-4 (empresa B), asimismo, la linea A-1 mostro ser

genéticamente diferente de todas las lineas de la empresa B.

El bajo indice de endogamia y la alta diversidad genética de las lineas de reproductores indican
gue ambas empresas realizan un manejo adecuado de individuos en sus programas de crianza

selectiva, los cuales estan basados en el seguimiento de pedigri con marcadores genéticos.
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Capitulo 6. Recomendaciones

6.1.

6.2.

Seleccionar marcadores microsatélites con motivos de repeticion trinucledtidos o
tretranucledtidos, ya que estos estdn reportados en la literatura con menor probabilidad de
generar bandas inespecificas, asi como seleccionar microsatélites perfectos (con solo un motivo

de repeticion)

Para determinar estructuracidon en el lote de muestras silvestres de la regidon de Sonora, es
necesario aumentar el nimero de muestras, asi como las regiones de muestreo, esto con el fin
de tomar muestras que sean mas representativas de la region y permitan determinar diferencias

genéticas entre puntos de muestreo.
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Anexos

Anexo |

Tabla 61. Mezcla maestra para la amplificaciéon de regiones microsatélites. Se indica la concentracidn inicial, final y
el volumen final.

Compuesto Concentracion inicial Concentracion final Mezclar 1 X
Amortiguador PCR 10X 1X 1uL
BSA 10 pg/uL 0.2 pug/uL 0.2 uL
Mix de dNTP’s 10 mM 0.2 mM 0.2 puL
MgCl2 25 mM 1.5mM 0.6 pL
Oligonucleétido sentido 10 pm 0.3 um 0.3 uL
Oligonucledtido anti sentido 10 um 0.3 um 0.3 uL
Taq polimerasa 5 U/uL 0.1 U/pL 0.2 uL
DNA gendémico - 150 ng/pL 3uL
Agua PCR - - 4.2 uL

Volumen final: 10 pL
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Anexo |l

Tabla 72. Loci amplificados para P. (L.) vannamei. Se indica el nimero de acceso a GenBank, el locus, la secuencia de
los oligonucledtidos utilizados (sentido y anti sentido), el tamafio esperado reportado (Te), la temperatura de
hibridacion reportada (Tm), la referencia, por ultimo, con un asterisco se indica los pares de oligonucledtidos
utilizados en el presente estudio.

Tm

Genbank Locus Oligonucledtidos Te (pb) °C) Referencia Usados

AF360055  TUMXLv7.56 F: AGGTAGGGAAGTCGTGAGGG 327 59 Meegggstal" *x
R: CCATGGCTTTCCTCTTCTTTC

AF360023  TUMXLV5.35 F: CTGCTAATTGAATTTTCAGG 104 52 Meegg’égta/" *x
R: ACAGATAACCTAACTGACGC

AF360076  TUMXLv8.256 F: GGACTCACACTTCTGGTTC 166 55 Meegzgaet”l" *k
R: GGCTGCACCTTGTAAGTC

AF360072  TUMXLv8.220 F: GATGTGGTTGATGAAGTGATG 261 59 Meegzr('):tal" *x
R: CGCATTATCTAAATGGCAAG

AF006629 TUI3224R  F: ACTAGTGGATCTGTCTATTCAT 185 44 G\‘j‘\/r:i":eyn”“zcgg'
R: ATACCCACCCATGCATGTTA

DQ658189 HUN-001  F: GCACCTGAAGGACATGTGTG ~ 263-500 60 Zhi'Y;g%gtal"
R: ACAACCAGCCTGTCCTGTTT

DQ658196 HLUN-008  F: CGTAAGTCCTGCAAAAGAAACT  316-454 60 Zhi'Y;'(’)%gtal"
R: GCCGTTCAACTATATATCAGCA

AY369256 lvanl  F: GCCATAAACGCAAGACTGAG  136-146 56 Frei?go‘;t al.
R: GCAGGTATACGGTCATGTGTA

