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Penaeus (Litopenaeus) vannamei de bajo y alto crecimiento
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Resumen

Con la finalidad de encontrar una relacion entre la heterocigosis alozimica y e tamafio del camardn blanco Penaeus
(Litopenaeus) vannamei cultivado, se tomd unamuestraa final de un cultivo experimental. La muestra consistio de 72 organismos
pequefios con un peso promedio de 7.1 + 1.35 g y 72 organismos mayores con peso promedio de 17.5 + 1.34 g. Se analizaron diez
sistemas enziméticos. Dieciocho loci mostraron buena resolucion para una interpretacion genética. Solo EST-2*, EST-3*, EST-4%,
EST-5* y PGM* fueron polimérficos. Los valores de variabilidad (heterocigosis media observada, promedio de alelos por locus y
polimorfismo) para |os camarones pequefios fueron de 0.029 + 0.020, 1.5 + 0.20 y 22%, mientras que para los mayores fueron de
0.020 + 0.010, 1.7 + 0.20 y 28%. No se encontraron diferencias significativas entre las heterocigosis de ambos tamarios de clase
pero si tuvieron una diferente estructura genética poblacional. Todos los loci estuvieron fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg
debido a una deficiencia de heterocigotos y altos valores de endogamia. Se obtuvo un valor de Fst de 1.6% y los loci EST-2* y
PGM* mostraron diferencias en las frecuencias alélicas entre ambos tamafios de clase.

Abstract

To find a relationship between allozyme heterozygosity and body size in cultured white shrimp, Penaeus (Litopenaeus)
vannamei, a sample was taken at the end of an experimental culture; 72 small organisms of 7.1 + 1.35 g average weights, and 72
large organisms of 17.5 + 1.34 g average weights. Ten enzymatic systems were analyzed. Eighteen loci showed good resolution for
genetic interpretation. Only EST-2*, EST-3*, EST-4*, EST-5*, and PGM* were polymorphic. Variability values (mean observed
heterozygosity, mean number of aleles per locus, and polymorphism) for small shrimp were 0.029 + 0.020, 1.5 + 0.20, and 22%,
whereas for large shrimp were 0.020 + 0.010, 1.7 + 0.20, and 28%. No significant difference was found in heterozygosity for both
size-classes. All loci were out of Hardy-Weinberg equilibrium because of a heterozygote deficiency and high inbreeding values.
EST-2* and PGM* showed differencesin allelic frequencies among both size-classes, and an Fst value of 1.6% was recorded. Both
size-classes have a different genetic population structure. Because of the poor information of the analyzed loci and to corroborate
that EST-2* and PGM* are involved in growth, it would be necessary to follow the inheritance of those loci in successive
generations.
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Introduccion

El crecimiento es uno de los componentes de la aptitud que
se pueden relacionar ala heterocigosis. Otros componentes que
se han reportado son laviabilidad, fertilidad, actividad locomo-
tora, sobrevivencia, resistencia a enfermedades, velocidad de
desarrollo y estabilidad (Allendorf y Lear, 1986, Zouros y
Mallet 1989). El tamafio alcanzado por un grupo de organis-
mos es un gemplo de lavariabilidad biolégicay es el producto
de una accién poligénicay de lainteraccién entre los genesy el
ambiente (Klug y Cummings 1999). En un cultivo de camarén
todos | os organismos estan expuestos a las mismas condiciones
ambientales y € aimento esta disponible en cantidades sufi-
cientes. Al final del cultivo, la poblacion mostrara la tipica
curva normal de distribucién de tamarios, en la que los extre-
mos constituyen la minoria del grupo. Bajo tales condiciones
es fundamental una investigacion que permita determinar si

I ntroduction

Growth is one of the many fitness components that can be
related to heterozygosity. Other components that have been
reported are viability, fertility, locomotive activity, survival,
resistance to illnesses, development speed, and stability
(Allendorf and Leary 1986, Zouros and Mallet 1989). The size
reached by a group of organisms is an example of the
biological variability and it is the product of a polygenetic
action and genes-environment interaction (Klug and
Cummings 1999). In a shrimp culture, al organisms are
exposed to the same environmental conditions and the food is
available in sufficient quantities. At the end of the culture, the
population will show the typica normal curve of size
distribution, the extreme sizes constituting the minority of
thegroup. Under such conditions, an investigation that
alows determining whether a relationship exists between
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existe una relacion entre las tallas alcanzadas y € perfil gené-
tico asociado.

