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Resumen

Con la finalidad de incrementar el rendimiento productivo de crustdceos diversas
investigaciones se han enfocado al sistema digestivo. En la glandula digestiva de Litopenaeus
vannamei existen tres isoenzimas de tripsina digestiva (C, B y A) que conforman tres
patrones de acuerdo al bandeo electroforético visualizado en SDS-PAGE (CBA, CB y CA),
se conoce presentan segregacion mendeliana y con cruzas especificas se puede obtener en la
F1 progenie con el 100 % de cada patron y este permanece durante todo el ciclo de vida del
organismo, ademas se tiene evidencia que presentan diferencias significativas al analizar la
digestibilidad de la proteina in vitro usando la técnica del pH-Stat. Contar con organismos
que presentan este tipo de caracteristicas mejorara algunas variables de produccion en la
industria de la camaronicultura. Por ello, es necesario evaluar a cada poblacion de camarones
con el patrén especifico de tripsina y realizar una serie de estudios que permitan definir las
ventajas de cada patron. El objetivo del presente trabajo fue analizar la estructura genética
poblacional y la distribucion alélica de la enzima tripsina digestiva en centros de produccion
de poslarvas del camardn blanco L. vannamei. Se analizé un total de 2828 reproductores en
11 centros de produccioén de poslarvas en el estado de Sinaloa. Los parametros evaluados
para el andlisis de la estructura genética fueron: frecuencias alélicas, heterocigosidad
observada y esperada, Fis, Fst y el equilibrio de Hardy-Weinberg, para este andlisis los
patrones alélicos de tripsina fueron tomados como genotipos. El resultado mostr6 una alta
frecuencia para el patron CBA, seguido del CB y una baja frecuencia del patréon CA en 7 de
los 11 centros analizados. Se presentd un exceso de heterocigotos y un desequilibrio en la
prueba de Hardy-Weinberg para 10 de los 11 centros analizados. El analisis FIS no mostrd
evidencias de endogamia con respecto al gen polimorfico de tripsina digestiva. Estos
resultados llevaron a un segundo analisis que fue conocer por qué el patron CA no se
encuentra dentro de los centros de produccion. Para ello se realizé una cruza dirigida con
reproductores CBA para obtener una poblacion con los tres patrones y se le dio seguimiento
durante todo un ciclo completo de produccion. Esta poblacion fue sembrada y cultivada en 9
estanques de 0.6 ha en dos granjas comerciales de engorda en el municipio de Guasave,
Sinaloa. Se analizaron las frecuencias de los tres patrones cada 15 dias del cultivo y el
resultado fue que menos del 5% de los organismos CA llegan a la etapa de siembra, la
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mayoria muere en etapas larvarias. En conclusion, no es posible generar el 100% de
organismos con los tres patrones; la ausencia de organismos con patron CA es debido a que
ellos mueren en etapas tempranas del cultivo. Es necesario establecer una estrategia diferente
para conocer las ventajas en cultivo de cada uno de los patrones y experimentar con cruzas

reciprocas y homoélogas entre organismos con patréon CBA y CB.

\



Abstract

In order to increase the productive yield of crustaceans, several investigations have focused
on the digestive system. In the digestive gland of Litopenaeus vannamei, three isoenzymes
of trypsin called C, B and A with different kinetic and biochemical characteristics were
reported. Three patterns of these isotrypsins were visualized utilizing the SDS-PAGE
technique (CBA, CB and CA) and two genes were described to give origin to these patterns,
are known to present segregation Mendelian and cross specific results can be obtained in F1
progeny with 100% of each pattern and this remains throughout the life cycle of the organism,
in addition there is evidence that present significant differences when analyzing the
digestibility of the protein in vitro using the technique of pH- Stat. Having organisms with
this type of characteristics will improve some production variables in the shrimp farming
industry. In this study the distribution and population structure of digestive trypsin patterns
in eleven commercial hatcheries from Sinaloa state, México, were analyzed. A total of 2828
broodstock shrimp were analyzed. The three allelic patterns of trypsin (CA, CB, CBA) were
considerate here as genotypes, and then the genotypic frequencies per hatchery were analyzed
and tested for Hardy—Weinberg equilibrium, and Fis as an index of endogamy. Results
showed that pattern CBA was the most abundant, followed by CB and the less frequent was
the pattern CA. This over-dominance of CBA resulted in a significant excess of
heterozigocity and a departure of Hardy-Weinberg Equilibrium in the hatcheries, except for
the J hatchery, where heterozigocity excess was not significant. In the eleven analyzed
hatcheries, the CA pattern was present in a very low frequency followed by CB and the most
frequent pattern was CBA. FIS analysis did not show evidence of endogamy. These results
led to a second analysis that was to know why the CA pattern is not found inside the
production centers. A cross-breeding with CBA breeding was carried out to obtain a
population with all three patterns and was followed during a whole production cycle. The
poslavae obtained (PL20) were transported to a two commercial farms and stocked in nine
0.6 ha ponds at 12 shrimp m?. To describe the fluctuations in the trypsin pattern frequencies,
samples of 120 shrimp were collected from each pond every 15 days, starting the day of
stocking in a culture period of 75 days. Results showed that the frequency of the CA pattern
decreases to 5% after larval development and reaches 0% at 45 days in culture. The CB
pattern decreases to 16%, and the CBA pattern increases constantly during the culture to

reach 84%. In conclusions, at commercial level, it is not possible to produce 100% of each
VI



pattern; perhaps some experimental ones that allow us describe variables in laboratory; the

absence of organisms with CA pattern was because they died in early stages of culture.
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Glosario

Acuacultura: Conjunto de técnicas y actividades cuyo objetivo es la cria en cautiverio de
organismos acuaticos (peces, moluscos, crustaceos, reptiles o algas) en agua cuyo mayor o
menor caracter intensivo depende del grado de intervenciéon del hombre en los ciclos

biologicos de los organismos en cuestion.

Alelo: Una de dos o mas formas alternativas de un gen, cada una con una secuencia de
nucledtidos unica.

Aloenzima: Variante de una enzima que es codificada por un alelo diferente.

Distancia genética: Medidas del grado de la magnitud de las diferencias genéticas entre
individuos, poblaciones o especies. Medida del grado de sustituciones por nucledtido entre
dos secuencias homdlogas de ADN.

Diversidad genética: Medida de la variabilidad genética en una poblacion.

Eficiencia catalitica. Es la eficiencia con la cual una enzima cataliza una reaccién en
particular.

Electroforesis: Separacion de moléculas cargadas en un campo eléctrico por la migracion
diferencial a través de un gel de acuerdo a su tamafio y su carga idnica.

Endogamia: Aparecamiento de organismos relacionados entre si, que trac consigo un
aumento en la homocigosidad y posible expresion de genes deletéreos.

Enzima: Biomolécula, proteina o RNA que cataliza la reaccion quimica de sustratos sin ser
autodestruida o alterada al final de la reaccion.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: Es aquel que se da cuando al reproducirse las poblaciones
pueden seguir patrones predecibles en cuanto a sus frecuencias genotipicas, es decir, que bajo
ciertas condiciones tales como apareamiento al azar dentro de las poblaciones, donde ningtin
genotipo en particular sea seleccionado, los efectos de migracion o mutacion en las
frecuencias alélicas sean insignificantes, y el tamafio de la poblacion sea infinito, la
segregacion alélica siga un ajuste normal a la segregacion mendeliana.

Fenotipo: Caracteristicas desplegadas por un organismo bajo factores ambientales

particulares. Es el resultado de la interaccion entre el genotipo y el medio ambiente.

Frecuencia alélica: Proporcion de un alelo relativo a todos los alelos de un locus dentro de

una poblacion.



Gen: Unidad hereditaria que contiene informacion genética (ADN) que es transcrita a ARN
y traducida a una cadena polipeptidica (proteina). En el genoma de un organismo, es una
secuencia de nucleotidos a la que se le puede asignar una funcion especifica.

Genética: Rama de la Biologia en la que se estudia la herencia y variacion de los caracteres,
asi como la estructura y funcion del material genético (ADN).

Genética de poblaciones: Rama de la Genética en la que se estudia la variabilidad de las
poblaciones naturales, expresada en frecuencias genotipicas y alélicas de ciertos marcadores
moleculares, asi como los mecanismos que la hacen variar en generaciones consecutivas.
Genoma: Término utilizado para referirse a todos los genes (informacion genética)
contenida en un solo gameto, es decir un representativo de cada cromosoma.

Genotipo: La constitucion genética de un organismo, que estara dada por la informacion
heredada por ambos padres. Especificamente para un solo locus, el genotipo estara dado por
los alelos heredados por ambos padres y es distinto de los caracteres expresados o fenotipo.
Glandula digestiva: Organo productor y secretor de enzimas digestivas en organismos

invertebrados.

Heredado: Deriva de un codigo genético preformado y que esta presente en los padres.

Contrasta con lo adquirido.

Heterocigoto: Un organismo diploide que ha heredado diferentes alelos en uno o mas de sus
loci.

Heterocigosidad: La proporcion de individuos heterocigotos para un locus o en promedio
para varios loci. Es un estimador de variabilidad genética en poblaciones naturales o
domesticadas.

Heterocigosidad esperada: Proporcion de organismos heterocigotos calculada a partir del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Su célculo implica la obtencion de las frecuencias genotipicas
a partir de las frecuencias alélicas siguiendo un binomio al cuadrado (p +

q)% en donde p y q son las frecuencias alélicas y 2pq corresponderd a la frecuencia de
heterocigotos.

Heterocigosidad observada: Proporcion de organismos heterocigotos calculada a partir de
los genotipos observados en una muestra poblacional.

Heterocigoto. Un individuo diploide o poliploide que ha heredado diferentes alelos en uno

o0 mas de sus loci.