DQY88335 E4 F: ATAAGAAGGTCGTTTCTCTC 279-326 53 Frei?go‘;t al.
R: AATACGACTCAACTATAGGG

AY062928 Pvan1758  F: TATGCTCGTTCCCTTTGCTT 163-189 55 Cruz et al., 2002
R: TTGAAGGAAAAGTGTTGGGG

AY062925 Pvan1815  F: GATCATTCGCCCCTCTTTTT 126-141 55 Cruzetal,2002  **
R: ATCTACGGTTCGAGAGCAGA

*DQ206401.1 CNM-MG512 F: TGGAAACCTGGCTTGA 249-257 59 Pér;ég;a/" *x

R: TCCTAAATACACGGACACT

Asterisco (*) Indica SSR desarrollado a partir de secuencias expresables (EST). Dos asteriscos (**) indican los SSR
utilizados en este estudio. F: Forward: sentido, R: reverse: anti sentido, *Utilizados: en el presente estudio
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Anexo Il

Tabla 83. Frecuencia alélica por locus amplificado con marcadores microsatélites en el lote de muestras silvestres de
camaron. Con énfasis en el alelo con mayor frecuencia.

TUMXLv5.35 Pvan1815 TUMXLv7.56 | TUMXLv8.220 | TUMXLv8.256 | CNM-MG512

Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo | Frec.

124 | 0.029 112 | 0.029 | 242 | 0.015 137 | 0.018 | 151 | 0.04545 | 205 | 0.043

138 | 0.147 126 | 0.057 | 248 | 0.015 179 | 0.036 | 154 | 0.24242 | 209 | 0.029

140 | 0.338 128 | 0.100 | 283 | 0.152 181 | 0.018 | 157 | 0.22727 | 241 | 0.014

142 | 0.191 130 | 0.157 | 298 | 0.061 | 207 | 0.089 166 | 0.10606 | 245 | 0.357

144 | 0.206 132 | 0.029 | 301 | 0.030 | 209 | 0.107 | 178 | 0.0303 | 249 | 0.371

146 | 0.044 | 134 | 0.043 | 304 | 0.030 | 241 | 0.036 | 181 | 0.13636 | 253 | 0.157

148 | 0.015 136 | 0.129 | 308 | 0.045 245 | 0.036 | 187 | 0.04545 | 257 | 0.014

150 | 0.029 138 | 0.086 | 312 | 0.030 | 261 | 0.018 | 199 | 0.09091 | 367 | 0.014

142 | 0.243 | 319 | 0.076 | 269 | 0.054 | 202 | 0.01515

148 | 0.014 | 325 | 0.015 285 | 0.107 | 205 | 0.01515

156 | 0.057 | 331 | 0.136 | 291 | 0.054 | 214 | 0.04545

162 | 0.014 | 336 | 0.076 | 299 | 0.054

168 | 0.014 | 342 | 0.015 305 | 0.036

212 | 0.014 | 372 | 0.015 309 | 0.054

220 | 0.014 | 402 | 0.045 321 | 0.018

406 | 0.015 339 | 0.036

426 | 0.061 | 351 | 0.107

439 | 0.015 363 | 0.036

456 | 0.015 377 | 0.036

472 | 0.091 385 | 0.054

484 | 0.015
490 | 0.015
498 | 0.015

*Recuadro marcado con gris indica el alelo con mayor frecuencia.
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Anexo IV
Estructuray diferenciacion genética
poblacidn silvestre
Marcadores SSR Marcadores SNP
(6) (104)
35 individuos 35 individuos
2 componentes 2 componentes
genéticos genéticos

Componente 1: Componente 2: Componente 1: Componente 2:
9 (tabla12, A) 26 (tabla12, A) 14 (tabla 12, B) 21 (tabla 12, B)

Figura 28. Resumen del numero de individuos dentro de cada componente genética en el lote de muestras de
procedencia silvestre detectadas con ambos marcadores moleculares (SSR y SNP).
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Tabla 14. Ancestria inferida para cada individuo del lote de muestras silvestres, para determinar el porcentaje de
pertenencia a un determinado componente.