En moluscos se han realizado estudios de variabilidad
genética (especificamente sobre la heterocigosis) y varios
rasgos relacionados ala aptitud, como el crecimiento, reportan-
dose asociaciones positivas (Zouros 1987, Gentili y Beaumont
1988, Koehn et al. 1988, Alvarez et al. 1989, Gosling 1989,
Gaffney et al. 1990, Pogson y Zouros 1994, Wang et al. 2002).
Sin embargo, en otros grupos de organismos, incluyendo algu-
nos moluscos, la asociacion no ha sido clara (Diehl y Koehn
1985, Allendorf y Leary 1986, Exadactylos et al. 1999,
Jonsdéttir et al. 2002). Zouros (1987) menciona que aunque las
investigaciones sobre la heterocigosis alozimica y su relacién
con €l fenotipo apuntan en varias direcciones, € ndmero de
casos de correlaciones positivas iguala al nimero de casos en
donde no existe correlacion. Ademas, € nimero de casos que
reportan una correlacion negativa es mucho menor a nimero
de casos que reportan correl aciones positivas.

Una poblacién de baja variabilidad genética, con relacién a
otras de la misma especie, se considera que tendrd una
capacidad inferior para hacer frente a ambiente (Rosa-Vélez y
Rodriguez-Romero 1989). El control de la diversidad genética
es esencia para mejorar un programa de cultivo selectivo.
L os datos obtenidos de un programa de cultivo pueden propor-
cionar informacion sobre aelos raros, disminucién de la
heterocigosisy los niveles elevados de consanguinidad. El con-
trol de la diversidad genética también permite mejorar a la
especie en cultivo, tanto su tasa de crecimiento para obtener
una mayor produccién como su resistencia a enfermedades o a
condiciones ambiental es cambiantes (L ester 1983).

En cultivos experimentales de camardn se ha observado
gue una fraccion de la poblacion alcanza tallas significativa
mente mayores respecto a promedio y que esos organismos
son mé&s vigorosos, se estresan menos y presentan menor
incidencia de enfermedades (com. pers. Martinez-Cérdova y
Aguirre Hinojosa). Por esta razon, es importante determinar si
estos organismos tienen caracteristicas genéticas distintivas. El
objetivo de nuestro estudio fue explorar la relacion entre las
tallas extremas del camar6n blanco Penaeus (Litopenaeus)
vannamei (Boone, 1931) cultivado, con la variabilidad gené-
tica, ademéas de determinar la diferenciacion genética entre
esos tamarios de clase.

Materialesy método

Los nauplios utilizados para esta investigacion provenian
de un laboratorio comercia del sur de Sonoray no existe infor-
macién sobre |la variabilidad genética de estos organismos. El
Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora
(CREMES) llev6 a cabo €l cultivo hasta postlarva en sus insta
laciones de Bahia de Kino, Sonora. En nuestras instalaciones
(Unidad Experimental Kino) se llevé a cabo € cultivo de
engorda en estanques de 400 m? con una densidad de siembra
de 30 postlarvas m=?, de acuerdo con Martinez-Cérdova
(1999). Cuando &l camarén alcanzé latala comercia de 15 g,

the sizes reached and the associated genetic profile is
fundamental.

Studies about genetic variability (specifically heterozygos-
ity) and severd fitness-related features, such as growth, have
been made in mollusks, reporting positive associations (Zouros
1987, Gentili and Beaumont 1988, Koehn et al. 1988, Alvarez
et al. 1989, Goding 1989, Gaffney et al. 1990, Pogson and
Zouros 1994, Wang et al. 2002); however, in other groups of
organisms, including some species of mollusks, the association
has not been clear (Diehl and Koehn 1985, Allendorf and
Leary 1986, Exadactylos et al. 1999, Jonsdottir et al. 2002).
Zouros (1987) mentions that although research on allozyme
heterozygosity and its relationship with phenotype indicates
several directions, the number of cases of positive correlation
tends to equal the number of cases with absence of correlation.
Furthermore, the number of cases that report a negative corre-
lation is much smaller than the number of cases with positive
correlation.

A population that presents low genetic variability, in rela
tion to the others that compose the species, is considered to
have an inferior capacity to face the environment (de la Rosa-
Vélez and Rodriguez-Romero 1989). The control of genetic
diversity is essential to improve a program of selective culture.
The data obtained can provide information on uncommon
aleles, diminished heterozygosity, and the increased levels of
consanguinity in an aguaculture program. Controlling the
genetic diversity also allows improving the species in culture,
both in the growth rate to obtain bigger yields and in the resis-
tance of the organisms to disease or changing environmental
conditions (Lester 1983).