Hidrdlisis. La particiéon de un compuesto en fragmentos por la adicion de agua, el grupo
hidroxilo incorporado en un fragmento y el atomo de hidrogeno en el otro.

Homocigoto. Un organismo que ha heredado el mismo alelo de ambos padres para un
determinado locus.

Indice de fijacion: (FST) Mide los efectos de la subdivision de la poblacién. Se refriere a la
consanguinidad en las subpoblaciones (S), en relacion a la poblacion total (T), de la cual ella
es parte. Mide el grado de diferenciacion génica entre las poblaciones, en funcion de las

frecuencias alélicas.

Isoenzimas: Multiples formas de un enzima que catalizan la misma reaccion pero que
difieren una de otras en su secuencia de aminoacidos, pueden ser distinguibles utilizando
técnicas de electroforesis.

Km: Es la concentracion de sustrato que resulta en la mitad de la velocidad maxima para la
reaccion enzimatica.

Locus: La posicién que un gen tiene en un cromosoma o dentro de un segmento de ADN
genomico. Por convencionalismo, se aplica el término para referirse a genes aun cuando no
se conozca su lugar en el genoma.

Loci: Plural de locus.

MENDEL, Ley de la Segregacion: Los factores de un par de caracteres son segregados. Es
la separacion de los dos alelos de un individuo diploide en diferentes gametos y por ende

segregacion en la progenie.

Peso molecular: es la suma de los pesos atdmicos de todos los atomos que constituyen la

molécula; la masa de una molécula con respecto a la masa de un atomo estandar Carbono 12.

Poblacion: Grupo de organismos de la misma especie que habitan una determinada area
geografica y que por ende se entrecruzan y comparten un acervo comun de genes.
Polimorfismo: Ocurrencia de diferentes variantes alélicas para un locus especifico en una
poblacion. Se considera que un locus es polimoérfico cuando en la muestra poblacional la
frecuencia del alelo méas comun no rebase el 95-99%.

Proteina: Macromolécula compuesta por una o varias cadenas polipeptidicas de mas de 100
amino acidos, cada una de las cuales tiene una secuencia caracteristica de aminoacidos,

unidos por enlaces peptidicos. Las proteinas ceden sus aminoacidos tras una hidrolisis, para
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ser asimilados y ayudar a la reconstruccion de proteina en los ribosomas de las células
corporales.

Proteinasas: Es una enzima que corta las proteinas en posiciones internas de una cadena
peptidica. Formalmente, las enzimas son peptidil péptido hidrolasas.

Punto Isoeléctrico: Es el pH en el cual una proteina pierde toda su carga eléctrica. El punto
1soeléctrico es muy importante en la purificacion de proteina porque este es el pH en el cual
la solubilidad es minima y en donde la movilidad en un sistema de electro-enfoque es cero.
Es el punto en el que la proteina se puede acumular.

Tripsina: es una enzima peptidasa, que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas
mediante hidrolisis para formar péptidos de menor tamafio y aminoacidos. De acuerdo a la

comision de enzimologia su clasificacion es: E.C. 3.4.21.4.
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Abreviaturas

°C Grados centigrados

CaCl Cloruro de Calcio

EHW Equilibrio de Hardy-Weinberg

F1 Primera generacion

Fis Medida de la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las
subpoblaciones

Fsr Medida de la diferenciacion sobre las poblaciones

g Gramos

He Heterocigosidad esperada

Ho Heterocigosidad observada

m Metros

mM Milimolar

mm milimetros

M Molaridad

mA Miliamperes

Rpm Revoluciones por minuto

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida

pH Potencial de iones de hidrogeno
ug Microgramo

ul Microlitro

A% Voltios
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1 Introduccion

Las capturas mundiales recientes de camardn ascienden a alrededor de 3.3 millones de
toneladas por afio, siendo Asia el area de pesca del camardn mas relevante. La produccion
camaronera mundial, tanto de captura como de criadero, es de aproximadamente 6 millones
de toneladas, de las cuales alrededor del 60 por ciento entra en el mercado mundial. En
términos de valor, el camaron es hoy el producto pesquero comercializado
internacionalmente mas importante. En muchos paises tropicales en desarrollo es el producto
de exportacion pesquero mas valioso; y su efecto en el empleo también es considerable (FAO,
2010). El camardn blanco, Litopenaeus vannamei (Pérez-Farfante y Kensley, 1997) es la
especie que obtiene los mejores rendimientos de crecimiento y la que tolera mejor las
condiciones ambientales en cautiverio. En México, el camaron blanco es la principal especie
que se cultiva, en el ano 2013 se ubico en el 4to lugar por el volumen de producciéon
alcanzados en ese mismo afio; sin embargo, por su valor, se ubicé en el primer lugar. L.
vannamei es de las principales especies exportadas a los paises de Estados Unidos de
América, Japon y Espafia. En nuestro pais, la mayoria de los cultivos de peneidos se
encuentran ubicados en la region Noroeste siendo los estados de Sonora y Sinaloa los lideres
en la produccion de esta especie aportando 25,391 y 61,000 t respectivamente en el afio 2013
(CONAPESCA, 2014). En Sinaloa en el 2012 se contaba con 49,305 ha de estanqueria para
el cultivo semi-intensivo de camar6n blanco L. vannamei con una produccion de 45,151 t
(CESASIN, 2012) mientras que en el 2015 aumento el nimero de estanques sembrados a 55,
097 ha (CESASIN, 2016). La produccién de este crustaceo ha mostrado un incremento ano
con afio, en 2013 se produjeron 127 mil 517 toneladas a 211 mil 96 toneladas al cierre
preliminar de 2016 (SAGARPA, 2017).

El suministro de poslarvas a las piscinas camaroneras son la materia prima o la base de
cualquier operacion de engorde de crustaceos. La camaronicultura depende de las poslarvas
producidas en centros especializados de produccién de poslarvas que son sembradas y
cultivadas dentro de los estanques de engorda. En Sinaloa la demanda de poslarva de camarén

inicia a partir del mes de marzo, siendo este estado el lider en la produccion de este vital
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insumo para la camaronicultura. En Sinaloa se tiene una capacidad instalada superior a 3,000
millones de poslarvas mensuales en alrededor 22 centros de produccion y se localizan
principalmente en las zonas costeras de los municipios de El Rosario y Elota, mismas que
aportan el 70% de la siembra de poslarva en el pais (CESASIN, 2012). Del 100% de la
produccion de poslarva en Sinaloa, el 55% es para autoconsumo y el restante se comercializa
a estados como Sonora, Nayarit, Colima, Tamaulipas, Campeche y Tabasco (CESASIN,
2012). Con el crecimiento de la camaronicultura, la demanda de poslarva aumenta, por lo
que es necesario que los centros de produccion optimicen sus producciones y obtengan una
mayor cantidad de poslarvas para satisfacer esta demanda, asi como, generar poslarvas de
mejor calidad que permita la rentabilidad de esta industria. Para ello, a nivel mundial se han
llevado a cabo diversas investigaciones para el mejoramiento genético para obtener
camarones con una mayor tasa de supervivencia, mayor crecimiento, resistencia a patdgenos
y mayor capacidad metabolica. Goyard et al. (2008) cruzaron dos lineas de L. stylirostris
domesticadas en lugares distintos de América (Hawaii y Nueva Caledonia). Los camarones
cultivados en Nueva Caledonia, eran afectados por vibriosis y el uso de antibioticos no era
permitido por lo que introdujeron organismos provenientes de Hawaii con la finalidad de que
las poblaciones se cruzaran para incrementar la variabilidad alélica y comenzar un programa
de mejora genética por hibridacion. En este programa se obtuvieron mejoras de hasta el 37%
mas en crecimiento en los organismos hibridos no endogamicos, respecto a las dos lineas
puras. Cock et al. (2009) efectuaron cruzas selectivas en camarones peneidos para evaluar la
resistencia a enfermedades como TSV y WSSV con la finalidad de influir directamente en la
supervivencia. Ademas encontraron que se puede registrar variacion genética a través de las
generaciones al realizar un manejo genético adecuado y por lo tanto son necesarios

programas de monitoreo permanente para prevenir la endogamia.

El sistema digestivo de los organismos es el encargado de poner a disponibilidad la
mayor cantidad de proteina, carbohidratos y lipidos por medio del proceso llamado
catabolismo (Dall, 1992). Un catabolismo deficiente compromete el buen desarrollo de los
organismos e incluso su supervivencia ante la presencia de factores biologicos y ambientales.
Por otro lado, un buen catabolismo proporciona ventajas porque pone a disposicion
materiales estructurales y energéticos para el buen desarrollo de los organismos. El sistema

digestivo del camaron blanco L. vannamei esta compuesto de diversas proteasas tales como
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quimotripsina (E.C. 3.4.21.1), elastasa (E.C.3.4.21.37) y tripsina (E.C.3.4.21.4) respecto a
que se encargan del desdoblamiento de proteinas. En la glandula digestiva de L. vannamei
existen tres isoenzimas (Klein et al., 1996; 1998) que tienen diferente capacidad catalitica in
vitro (Sainz-Hernandez et al., 2004). Las tres isoenzimas son identificadas por su corrimiento
electroforético (SDS-PAGE) y estos patrones son heredados a la progenie segun las leyes de
Mendel y se mantienen sin cambio alguno durante el ciclo de vida del camarén (Sainz-
Hernandez et al., 2005). Los patrones de tripsina son derivados de dos genes, por lo que,
mediante cruzas especificas de reproductores con patréon de tripsina conocido se puede
obtener en la F1 el 100% de cada patron (Sainz-Hernandez et al., 2005). Esta evidencia abre
una nueva linea de investigacion donde se pretende definir si uno de los patrones tiene
ventajas en el cultivo como una mayor supervivencia, mejor aprovechamiento del alimento
y por ende una disminucién en los costos de produccion. Para ello, es necesario conocer la
estructura genética poblacional del gen de tripsina que origina las isoenzimas A y B dentro
de los centros de produccion de poslarva para conocer su distribucion y proponer una
estrategia que ayude a generar lineas de camardn con patrones de tripsina independientes e
iniciar una serie de estudios que permitan definir las ventajas o desventajas de los camarones
por tener en su sistema digestivo un patron especifico de tripsina. Si la hipotesis planteada
que dice que existen diferencias en la capacidad hidrolitica entre los camarones por presentar
un patrdn especifico de tripsina es aceptada, sera necesario llevar a cabo una evaluacion de
las variables de produccion y asi definir qué patron es el indicado para mantenerlo dentro de
los estanques de engorda para fortalecer la rentabilidad del cultivo, reduciendo los gastos
economicos que se generan desde la produccion de la poslarva y su desarrollo dentro de los

sistemas de engorda hasta la etapa de cosecha.