A) Marcadores SSR B) Marcadores SNP
Muestra | Comp.1 | Comp. 2 | Pertenencia Muestra | Comp.1 | Comp. 2 | Pertenencia
Ca001 0.017 0.983 Comp. 2 Ca001 0.872 0.128 Comp. 1
Ca003 0.524 0.476 Comp. 1 Ca003 0.006 0.994 Comp. 2
Ca004 0.03 0.97 Comp. 2 Ca004 0.997 0.003 Comp. 1
Ca005 0.048 0.952 Comp. 2 Ca005 0.017 0.983 Comp. 2
Ca006 0.009 0.991 Comp. 2 Ca006 0.995 0.005 Comp. 1
Ca007 0.055 0.945 Comp. 2 Ca007 0.999 0.001 Comp. 1
Ca008 0.032 0.968 Comp. 2 Ca008 0.999 0.001 Comp. 1
Ca009 0.058 0.942 Comp. 2 Ca009 0.004 0.996 Comp. 2
Ca011 0.183 0.817 Comp. 2 Ca011 0.015 0.985 Comp. 2
Ca012 0.974 0.026 Comp. 1 Ca012 0.007 0.993 Comp. 2
Ca015 0.636 0.364 Comp. 1 Ca015 0.002 0.998 Comp. 2
Ca016 0.99 0.01 Comp. 1 Cal1l6 0.002 0.998 Comp. 2
Ca017 0.99 0.01 Comp. 1 Ca017 0.006 0.994 Comp. 2
Ca018 0.083 0.917 Comp. 2 Ca018 0.999 0.001 Comp. 1
Ca019 0.03 0.97 Comp. 2 Ca019 0.998 0.002 Comp. 1
Ca020 0.143 0.857 Comp. 2 Ca020 0.997 0.003 Comp. 1
Ca021 0.01 0.99 Comp. 2 Ca021 0.999 0.001 Comp. 1
Ca022 0.013 0.987 Comp. 2 Ca022 0.999 0.001 Comp. 1
Ca028 0.011 0.989 Comp. 2 Ca028 0.999 0.001 Comp. 1
Ca031 0.027 0.973 Comp. 2 Ca031 0.002 0.998 Comp. 2
Ca033 0.145 0.855 Comp. 2 Ca033 0.013 0.987 Comp. 2
Ca034 0.09 0.91 Comp. 2 Ca034 0.01 0.99 Comp. 2
Ca035 0.134 0.866 Comp. 2 Ca035 0.004 0.996 Comp. 2
Ca037 0.956 0.044 Comp. 1 Ca037 0.004 0.996 Comp. 2
Ca038 0.972 0.028 Comp. 1 Ca038 0.003 0.997 Comp. 2
Ca040 0.014 0.986 Comp. 2 Ca040 0.992 0.008 Comp. 1
Ca041 0.01 0.99 Comp. 2 Ca041 0.999 0.001 Comp. 1
Ca043 0.021 0.979 Comp. 2 Ca043 0.003 0.997 Comp. 2
Ca044 0.017 0.983 Comp. 2 Ca044 0.004 0.996 Comp. 2
Ca045 0.2 0.8 Comp. 2 Ca045 0.002 0.998 Comp. 2
Ca046 0.27 0.73 Comp. 2 Ca046 0.002 0.998 Comp. 2
Ca047 0.176 0.824 Comp. 2 Ca047 0.002 0.998 Comp. 2
Ca048 0.018 0.982 Comp. 2 Ca048 0.999 0.001 Comp. 1
Ca049 0.978 0.022 Comp. 1 Ca049 0.002 0.998 Comp. 2
Ca050 0.864 0.136 Comp. 1 Ca050 0.002 0.998 Comp. 2

*Renglones con banda gris indican individuos pertenecientes a otro componente. Comp.: componente



73

Anexo V

Tabla 95. Porcentaje de variacidn explicada por dos ejes utilizando seis marcadores microsatélites en el andlisis de
componentes principales de un lote de muestras silvestres de camardn blanco.