2 Antecedentes

2.1 Camaronicultura en México

En México, al igual que en la mayoria de los paises, una de las actividades que ha adquirido
gran importancia en los ultimos afios es la acuacultura, arrojando beneficios sociales y
econdmicos los cuales a su vez se han traducido en una fuente de alimentacién con un elevado
valor nutricional. El cultivo de crustaceos, particularmente de camardn, ocupa un lugar
preponderante debido a la importancia en términos del volumen econdémico que este recurso
representa para la region del Noroeste del Pacifico Mexicano. El cultivo de camarén inicid
en México a gran escala durante los afos de 1985-1990 y crecid a través de los afios 90’s
basado en el cultivo del camaron azul del Pacifico, Litopenaeus stylirostris. Sin embargo,
esta especie presentd poca resistencia a las enfermedades, por lo que la industria de camarén
optd por utilizar el camarén blanco Litopenaeus vannamei convirtiéndolo en la principal
especie cultivada en la camaronicultura. Los programas de domesticacion y seleccion
genética permitieron un suministro mas consistente de poslarvas de alta calidad, libres de
patogenos especificos (SPF) y/o resistentes (SPR), que eran criadas en incubadoras. Algunas
poslarvas fueron enviadas a Hawaii en 1989, obteniéndose las lineas de produccion SPF y
SPR por sus siglas en inglés y que posteriormente condujeron a su industrializacion en
Estados Unidos de Norteamérica y en Asia (FAO, 2006). En México, la camaronicultura
depende de las poslarvas producidas en centros especializados de produccion de poslarvas
que son sembradas y cultivadas dentro de los estanques de engorda, se cuenta con 22 centros

de produccion de poslarvas ubicados al sur de Sinaloa (CESASIN, 2012).

2.2 Ciclo de vida de Litopenaeus vannamei

El camaroén blanco L. vannamei es una especie nativa de la costa oeste del Océano Pacifico,
se distribuye geograficamente desde Sonora, en el Golfo de California, hasta Pera en
Sudamérica. Se le puede encontrar en aguas costeras desde 0 a 72 m de profundidad, sobre
fondos fangoso, con preferencia por las aguas marinas, y por las estuarinas desde postlarva
hasta juvenil. Los adultos viven y se reproducen en mar abierto, mientras que la postlarva
migra a las costas a pasar la etapa juvenil, la etapa adolescente y pre adulta en estuarios,

lagunas costeras y manglares. Los machos maduran a partir de los 20 g y las hembras a partir



de los 28 g en edad de entre 6 y 7 meses. Cuando L. vannamei pesa entre 30 y 45 g libera
entre 100 000 y 250 000 huevos de aproximadamente 0,22 mm de diametro. La incubacion
ocurre aproximadamente 16 horas después del desove y la fertilizacion. En la primera etapa,
la larva denominada nauplio, nada intermitentemente y es fotostatica positiva. Los nauplios
no requieren alimentacion, sino que se nutren de su reserva embrionaria. Las siguientes
etapas larvarias (protozoea, mysis y postlarva temprana respectivamente) contintian siendo
plancténicas por algin tiempo, se alimentan del fitoplancton y del zooplancton, y son
transportados a la costa por las corrientes mareales, seguido se trasladan a la costa y empiezan

a alimentarse de detritos bénticos, gusanos, bivalvos y otros crustaceos (FAO, 2006).

2.3 Sistema digestivo en crustaceos

Los camarones poseen un aparato digestivo que esta constituido por la boca que se localiza
en la parte ventral anterior, el intestino anterior esta modificado en un estomago de dos
camaras, que posee dientes trituradores y cerdas filtradoras en forma de peine (Barnes, 1987).
En el hepatopéncreas, los alimentos son degradados al entrar en contacto con sustancias
digestivas y transformados en compuestos asimilables (Martinez-Cordova, 1994). Las
funciones del tracto digestivo de los crustaceos son ingestion, transporte de ingesta, digestion,
absorcion, almacenamiento de nutrientes y transporte de nutrimentos a los vasos circulatorios
y finalmente eliminacion de las excretas al medio (Ceccaldi, 1997). El sistema digestivo del
camaron blanco L. vannamei esta compuesto de diversas proteasas como Quimotripsina (E.C.

3.4.21.1), Elastasa (E.C.3.4.21.37) y Tripsina (E.C.3.4.21.4).

2.4  Tripsina

La tripsina bovina fue purificada a principios de la década del 1930 (Northrup y Kunitz,
1931) y fue una de las primeras peptidasas aisladas con suficiente pureza y cantidad para
llevar a cabo analisis bioquimicos (Northrub et al., 1948); ademas, casi toda la secuencia
aminoacidica se logr6 conocer en los afios 1960 (Walsh et al., 1964; Walsh y Wilcox, 1970).
Con el advenimiento de la cristalografia de rayos X, la estructura tridimensional de la tripsina
bovina fue resuelta en el afio 1970 (Huber et al., 1974; Sweet et al., 1974; Kossiakoff et al.,
1977) y en las siguientes décadas la secuencia, estructura y mecanismo de acciéon fueron

estudiados en un gran numero de especies, incluyendo invertebrados. La tripsina es la
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principal endopeptidasa digestiva de crustaceos y es considerada la enzima mas importante
en la digestion de la proteina de la dieta (Tidwell y Allan, 2001) y junto con la quimiotripsina
es la mas abundante enzima proteolitica en la glandula digestiva de crustaceos (Dall, 1992).
La tripsina es una serin proteasa que hidroliza cuerpos peptidicos en el lado carboxilo de los
residuos de aminoacidos cargados positivamente dentro de una proteina. Le-Moullac et al.
(1996) mencionan la existencia de tres isoenzimas de tripsina en el sistema digestivo de L.
vannamei. Las tres isoenzimas de tripsina digestiva fueron aisladas y caracterizadas por
Sainz-Herndndez et al. (2004) fueron nombradas C, B y A de acuerdo al corrimiento
electroforético en SDS-PAGE (figura 1), las isoenzimas presentaron diferencias en la

capacidad catalitica al hidrolizar BAPNA como sustrato especifico para tripsina.

2.5 Isoenzimas de tripsina digestiva en Litopenaeus vannamei

Las tres isoenzimas de tripsina generan 3 diferentes patrones que son identificados mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE al 12%), el primero conformado por
las isoenzimas CBA, el segundo por las isoenzimas CB y el tercero CA (Fig.1). Los patrones
de tripsina permanecen constantes durante toda la vida del organismo, presentan segregacion
mendeliana y la modulacion de la actividad ocurre por un aumento o disminucion en la
transcripcion de las isoenzimas presentes y no por procesos de encendido y apagado de genes
(Sainz-Hernandez et al., 2005). Es posible, mediante cruzas controladas generar una progenie

de L. vannamei con el 100% de cualquiera de los 3 patrones (Sainz-Hernandez et al., 2005)
(fig. 2).

Fenotipos de Tripsina
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Figura 1. Isoenzimas y fenotipos de tripsina digestiva en Litopenaeus vannamei.



Q A A B B A A

Bl ga Ba B| BB BB A | AA AA

Bl ga BA B| BB BB A | aA aA

CBA CB CA

Figura 2. Cruzas de reproductores con patron de tripsina conocido para la generacion de poblaciones con el
100% de cada patron.

2.6 Origen de los tres genotipos de tripsina digestiva en Litopenaeus vannamei

La presencia de varias isoformas de tripsina en los individuos de una poblacion puede tener
varios origenes: que su sintesis esté codificada por distintos genes (Whitaker, 1994) otras
pueden ser variantes alélicas codificadas por el mismo gen (Sainz-Hernandez et al., 2005) y
otras que tengan el mismo origen pero que sufren modificaciones post-transcripcionales
inducidas por factores internos y externos (Rungruangsak-Torrissen y Male, 2000). La
enzima tripsina es una molécula monomérica que presenta polimorfismo (Klein et al., 1996),
3 patrones de la enzima son visualizados en SDS-PAGE que son derivados de tres genotipos

(Sainz-Hernandez et al., 2005) (fig. 3).
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Figura 3. Patrones y genotipos inferidos en la glandula digestiva de Litopenaeus vannamei.

2.7 Polimorfismo de tripsina en otras especies heterotrofas y sus ventajas

Se ha reportado para diversas especies la presencia de isoenzimas de tripsina digestiva. En
organismos como salmoénidos se ha visto que hay un efecto positivo por la presencia de genes

de determinadas isotripsinas sobre el crecimiento y desarrollo de estos peces, siendo esta
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tripsina un marcador de crecimiento (Rungruangsak-Torrissen y Male, 2000). La presencia
de una variante de tripsina (TRP-2*92) estd influenciada por la temperatura del agua durante
la incubacion de los huevos y el periodo de inicio de la alimentacion de las larvas, lo que
después influye en la utilizacion del alimento que se traducen en incrementos de un 30% de
peso al final del ciclo de vida completo (Rungruangsak y Male et al., 2000). En adultos se
mejora la eficiencia de la conversion alimenticia a bajas temperaturas (2-3 °C) (Torrissen et
al., 1993). Perera et al. (2010) describieron la presencia de tres isoenzimas y tres patrones de
tripsina digestiva en la langosta espinosa Panulirus argus y demostraron que existen
diferencias en la eficiencia de digestion de los tres patrones y reportan que el patron que
presenta las tres isoenzimas es el mas frecuente en la poblacion de langosta. Por otro lado,
en la tilapia Oreochromis niloticus se ha descrito la presencia de multiples isoformas de
tripsina digestiva (Unajak et al., 2012). Conocer el origen de las variantes de una molécula
permite su modulacidon para obtener organismos con ventajas bioldgicas. Estas variaciones
dan lugar a diferencias en las caracteristicas biologicas de los organismos que las presentan
y en general, se considera que aporta ventajas para el desarrollo y la permanencia de las
especies (Hartl y Clark, 1997). Cordova-Murueta et al. (2008) analizaron la capacidad que
tienen los 3 patrones de tripsina digestiva en L. vannamei para hidrolizar diferentes sustratos
proteicos utilizando el método de digestibilidad in vitro pH-Stat encontrando que el patron
CBA hidroliza significativamente mayor cantidad de enlaces peptidicos que los patrones CB
o CA. Los antecedentes reportados para L. vannamei mencionan que estos patrones no
presentan modulacion, son constantes durante el ciclo de vida del organismo y mediante
cruzas especificas se puede obtener poblaciones puras de cada patréon por lo que Rubio-
Gastelum (2009) se enfocod en la busqueda de reproductores de los tres patrones en 3
laboratorios de produccion de poslarvas de camardn en Sinaloa y Nayarit con la finalidad de
realizar cruzas especificas y obtener progenies con el 100% de cada patrén de tripsina
digestiva, e iniciar una serie de experimentos que definieran las ventajas o desventajas de los
organismos por la presencia o ausencia de las isoenzimas. En este trabajo se reportaron las
frecuencias de los tres patrones, donde el patron CBA fue el mas abundante con un 80%,
seguido del patron CB con 19.5% y por ultimo el patron CA con 0.5%. Estos dos tltimos
antecedentes evidencian que existen altas posibilidades de que el patron CBA presente una
mayor capacidad digestiva in vivo con respecto a los otros dos patrones. Navarrete del toro

et al. (2011) analizaron el contenido de proteasas en la glandula digestiva de tres especies
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comerciales de camarones (L. vannamei, L. stylirostris y L. californiensis) encuentran que
las tres especies sintetizan proteasas siguiendo un patrén comun con algunas peculiaridades
en caracteristicas como pH, temperatura, grado de hidrolisis e inhibidores, esas ligeras
diferencias fueron suficientes para distinguirlas entre ellas y confirmar que son enzimas que

divergieron por duplicacion de genes y estan relacionadas por especiacion.

2.8 Estructura genética e indicadores

Dentro de una determinada especie no existe una absoluta homogeneidad genética, sino que
distintas poblaciones de una misma especie pueden presentar ligeras diferencias genéticas.
Los cambios en la composicion genética de las poblaciones se deben a distintos mecanismos
que afectan las frecuencias alélicas génicas de la poblacion. Los procesos de mutacion,
recombinacion, migracion, deriva genética y seleccion natural influyen en la naturaleza y
velocidad de estos cambios. Autores como Harlt y Clark (2007) indican que las variantes
genéticas generadas por estos procesos pueden aumentar o disminuir la frecuencia,
independientemente de si son 0 no cambios adaptativos ttiles a sus portadores. En cambio la
seleccion natural es el tnico proceso evolutivo que es direccional respecto a la adaptacion.
La naturaleza adaptativa de los organismos, tanto su fisiologia como comportamiento es
debida a la seleccion natural. En una poblacion de cultivo, el hombre también acttia sobre la
variabilidad genética seleccionando los fenotipos que determina algin caricter de
importancia comercial, pero si no se tiene un manejo adecuado de los reproductores puede

deteriorarse la variabilidad genética del cultivo.

Las diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones constituyen la estructura
genética. Cuando se habla de una especie con alta estructura genética, se refiere a que se
pueden detectar fuertes diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones. En
contraste, en una especie con baja estructura genética, las poblaciones que la constituyen son
casi idénticas, con nulas o muy pocas diferencias en las frecuencias alélicas (Avise, 2000).
Diversos indicadores genéticos son utilizados para conocer la diferenciacion genética entre
las poblaciones. La Fis describe la distribucion de los genotipos dentro de las poblaciones e
indica qué tan lejos se encuentra una poblacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. La Fis es
de 0 si las poblaciones se encuentran en las proporciones esperadas si lo apareamientos fueran

estrictamente al azar y pueden llegar hasta 1 si solo se encuentran los individuos homocigotos



en la poblacion (lo cual en generalmente es una consecuencia de la endogamia extrema).
El indice de fijacion, representado como Fst, es un valor estadistico empleado para evaluar el
nivel de diferenciacion genética entre poblaciones. Se considera que un mayor efecto de la
deriva genética derivard una mayor diferenciacion genética entre las poblaciones estudiadas
y por lo tanto mayor valor de Fst. De manera que un Fst = 0 indica que no existen diferencias
genéticas entre las poblaciones estudiadas, mientras que un valor de Fst = 1 implica un

aislamiento genético entre las mismas, en cuanto a los loci estudiados.

2.9 Analisis de genética de poblaciones en peneidos

Los estudios de genética poblacional en animales son una herramienta ttil para los programas
de conservacion, como demuestran Sunden y Davis, 1991. La pérdida de diversidad genética
disminuye la capacidad de mantener y mejorar la produccion pecuaria y reduce la aptitud
para hacer frente a nuevas condiciones ambientales. Adicionalmente, el monitoreo de la
diversidad genética es esencial para poder mejorar los programas de seleccion con el fin de
mostrar que tan bien las poblaciones domésticas representan las variaciones naturales de las
especies. Los datos de diversidad genética pueden proveer informacion acerca de alelos
raros, decrecimiento de la heterocigosidad e incremento en los niveles de entrecruzamiento
dentro de los programas de cria. En términos de acuacultura, se ha enfatizado que los
organismos que vayan a ser usados deberian de ser estudiados para determinar si existen
diferencias suficientes entre las poblaciones, de tal manera que se favorezca alguna en
particular para el cultivo bajo determinadas condiciones (Lightner, 1994). En el manejo y la
conservacion de los recursos explotados se debe incluir aspectos de la diversidad genética de
las especies, debido a que algunos reproductores difieren en la tasa de crecimiento o la

resistencia a enfermedades, entre otras caracteristicas (Lester y Pante, 1992).

La identificacion de stocks de camarones silvestres es importante porque proveen una
importante fuente de diversidad genética en domesticacion y programas de seleccion
genética. La variabilidad genética es un importante aspecto para las especies sujetas a cultivo,
tal es el caso de camarones peneidos. Es importante el monitoreo de los loci polimoérficos,

heterocigozidad y los niveles de endogamia ya que permite dar un seguimiento de la
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descendencia y una mayor precision en la evaluacion de las poblaciones en cautiverio. Por
ello, el monitoreo de la diversidad genética en los camarones peneidos es esencial para
determinar el impacto de la seleccion artificial sobre medidas de variabilidad y mejorar los
programas de seleccion de cria (Lester y Cook, 1987). Diversas investigaciones se han
enfocado en describir la estructura poblacional de L. vannamei y otras especies de peneidos
dentro de los laboratorios y en el medio natural para conocer el grado de variabilidad genética

que existe en dichas poblaciones.

Ramos-Paredes et al. (2003) realizaron un andlisis de genética poblacional en el camarén
azul Penaeus stylirostris para describir la variabilidad genética de dos poblaciones salvajes
y dos poblaciones cultivadas para determinar el parentesco entre ellas. Utilizando 17 sistemas
enzimaticos y proteinas, lograron visualizar 31 loci, donde 11 fueron loci polimorficos en
todos los organismos. En las dos poblaciones de camarones cultivados se encontré un mayor
numero de loci en desequilibrio en base a la prueba de Hardy-Weinberg con respecto a las
poblaciones silvestres. Basados en las comparaciones de los valores de Fsty la distribucion
de las frecuencias alélicas, las poblaciones cultivadas fueron diferentes a las dos poblaciones
salvajes. Los resultados arrojan la evidencia que la relacion entre las poblaciones cultivadas
es alta debido al alto valor del coeficiente de endogamia, y se ve reflejada en el UPGMA.
También mencionan que el fendmeno de endogamia es muy comun cuando no existe un buen

manejo de los organismos en cautiverio y que han sido utilizados por varias generaciones.