Eje 1 2
% 5.412 5.233
Acumulado 5.412 10.645

Tabla 106. Porcentaje de variacién explicada por dos ejes utilizando seis marcadores SNP en el analisis de
componentes principales con 35 muestras de un lote silvestres de camardn blanco.

Eje 1 2
% 56.181 12.282
Acumulado 56.181 68.463

Tabla 117. Variacion explicada por dos ejes utilizando marcadores SNP en analisis de componentes principales de un
lote de muestras silvestres y de siete lineas de cultivo de camarén blanco.

Eje 1 2

% 11.34 7.48
Acumulado 11.34 18.82
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Anexo VI

Tabla 128.Escala de significancia para el contenido de informacion polimérfica de los seis marcadores microsatélites
utilizados en este estudio.

Intervalo Significancia
<0.25 Ligeramente informativos
0.25-0.5 Razonablemente informativos
>0.5 Altamente informativos

(Botstein et al., 1980)
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Tabla 19. Comparacién entre el nimero de alelos y heterocigosidad observada obtenida a partir de los seis
microsatélites utilizados para evaluar al lote de muestras silvestres (n = 35) utilizadas en este estudio y los resultados
obtenidos por los autores que desarrollaron estos marcadores.

Otros autores

Este estudio

Locus

TUMXLv5.35
Pvan1815
TUMXLv7.56
TUMXLv8.220
TUMXLv8.256
CNM-MG512

Procedencia de muestras Na Ho Na Ho Referencias
Cultivo 5 0.4 8 0.147 Meehan et al., 2003
Cultivo 12 0.53 15 0.371 Cruz et al., 2002
Cultivo 4 0.75 23 0.485 Meehan et al., 2003
Cultivo 11 0.75 20 0.393 Meehan et al., 2003
Cultivo 6 0.67 11 0.333 | Meehanetal., 2003
Ecuador / silvestres 6/4 0.71 8 0.229 Pérez et al., 2005
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Anexo VI
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Figura 29. Nimero de muestras y numero de alelos para los microsatélites evaluados en este estudio y en los utilizados para comparar la informacién obtenida.
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W - Silvestre (Wild)

A

* Datos generados en este estudio

n

1.200

1.000

0.800

<
2
o

0.400

pepiso8inolaiaH

0.200

0.000

1opendz-p
XIN-M«

vsn-£4
¥sn-94
vsSN-s4
vsN-¥4
¥sn €4
vsn-z4
ande8uis-14

{emeH-4
XIA-M

VSN-£4
vSN-94
vSN-54
vSN-t4
VSN €4
vsn-¢d
ande3uis-14
leMEH-

XIN-M

vsSN-L4
VvSN-94
vsSn-&d
vSnN-¥d
VSN g4
vsSn-z4
ande8uis-14
leMeH-4

XIN-Muse

(s8-£4) 1setg-4
(59-94) I1sesg-d
(sg-54) 1sesg-4
(99v4) ejanzauap-4
(£EWV4) B[@NZauap-4
(£INV4) BlaNzZauUaA-4
XIN-4

BUWBURG-M
B|EW3IEND-M
0lallano-p
BOJRUIS-
XIN-Mx

IEMBH-4
XIA- M

\_Y_}

CNM-MG512

TUMXLv8.220 TUMXLv8.256

TUMXLv7.56

Pvan1815

TUMXLv5.36

B Ho mHe
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Anexo IX
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Figura 32. NUumero de alelos obtenidos para el lote de muestras silvestres, utilizando marcadores microsatélites y
SNP.
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Figura 33. Heterocigosidad observada en un lote de muestras silvestres mexicanas; comparando marcadores
microsatélites y SNP.
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Figura 34. Coeficiente de endogamia obtenido a partir de marcadores microsatélites y SNP en un lote de muestras
de camardn blanco silvestre mexicana.



Anexo X

Tabla 20. Escala de significancia de valores de Fst para comparaciones entre poblaciones.

Intervalo Significancia
0.00-0.05 Pequefiamente diferentes
0.05-0.15 Moderadamente diferentes
0.15-0.25 Altamente diferentes

>0.25 Muy altamente diferentes

(Hartl y Clark, 1997)
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