Soto-Hernandez y Grijalva-Chon (2004) analizaron la diferenciacion genética de L.
vannamei en tres laboratorios de poslarvas en el noroeste de México, asi como; una poblacion
salvaje del norte de Sinaloa que fue usada como referencia. Se utilizaron 10 sistemas
enzimaticos para determinar diferenciacion genética de aloenzimas entre los tres
laboratorios. Encuentran altos niveles de endogamia y una deficiencia en el numero de
heterocigotos para todas las muestras analizadas. So6lo en dos de las 10 aloenzimas se
encontraron bajo equilibrio en la prueba de Hardy-Weinberg, para el resto de las muestras el
analisis mostrd un desequilibrio en la prueba de HW. Reportan una moderada diferenciacion
genética de acuerdo al FST (7.4%) entre los laboratorios y una mayor diferenciacion con la

poblacion salvaje.
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Valles-Jiménez et al. (2005) evaluaron la variacion genética y la estructura poblacional de
camarones salvajes de L. vannamei en cuatro regiones geograficas desde México hasta
Panama4, utilizando 5 microsatélites de DNA. Encontraron que las poblaciones analizadas
presentan una desviacion en el Equilibrio de Hardy-Weinberg para 19 de los 20 locus
analizados y esto fue la causa que en las poblaciones se registrara una alta deficiencia
heterocigotica. El anélisis de la comparacion entre poblaciones (Fst), permitio dividir en tres
regiones el area de estudio, mencionan que las condiciones fisicas, oceanograficas y
bioldgicas de cada area permitieron que las poblaciones analizadas fueran subdivididas
genéticamente. Hacen alusion a la importancia de este tipo de informacion en la pesca,
manejo en la acuacultura y conservacion de las especies. El andlisis con aloenzimas ha sido
un método utilizado para determinar los niveles de variacion y el grado de subdivision
genética para diversas especies de camarones (Lester y Pante, 1992; Garcia-Machado et al.,
2001). Borrell et al. (2007) realizaron un analisis genético espacial y temporal del camaron
blanco cubano Penaeus (Litopenaeus) schmitti en diferentes zonas geograficas de Cuba
utilizando aloenzimas y microsatelites en 2003 y 2007. El analisis muestra que las
poblaciones se encontraron bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg, ademas los resultados que
obtienen muestran que existe heterogeneidad en una escala geografica corta para esta especie
debido a la ausencia de alguna evidencia de aislacion por distancia, lo cual descarta la
posibilidad de la existencia de una nueva poblacién. Mencionan que esto es debido a un bajo
flujo de genes por dos causas: 1) por la presencia de remolinos persistentes que ocurren en
todas las plataformas y que contribuyen a la retencion de la larva, 2) por la existencia de

barreras geograficas en el Sur de la plataforma de Cuba.
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Perez-Enriquez et al. (2009) analizaron el estatus de la diversidad genética en camarones de
6 laboratorios productores de poslarvas de L. vannamei en el noroeste de México utilizando
6 microsatélites como marcadores moleculares para medir el grado de endogamia.
Analizaron el indice de fijacion (endogamia), desviacion de Hardy-Weinberg y FST entre las
poblaciones. Los resultados muestran que a pesar de que lo reproductores tienen 10 afios en
sistemas cerrados aun existen suficientes niveles de variacion genética viables para los

futuros programas de seleccion.

Mendoza-Cano et al. (2013) analizaron la diversidad genética del ADN mitocondrial en
reproductores de Litopenaeus vannamei utilizados en el noroeste de México, en conjunto con
el trabajo publicado por Pérez-Enriquez et al. (2009) ayudaron a fortalecer la hipdtesis que
los camarones que se encuentran en los laboratorios tienen un origen en comun. Analizaron
5 laboratorios y una poblacion silvestre, obtuvieron 36 haplotipos. El haplotipo H1 y H2
fueron los mas frecuentes en los laboratorios. Mediante un arbol filogenético muestran que
los muestras de los camarones cultivados y la muestra silvestre forma dos grupos (haplotipo
H1 y haplotipo H2) que constituyen un clado bien diferenciado de sus secuencias, sugiriendo

un ancestro comun para todos los reproductores.

Los reproductores seleccionados para los de programas de seleccion genética es de suma
importancia evaluar las caracteristicas del desempefio reproductivo, para evitar el deterioro
de las caracteristicas genéticas dentro de la poblacidon causado por la cruza de organismos
emparentados (endogamia). De los Rios-Pérez et al. (2017) analizaron el efecto de la
endogamia en caracteristicas reproductivas como numero de huevos, tasa de fertilizacion,
tasa de eclosion, nimero de nauplios en un ntcleo genético de Litopenaes vannamei en un
laboratorio productor de poslarvas durante tres generaciones sucesivas en el 2010, 2011 y
2012. Encuentran diferencias significativas en la tasa de eclosion con el incremento en el
coeficiente de endogamia y el numero de huevos en el afio 2010 y 2011. Mencionan que altos
niveles de endogamia estan involucrados en algunas caracteristicas reproductivas por lo que

deben ser analizados en cada generacion.
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3 Justificacion

La camaronicultura es de las principales actividades acuicolas para el estado de Sinaloa,
produciéndose miles de toneladas de camardn en dos ciclos de cultivo por afo. Esta actividad
tiene diferentes presiones que limitan la rentabilidad de la industria, en la parte biologica, los
cultivos presentan una alta disparidad en tallas y considerables valores en el factor de
conversion alimenticia, supervivencia y crecimiento. Para contrarrestar estas presiones, se
han utilizado diversas estrategias de manejo empleando quimicos y compuestos que

aumentan los costos y que en muchos casos han sido contraproducentes.

En esta propuesta se analiza una alternativa basada en la manipulacién de una caracteristica
propia de L. vannamei, el polimorfismo de la enzima tripsina digestiva. El polimorfismo de
la tripsina genera tres patrones los cuales estan asociados a tasas de supervivencia y
capacidad hidrolitica significativa. Ademas, los patrones de tripsina pueden manipularse a
través de cruzas de reproductores con patrones de tripsina especificos. Para corroborar las
ventajas y desventajas de cada patron, se requiere conocer la estructura poblacional del gen
polimérfico y los tres patrones de tripsina digestiva dentro de los centros de produccion de
poslarvas y asi proponer una estrategia que nos permita generar poblaciones independientes

de camardn con los tres patrones de tripsina.
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4 Hipotesis

Las poblaciones de reproductores de los centros de produccién de poslarvas del
camaron Litopenaeus vannamei esta compuesta por tres patrones de tripsina digestiva
y se encuentran bajo un equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus AB de la enzima

tripsina digestiva.

Las poslarvas provenientes de una cruza homoéloga CBA:CBA mantienen la relacion
esperada 1:2:1 (CB: CBA: CA) de los tres patrones de tripsina digestiva durante todo

un ciclo de cultivo.

Es posible un manejo de los pies de cria existentes en los centros de produccion de
poslarvas y generar poblaciones con el 100% de cada uno de los patrones de tripsina

digestiva.
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5 Objetivos

5.1 General

Describir la estructura poblacional de la enzima tripsina digestiva en el camaron blanco

Litopenaeus vannamei en sistemas de produccion en el estado de Sinaloa.

5.2 Especificos

e Analizar la distribucion de tres patrones de tripsina digestiva en reproductores dentro

de los centros de produccion de poslarvas de L. vannamei.

e Determinar la estructura poblacional para el locus AB de tripsina digestiva en

reproductores de los centros de produccion de poslarvas de L. vannamei.

e Evaluar la supervivencia de camarones segun los patrones de tripsina en una
poblacion de camaron blanco L. vannamei provenientes de una cruza homologa

CBA:CBA durante un ciclo completo de produccion.
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6 Metodologia

6.1 Analisis de la distribucion de tres patrones de tripsina digestiva en reproductores

en centros de produccion de poslarvas de Litopenaeus vannamei en Sinaloa.

6.1.1 Toma de muestra

Un total de 2828 muestras de heces fecales en camarones reproductores de 11 distintos
centros de produccion de poslarvas en el estado de Sinaloa fueron colectadas (fig. 4). Cada
centro de produccion fue nombrado con una letra de la A a K debido a la confidencialidad de
los datos para cada centro productor. La toma de muestra consistid en capturar camarones,
los cuales mantenian la hez fecal adherida esto para evitar la contaminacién con heces de
otros camarones. Cada camaron fue marcado con un anillo de identificacion en el pediinculo
ocular y las muestras de heces fecales fueron colocadas en tubos Eppendorf que se
mantuvieron en hielo para su posterior analisis. Cada extracto de heces fecales se prepard
adicionando 60 puL de agua destilada, se macer6 hasta obtener una mezcla homogénea y
seguido se colocaron en la centrifuga a 13 000 rpm por 20 minutos a 4 °C (Cordova-Murueta

et al., 2003.

Laboratorios de produccion larvaria: 22

L:

Ecolarvas de la Isla de la Piedra
Cultivos y Servicios Profesionales en Camarén, S.A. de C.V, }t
Maricultura del Pacifico. S.A. de C.V.

Figura 4. Centros de produccion de poslarvas en el estado de Sinaloa (CESASIN, 2012).
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6.1.2 Analisis electroforético y revelado de patrones de tripsina digestiva

Un volumen de 20 uL de cada extracto fue sometido a una electroforesis en gel (SDS-PAGE)
al 12 %, el cual es una mezcla de poliacrilamida (acrilamida 300 g/L y bisacrilamida 8 g/L),
buffer de separacion de proteinas (Trisma base 0.5 M, pH 6.8), buffer de corrida (Trisma
base 1.5 M, pH 8.8), SDS (dodecil sulfato de sodio) 10%, APS (persulfato de amonio) 10%,
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilentilendiamina) y H2O destilada. Las condiciones de corrida
fueron 120 V y 20 mA por gel durante 3 horas, manteniendo la cdmara electroforética a una

temperatura de 4°C (Sainz-Hernandez et al., 2004).

6.1.2.1 Revelado de los patrones con tincion de plata para proteinas

El revelado de las bandas de proteina que conforman los patrones de tripsina se hizo con la
técnica de tincidon con plata para proteinas (Heukeshoven y Dernick, 1985). Esta técnica
consiste en sumergir los geles en diferentes soluciones durante determinados tiempos: el
primer paso es sumergirlos en Solucién Fijadora (4cido acético 10% (v/v) durante 30
minutos, una vez transcurrido el tiempo se extraen de la solucion y se sumergen a solucion
sensibilizante (etanol 30% (v/v), acetato de sodio 6.8% (w/v), tiosulfato de Sodio 0.2% (w/v),
y glutaraldehido 0.125% (v/v) durante 30 min, se enjuagan 3 veces con agua destilada por 10
minutos cada tiempo. Los geles son sumergidos en solucion de plata (nitrato de Plata 0.25%
(w/v), y formaldehido 0.015% (v/v) por 20 minutos y son enjuagados con agua destilada por
2 min; seguido se colocan en solucion de revelado (carbonato de sodio 2.5% (w/v), y
formaldehido 0.0074% (v/v) durante 5 min o hasta que las bandas de proteinas puedan ser
observadas en el gel. Una vez observadas todas las bandas, el gel es colocado en solucion
“Stop” (Na2EDTA 1.5% (w/v) para detener el proceso de tincion y es enjuagado nuevamente

con agua destilada por 5 minutos.
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6.2 Determinacioén de la estructura poblacional para el locus AB de tripsina digestiva
en reproductores en los centros de produccion de poslarvas del camarén blanco

Litopenaeus vannamei

Con los resultados del revelado de los patrones de tripsina en el apartado anterior se realizé
el analisis de la estructura poblacional para el locus AB de tripsina digestiva. Los patrones
fueron considerados como genotipos, aquellos conformados por las aloenzimas BA se
contaron como organismos heterocigotos y aquellos que presentaron aloenzimas BB o AA
fueron contados como organismos homocigotos. Con la ayuda de la utilidad MsTools (Park,
2001) para el programa Excel de Microsoft Office 2003, se cre6 una base de datos para los
diferentes formatos de los programas empleados para los analisis estadisticos. Utilizando el
programa Genepop v4, se calcularon las frecuencias alélicas, heterocigocidad observada (Ho)
y heterocigosidad esperada (He), para cada poblacion. La frecuencia de los patrones por
centro productor de larvas fue analizada e integrada en la prueba del equilibrio de Hardy-
Weinberg aplicando la prueba de excesos de heterocigotos con el programa Genepop v4; asi
como también, se evaluo el indice de endogamia (FIS) (Rousset, 2008). La estructura de los
genotipos de tripsina fue analizada por comparacion pareada entre los 11 centros de
produccion de acuerdo a la prueba estadistica Fst con el programa Alerquin v3.5 (Excoffier
y Lischer, 2010). Una matriz de distancia genética fue calculada y evaluada con una
significancia de o = 0.05. Esta matriz fue utilizada como un archivo en Mega 6 (Tamura et
al., 2013) para generar un analisis Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean

(UPGMA) que muestra la relacion entre los centros de produccion en un dendograma.
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6.3 Determinaciéon de las causas de la ausencia de camarones reproductores de

Litopenaeus vannamei con patrén enzimatico de tripsina digestiva CA

6.3.1 Estrategia experimental

En el centro de produccion de poslarvas K se detectaron y aislaron reproductores machos y
hembras con patron CBA. Estos organismos fueron cruzados para obtener una poblacion con
la relacion esperada de los tres patrones de tripsina digestiva 1:2:1 (CB:CBA:CA) (Sainz-
Hernandez et al., 2005). Se cruzaron 50 hembras y 50 machos, esta progenie fue sembrada
en dos granjas camaroneras ubicadas en Guasave, Sinaloa: San Juan y Buenavista, utilizando
5 y 4 estanques respectivamente con una dimension de 0.6 ha. Se tomaron muestras de
poslarvas PL-20 (siembra) y cada 15 dias posteriores a la siembra hasta el final del cultivo.
Cada muestra consistio en 120 organismos por estanque, los cuales fueron analizados para

determinar las frecuencias de cada uno de los patrones de tripsina digestiva (Fig. 5).

CENTRO DE PRODUCCION DE

POSLARVAS

IDENTIFICACION DE MANTENIMIENTO Y ECLOSION POSLARVAS
REPRODUCTORES CBA CRUZAS DE HUEVOS P120

| SISTEMAS DE ENGORDA | { TRANSPORTE

BUENAVISTA | sanjuan |
[ [ [ | [ [ | I

0.6 ha 0.6 ha

Figura 5. Estrategia experimental para el analisis de la distribucion de tres patrones de tripsina de una poblacion
de camarones provenientes de una cruza homologa CBA.
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6.3.2 Obtencion de poslarvas a partir de padres con patrén de tripsina CBA

6.3.2.1 Identificacién de los reproductores con patron CBA

Se analiz6 un total de 223 reproductores de dos lineas de camarones: linea Texana y linea
AA en el centro productor de poslarvas K ubicado en los Pozos, El Rosario, Sinaloa. Las
muestras de heces fueron colectadas como se explica en el apartado 6.1.1 y el revelado de los
patrones se llevo a cabo por SDS-PAGE vy tincion con plata como se explica en el apartado

6.1.2.

6.3.2.2 Mantenimiento de reproductores maduros y cruzas de reproductores
CBA

Los camarones reproductores hembras y machos fueron colocados en los estanques de
maduracion. La alimentacion consistido en una dieta de calamar, mejillén, alimento
balanceado (35% proteina) y krill, el fotoperiodo fue invertido con 12:12 h luz/oscuridad.
Diariamente las hembras fueron revisadas para determinar el grado de madurez ovérica. Las
hembras que mostraron el espermatoforo adherido fueron separadas y colocadas en tanques
individuales para el desove, aquellas que no lo presentaban se les aplicd inseminacion

artificial.

6.3.2.3 Manejo, transporte y siembra de poslarvas a sistemas de engorda de
camaron

Los desoves de la cruza de un macho CBA y una hembra CBA da como resultado una
relacion esperada de 50% del patron CBA, 25% patron CB y 25% patron CA (Sainz-
Hernandez et al., 2005). Los nauplios de cada desove fueron alimentados con microalgas y
Artemia salina hasta alcanzar la talla de PL20 y fueron transportadas a los estanques de los
sistemas de engorda. Las poslarvas fueron transportadas en tinaco de plastico 1000L con
aeracion constante y fueron sembradas por la noche para evitar cambios en la temperatura.
Se sembraron en estanques de 0.6 ha con 10 poslarvas por m?. Se utilizaron 5 estanques en
la San Juan y 4 estanques en Buenavista ubicadas en Guasave, Sinaloa. El manejo de los
estanques fue hecho de manera rutinaria por los trabajadores de las granjas. Los estanques

fueron alimentados con alimento comercial Purina con 35 % de proteina.
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6.3.2.4 Toma de muestra, preparacion del extracto enzimatico en las distintas
etapas de cultivo; revelado de los patrones por SDS-PAGE y distintos métodos

de tincion
Antes de realizar la transferencia (siembra) a los estanques de cultivo se tomo6 una muestra
de 200 poslarvas PL-20 de los tinacos donde fueron transportadas. Seguido a la siembra se
colectaron 120 camarones cada 15 dias y hasta el final del cultivo. Los muestreos se hicieron
al azar dentro del estanque, para ello se realizaron 6 lances en diferentes puntos del estanque
y se colectaron 20 camarones por lance. Los camarones se mantuvieron en hielo para ser
transportados a CIIDIR-Sinaloa y almacenados a -20 °C hasta su analisis. En etapa PL-20 fue
extraido el hepatopancreas de cada camardn y colocado en un tubo Eppendorf de 1.5 mL
seguido se les adicion6 100pL de S0mM de Tris HCL y 10 mM de CaCl. En esta etapa el
revelado de los patrones se realizo por actividad de proteasas. Los camarones de masde 1 g
se mantuvieron en hielo para ser transportados al CIIDIR Sinaloa y almacenados a -20 °C
hasta su andlisis. Para estas muestras el extracto se prepar6d de la glandula digestiva, cada
glandula fue colocada en un tubo Eppendorf'y se le adicion6 agua destilada en una relacion
1:1. Un volumen de 10 pL de cada extracto fue sometido a una electroforesis en gel SDS-
PAGE al 12%. El revelado de las bandas de proteina se realizé con la tincion de coomassie

como se detalla en 6.3.2.4.1.2.

6.3.2.4.1.1 Revelado de los patrones por actividad de proteasas

Una vez terminada la electroforesis de las muestras tomadas en la etapa de siembra el gel fue
incubado 30 min a 4 °C en caseina al 3% en 20 mM Tris HCl y buffer a pH 8, seguido fue
incubado por 90 min en la solucidon de caseina a temperatura ambiente. Los geles fueros
lavados con agua destilada y tefiidos con solucién de Coomassie como lo describe Garcia-

Carreno et al. (1993).

6.3.2.4.1.2 Tincidén con solucién de Azul de Coomassie

Los geles fueron colocados en 50 mL de solucion de azul de coomassie (0.05% coomassie
brillant blue R, 40% de metanol y 7% de 4cido acético) por 24 horas. Pasado el tiempo los
geles fueron colocados en la solucion de destefiido (40% de metanol y 7% de acido acético)
por 3 horas o hasta que el excedente del colorante fue retirado y las bandas de proteinas

fueron visibles.

22



6.3.2.5 Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos para la descripcion de las variables poblacionales se mencionan en
el apartado 6.2. Para el andlisis del comportamiento de las proporciones de los tres patrones
de tripsina durante el desarrollo en sistemas de engorda, se realizé un analisis de regresion y

correlacion con respecto al tiempo.
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7 Resultados

7.1 Analisis de la distribucion de tres patrones de tripsina digestiva en reproductores

en centros de produccion de poslarvas de Litopenaeus vannamei

Un total de 11 centros de produccion de poslarvas fueron analizados. Los tres patrones de
tripsina digestiva reportados por Sainz-Hernandez et al. (2005) fueron encontrados, en los
2828 individuos analizados el patron CBA fue el mas abundante con 1918 individuos,
seguido del patron CB con 892 y por tltimo en una muy baja frecuencia el patron CA con 19
individuos. En los centros A, B, C, D, E, F, G, H, 1, el patron CBA se presentd en mayor
frecuencia con respecto al resto de los centros analizados. Para los centros J y K el patrén
CB fue mas frecuente, con 102 de 200 individuos y 373 de 400 individuos analizados
respectivamente. El patrén CA solo se encontr6 en los laboratorios B, E, Gy Jcon 1,4,6y

12 individuos respectivamente (fig. 6).
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Figura 6. Distribucion de patrones de tripsina en 11 centros de produccion de poslarvas de camaroén en el
estado de Sinaloa.
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7.2 Determinacién de la estructura poblacional para el locus AB de tripsina digestiva
de reproductores en los centros de produccion de poslarvas de Litopenaeus

vannamei.

El genotipo CA presentd una baja proporcion seguido del genotipo CB, el genotipo con
mayor proporcion fue el CBA (tabla 1). En nueve de 11 centros el genotipo CBA fue el de
mayor proporcion (tabla 1), esta predominancia resulté en una significancia de heterocigotos
y un desequilibrio en la prueba de Hardy-Weinberg para 10 de los centros productores de
poslarvas y no para el J, donde el exceso de heterocigotos no fue significativo (P>0.05; tabla
2). El analisis de endogamia FIS no mostrd evidencias de endogamia pero si un exceso de

heterocigotos para todos los centros (tabla 2).

Tabla 1. Proporcidon de genotipos de tripsina digestiva en poblaciones de reproductores en
centros de produccion de poslarvas de camaron en Sinaloa.

Centro productor de poslarvas

GENOTIPOS A B C D E F G H | J K
CBA 0.88 097 089 0.93 0.70 070 0.73 0.70 0.60 043 0.21
CB 0.12 0.02 0.11 0.07 030 030 026 030 040 051 0.79
CA 0 0.003 0 0.02 0 0 001 0 0 0.60 O
n 495 267 206 210 196 200 200 200 181 200 473
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Tabla 2. Indicadores genéticos en poblaciones de reproductores en centros produccion de
poslarvas de camaron en Sinaloa para el locus AB de tripsina. Ho. Heterocigosidad
observada. He. Heterocigosidad esperada. P. significancia de la prueba de exceso de

heterocigotos. FIS indice de endogamia.

ntr r r

Centro productor 5 ¢ p E E G H 1 J K
de poslarvas

Ho 088 097 088 092 063 070 073 070 060 043  0.20
He 049 050 049 049 044 045 047 045 042 040 0.18
P 0.00 000 000 000 000 000 000 000 001 017 0.00
FIS

-0.79  -094 -0.79 -09 -06 -0.59 -0.55 -0.53 -0.16 -0.07 -0.11

El analisis FST mostr6 diferencias significativas para la mayoria de los centros analizados a
excepcion del laboratorio J (tabla 3). De acuerdo a las frecuencias alélicas en los 11 centros,
se encontro el centro K muestra altos niveles de diferenciacion genética, lo que se confirma
con el analisis UPGMA que muestra la diferenciacion genética entre todos los centros

productores de poslarvas analizados (fig. 7).
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Tabla 3. Comparacion pareada entre los centros de produccion de poslarva. Los valores de

FST en negrita no son estadisticamente significantes (P>0.05).

0,00

0,00 0,00

0,00 0,00 0,00

0,02 0,05 0,02 0,03

0,02 0,04 0,02 0,02 0,00

0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 0,00

0,02 0,04 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00

0,04 0,07 0,04 0,05 0,00 0,00 0,01 0,00

0,06 0,09 0,06 0,07 0,01 0,00 0,02 0,01 0,00
0,25 0,33 0,29 0,32 0,17 0,19 0,22 0,19 0,13 0,11

A& ~TIOGmTmMmMOO®>
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0.100 0.080 0.060 0.040 0.020 0.000

Figura 7. UPGMA esta basado en los valores de FST por comparacion pareada. El dendograma muestra la
diferenciacion genética entre los once centros de produccion analizados en Sinaloa.
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7.3 Determinaciéon de las causas de la ausencia de camarones reproductores de

Litopenaeus vannamei con patron CA

Los organismos con patron CBA tienden a aumentar en frecuencia durante todo el desarrollo
del cultivo, mientras que los organismos con patrén CB tienden a disminuir. La ecuacion de
regresion lineal aplicada a los porcentajes de ocurrencia de cada patron de tripsina indica una
pendiente negativa para el patrén CB y positiva para el patron CBA. Los organismos con

patron CA aparecen con baja frecuencia y no fueron encontrados a los 45 dias del cultivo

(fig. 8).

Sistemas de engorda

100 1 y=3.2824x+67.571
90 - R? = 0.5547

80 -
70 A
60 -
50 -

y =-2.8193x + 28.871

40 - R? = 0.5236 —C8

30 A
20 -
10 ~

Patrones (%)

Siembra 15 30 45 60 Cosecha
Dias de Cultivo

Figura 8. Distribucion de los tres patrones de tripsina digestiva en sistemas de engorda para Litopenaeus
vannamei en progenie proveniente de la cruza homologa CBA.
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8 Discusion

8.1 Analisis de la distribucién de tres patrones de tripsina digestiva en reproductores

en centros de produccion de poslarvas de Litopenaeus vannamei

La FAO hace la proyeccion que para el afio 2050 habra 9,600 millones de personas, lo que
conduce al desafio de producir mas alimentos. En este sentido, la acuacultura es una opcioén
viable, considerando el crecimiento que ha experimentado la actividad en las tultimas
décadas. La tasa media de crecimiento anual, en los ultimos 10 afios ha sido superior al 6%,
aunque varia entre regiones, como de un pais a otro, destacandose los paises asiaticos (FAO,
2014). Un aumento en la produccion de alimentos debe tener lugar en un contexto donde los
recursos necesarios para la produccién de alimentos, como la tierra y el agua, son alin mas
escasos en un mundo mas poblado, es necesario cambiar la forma en que se llevan a cabo
estas actividades econdmicas, asi como también; el alimento producido debe tener una
mejora nutricional y se deberd tener una reduccion de residuos generados durante la
produccion del alimento (Kobayashi et al., 2015). Los patrones de tripsina digestivas
conformados con las distintas isoenzimas que presentan diferencias en sus caracteristicas
cinéticas (Sainz-Hernandez et al., 2004) los hace una opcidén para mejorar las variables de
rendimiento dentro de los cultivos. Sin embargo, es necesario contar con las tres poblaciones
de camarones reproductores con los distintos patrones de tripsina digestiva y realizar cruzas
dirigidas para la generacion de cada patréon (Sainz-Hernandez et al., 2005) y definir las
ventajas por sus diferencias. La busqueda de reproductores hembras y machos de cada patron
para producir el 100% de cada poblacion como describe Sainz-Hernandez et al. (2005), ha
llegado a ser un proceso complicado debido a la necesidad de contar con hembras y machos
CA para obtener el 100% de una poblacion de camarones con patron CA o para obtener el
100% CBA es necesario contar con reproductores CB y CA. La relevancia de producir el
100% de cada patrdn es para identificar posibles ventajas en cultivos comerciales por tener
un patrén en particular de tripsina digestiva como lo mencionan Sainz-Hernandez y Cordova-
Murueta (2008). En el 2009, Rubio-Gastélum analiz6 las frecuencias de los patrones de
tripsina de L. vannamei en cuatro centros de produccion de poslarvas, encontr6 que el reporta
al patron CBA con un 80% como el mas frecuente, seguido del patron CB con 19.5% y una

frecuencia del 0.5% del patron CA. Este autor en su trabajo hace mencion que en los centros
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de produccién de poslarvas la seleccion que se lleva cabo para obtener los pies de crias
descarta los camarones que no presentan caracteristicas morfométricas adecuadas para ser
seleccionados y es aqui donde se pierde la poblacion de camarones con patron CA. Se hace
mencion que organismos con fenotipos homocigotos muestran una mayor vulnerabilidad de
aquellos que son heterocigotos y con el paso del tiempo los lleva a una disminucién o
desaparicion de una poblacion (Nakatade et al., 2003, Hedgecock y Davis, 2007, Zhang et
al., 2007), para corroborar lo mencionado por estos autores, en el presente trabajo nos
enfocamos en conocer la causa por la que los camarones con patron CBA son los mas
abundantes y la escases del patron CA en los diferentes sistemas de produccion. Para ello, se
formularon dos hipétesis: 1.- los camarones con patron CA no son seleccionados como
reproductores por sus caracteristicas morfologicas en los centros de produccion de poslarvas
de L. vannamei y son descartados generando sus bajas frecuencias. 2.- los camarones con

patron CA mueren antes de alcanzar la talla de reproductor.

Los resultados del presente trabajo muestran la presencia de los tres patrones de tripsina
digestiva en los centros de produccion de poslarvas analizados (Sainz-Hernandez et al.,
2005). Las frecuencias encontradas concuerdan con las mencionadas por Rubio-Gastélum,
2009, donde el patrén CBA es el mas frecuente seguido del CB y por tltimo el CA. Del total
de muestras analizadas el patrén CBA represent6 el 65%, seguido del CB con un 33% y el
patrén CA con el 2%. Para la mayoria de los centros el patron CBA fue el mas frecuente, no
obstante, el centro K no present6 estas frecuencias, aqui el 80% fue del patron CB, 20% del
CBA y 0% del CA. Datos proporcionados por CESASIN, 2014 reportan que este centro de
estar en el 13vo lugar en ventas se ubico en el 5to lugar durante el periodo del analisis de las
frecuencias. Durante este ciclo de cultivo, la enfermedad de la mortalidad temprana atacé los
sistemas de cultivo y fue destructiva en Sinaloa, las sobrevivencias reportadas fueron de 0%
al 30% en la mayoria de las granjas, pero las poslarvas producidas en el laboratorio K la
sobrevivencia reportada fue del 50% que hizo se posicionaran en el 5to lugar en ventas
(CESASIN, 2014). Estos datos sugieren en mas detalle que el utilizar progenie de camarones
CBA y CB presenta ventajas, por lo que se puede recomendar que los organismos con patrén
CA pueden ser descartados de los sistemas de produccion. Esto es una evidencia que tiene

que ser confirmada con nuevos experimentos en donde las tres poblaciones de patrones de
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tripsina se tienen que estudiar de manera independiente. Por el momento se puede decir que
el patron CBA es el mas abundante en los centros de produccion de poslarvas a excepcion de
los centros J y K. La mayoria de los centros coinciden entre las caracteristicas anatomicas y
el patron de tripsina CBA, pero este ultimo centro que no present6 la mayor frecuencia para
el patron CBA, hacen mencién que el proceso de seleccion de reproductores esta muy
estandarizado y consideran las caracteristicas anatomicas de los reproductores, asi como otras
variables que han sido dificil de discutir con ellos por el hecho de mantener confidencialidad
en los centros de produccion (comunicacion personal). Es claro que el patron CBA presenta
alguna caracteristica que hace sean los mas abundantes como reproductores en los centros de
produccion, mientras que los camarones con patron CA no lo presentan, o por otro lado, los
camarones CA podrian no ser encontrados en la talla de reproductor debido a que mueren en
etapas tempranas de desarrollo de cultivo. Sainz-Hernandez y Coérdova-Murueta (2008)
mencionan la posibilidad de que los camarones CA al mostrar significativamente menor
capacidad hidrolitica con respecto a los otros dos patrones de tripsina estos camarones
presentan una desventaja que los ha llevado a tener una disminucién en sus poblaciones. En
otras especies se ha reportado la presencia de distintos fenotipos o patrones de la enzima
tripsina, Perera et al. (2012) mencionan tres patrones de tripsina digestiva en la langosta
Panulirus argus similares a las descritas en L. vannamei, al analizar las frecuencias de los
patrones de 118 langostas, encontraron que 102 presentaron el fenotipo A (41.2%), seguido
del fenotipo B (35.3%) y finalmente el fenotipo C (23.5%). Si bien, los patrones fueron
nombrados de distinta manera a L. vannamei es notorio que uno de los patrones es el mas
frecuente siendo el que presenta las tres isoenzimas el mas abundante al igual que en L.
vannamei, estos autores encuentran diferencias significativas entre los fenotipos al hidrolizar
diferentes sustratos como harina de calamar, harina de soya, aislado de soya y harina de
arenque, por lo que hacen alusién que el fenotipo con las tres isoenzimas presenta ventajas
bioldgicas con respecto a los otros dos. Los datos obtenidos en el presente trabajo permiten
descartar la primer hipotesis, los camarones con patron CBA no son los mas abundantes en
los centros de produccion de poslarvas por ser seleccionados como reproductores, sino que
son los organismos que llegan a esa etapa con mayor frecuencia debido a que los organismos
CA mueren en etapas tempranas. Por ello, la segunda hipoétesis es aceptada, que indica que

los camarones con patron CA estan bajo presion de una seleccion natural que los elimina de
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manera eficiente en etapas tempranas. Ramos-Paredes et al. (2003) menciona que dentro de
los individuos de una poblacién existen diferencias genéticas (frecuencias alélicas o
combinaciones) que los ayuda a tener mas capacidad adaptativa a condiciones de cautiverio,
lo que se resume en una mayor sobrevivencia. Esto puede ser debido a que el genotipo
homocigoto AA (isoenzima A), tenga un efecto letal o semiletal, comportandose como un
alelo recesivo, el alelo B dominante en el heterocigoto AB enmascara ese efecto y se observa

una mayor supervivencia de los individuos portadores de este genotipo.

Los resultados previos de Cordova-Murueta (2008) donde los extractos de glandula digestiva
de organismos CBA hidrolizan mayor cantidad de enlaces peptidicos que los patrones CB y
CA podria explicar el fendmeno donde la poblacion de los organismos CA va disminuyendo.
Sin embargo, los extractos CB y CA se comportaron de manera similar en la capacidad de
hidrolizar los sustratos. En este estudio organismos con patron CB tienen una supervivencia
aceptable al igual que el patron CBA. Esto podria ser porque el sustrato que se utiliz6 en el
trabajo para determinar las diferencias en hidrolisis fueron solo dos (caseina y harina de
pescado), habria que analizar una mayor cantidad de sustratos proteicos para despejar las
diferencias entre la capacidad hidrolitica entre organismos con patron CB y CA. Si bien, aun
no es claro la ventaja que tienen los camarones CBA por tener un fenotipo especifico de
tripsina digestiva, es evidente que existen diferencias en su capacidad adaptativa y se ve
reflejada en los porcentajes de las frecuencias de los patrones a lo largo del desarrollo de vida
en cultivo del camarén. Torrisen et al. (2006) menciona que la relaciéon Tripsina
/Quimiotripsina en salmones con genotipo especifico de tripsina es modificado por las
condiciones ambientales. La actividad de tripsina y tasa de Tripsina/Quimiotripsina es alta,
mientras que la actividad de la quimiotripsina es baja en salmones que presentan una alta tasa
de crecimiento al estar en aguas calidas. Mencionan que la tripsina es la proteasa principal
cuando las condiciones de crecimiento son favorables mientras que la quimiotripsina juega
un papel importante cuando la oportunidad de crecimiento es interrumpida o limitada

(Rungruangsak-Torrisen et al., 2014).

El mejoramiento genético es una opcion importante para incrementar la rentabilidad en
agricultura y acuicultura (Gjedrem et al., 2012). Desde un punto de vista de conservacion,

mantener la diversidad genética de las poblaciones silvestres y organismos cultivados, es
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necesario analizarlos genéticamente en distintos periodos para mantener una pila de material
genético disponible para las siguientes generaciones (Iguchi et al., 1999). Pérez-Enriquez et
al. (2009) hace mencidn que a pesar de que la industria de produccion de poslarvas en México
se ha mantenido en sistemas cerrados por al menos 10 afios, ain hay variabilidad genética
disponible para los futuros programas de mejoramiento. Sin embargo, algunos criaderos
individuales estan experimentando pérdida de alelos debido a sus practicas de seleccion
(Freitas et al., 2005; Briene et al., 2000). En las poblaciones de camarones silvestres del
estado de Sinaloa se mantiene una piscina genética diferente a las poblaciones cultivadas y
estas se encuentran disponibles para el enriquecimiento genético de los reproductores

(Valles-Jiménez et al., 2005).

En la mayoria de las poblaciones de los centros de produccion de poslarvas analizados hubo
un exceso de heterocigotos, lo cual concuerda con la hipdtesis que el patron CBA es el mas
abundante. En el camarén L. vannamei han sido reportado otros locus heterocigotos, por
ejemplo en la enzima ACPH-3 de 0.386, en APH-2 de 0.277, en APH-3 de 0.319, en EST-2
de 0.122, en EST-4 de 0.302 y PGM de 0.063, estos niveles son mas bajos que los reportados
en este estudio para el gen de tripsina, el promedio en los laboratorios fue de 0.599 estos
resultados refuerzan la hipdtesis planteada que el gen de tripsina estd sujeto a un tipo de

seleccion (De la Rosa-Velez et al., 2000).

En el andlisis de endogamia con el gen de tripsina, el valor promedio observado fue de -
0.3101, esto indica que no existe endogamia en la poblacion para el gen de tripsina pero si
algtin tipo de seleccidon de heterocigotos. En la comparacion de las frecuencias alélicas entre
las poblaciones, se encontraron valores bajos en un rango de 0.0005 a 0.1768. Los valores
del indice FST en las poblaciones de L. vannamei en laboratorios usando microsatélites,
Perez-Enriquez et al. (2009) encontraron que las poblaciones analizadas son diferentes con
valores de FST de 0.0150. Una poblacién estable presenta un gran tamafio efectivo,
manifestando equilibrio con respecto a los modelos de deriva de la mutacion, y una poblacion
en desequilibrio exhibira un exceso de heterocigosidad en el sentido de la diversidad genética
de Nei (1987). En este estudio 10 de los 11 centros de produccion exhibieron un exceso de
heterocigotos por lo que sus poblaciones se encuentran en desequilibrio de Hardy-Weinberg

en el locus AB de tripsina digestiva. Ramos-Paredes et al. (2003) reportaron deficiencias
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heterocigoéticas y desequilibrio genotipico en dos de los locus analizados en dos poblaciones
silvestres del camarén azul. Estos autores mencionan que puede ser debido a la reduccion de
las poblaciones y que es muy comun en organismos cultivados con inadecuado manejo en el
numero efectivo de reproductores en cada generacion. Sin embargo, es imposible mantener
la composicion genética original en un grupo de organismos en cautiverio debido a las
selecciones de reproductores que resulta en un cambio genético. Para la caracteristica
analizada en este estudio del locus de tripsina digestiva que origina los patrones en L.
vannamei esto no sucede, es posible mantener estos patrones sin importar la linea genética o
el origen del camardn por lo que esta caracteristica se mantendra a través del tiempo dentro

de los centros de produccion de poslarva.
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9 Conclusion

En los centros de produccion de poslarvas en el estado de Sinaloa, el patron CBA fue
el mas abundante encontrandose en todos los centros analizados. Seguido del patron

CB y en menor frecuencia el patron CA.

En las poblaciones de reproductores dentro de los centros de produccion de poslarvas
en el estado de Sinaloa existe un exceso de heterocigotos para la enzima tripsina
digestiva, por lo tanto, no existe endogamia para el locus AB de esta enzima.

Las frecuencias esperadas 1:2:1 (CB: CBA: CA) de una cruza CBA dentro de los
sistemas de engorda no se mantiene a lo largo del cultivo, conforme aumenta el
tiempo del cultivo el patron CA muere provocando modificaciones en las

proporciones.

No es posible, al menos en los laboratorios que se analizaron, realizar una produccion
comercial con el 100% de poslarva CBA. Solo podria hacerse una serie de cruzas
experimentales para definir algunas diferencias en el desempefio entre camarones

con los tres patrones aislados.
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