In experimental shrimp cultures it has been observed that a
fraction of the population reaches sizes significantly larger
than the mean, and that these organisms are stronger and show
less stress and a lower incidence of diseases than the rest
(Martinez-Cérdova and Aguirre-Hinojosa pers. com.). For this
reason, it isimportant to determine if these organisms have dis-
tinctive genetic characteristics. The objective of our study was
to explore the relationship between the extreme size classes of
cultured white shrimp with genetic variability and to determine
the genetic differentiation between these size classes.

Material and methods

The nauplii used for this investigation came from a
hatchery laboratory in southern Sonora (Mexico) and there is
no existing information on the genetic variability of these
organisms. The Centro Reproductor de Especies Marinas del
Estado de Sonora (CREMES) grew the postlarval culture in
their facilities at Kino Bay, Sonora. At our Kino Experimental
Unit, the shrimp culture was done in 400-m? ponds with a
density of 30 postlarvae m=, according to Martinez-Cérdova
(1999). When shrimp reached the average commercial size of
15 g at the end of July 2001, we selected 72 of the smallest
organisms (7.10 + 1.35 g) and 72 of the largest organisms
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afinales dejulio del 2001, se seleccionaron 72 de los organis-
mos mas pequefios (7.10 + 1.35 g) y 72 de los méas grandes
(17.48 + 1.34 g). La toma de la muestra fue a azar con
respecto a sexo. Unapruebat de Student indicd que la diferen-
cia estadistica entre los dos tamafios de clase fue significativa
(P < 0.001). Los organismos se amacenaron a—70°C hasta su
andliss.

Cefaotérax y abdomen se homogeneizaron en forma
individual en 100 ml de TRIS HCI 0.1 M, pH 8.0, 0.1 g de
NAD, 0.1 g de NADPy 1 g de polivinilpirrolidona (Grijalva-
Chon et al. 1996). Los extractos protéicos se obtuvieron centri-
fugando los macerados a 5,000 g por 20 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se almacenaron a —70°C. La electroforesis se
realizd en geles de almidén a 10.5%, siguiendo los procedi-
mientos descritos por Redfield y Salini (1980) y Aebersold et
al. (1987). Se analizaron 10 sistemas enziméticos (tabla 1) que

(1748 + 1.34 g). The gender selection was random. A
Student’s t-test indicated that the statistical difference between
these two size classes was large (P < 0.001). The organisms
were stored at —70°C until analysis.

Cephal othoraxes and abdomens were individually homoge-
nized in 100 mL of 0.1 M TrissHCI pH 8, 0.1 g of NAD,
0.1 g of NADP, and 1 g of polyvinylpyrrolidine (Grijalva-Chon
et al. 1996). Protein extracts were obtained by centrifuging the
macerates at 5000 g for 20 min at 4°C. Protein suspensions
were stored at —70°C. Electrophoresis was done in 10.5%
starch gel, following the procedures described by Redfield and
Salini (1980) and Aebersold et al. (1987). We analyzed 10
enzymatic systems (table 1) reported as polymorphic in the
literature (Harris et al. 1990, Sunden and Davis 1991, Garcia et
al. 1994, de la Rosa-Vélez et al. 1999), and 18 loci were
revealed in an appropriate way.

Tabla 1. Sistemas enzimaticos y loci resueltos en camarén blanco Penaeus vannamei cultivado. E.C. = nimero de la Comision de
Enzimas (IUBNC 1984). Soluciones amortiguadoras: B = Tris-maleato, pH 7.4 (Selander et al. 1971); C = Tris-citrato Il continuo, pH
8.0 (Selander et al. 1971); y G = Tris-versene-horato, pH 8.0 (Selander et al. 1971). Tinciones: 1 = Shaw y Prasad (1970), 2 =
Schaal y Anderson (1974), 3 = Abreu-Grobois (1983) y 4 = Shaw y Koen (1968). Tejido: Ab = abdomen y Ct = cefalotdrax.

Table 1. Enzyme systems and loci resolved in cultured white shrimp, Penaeus vannamei. E.C. = Enzyme Commission number
(ITUBNC 1984). Buffers: B = Tris-maleate, pH 7.4 (Selander et al. 1971); C = continuous Tris-citrate Il, pH 8.0 (Selander et al. 1971);
and G = Tris-versene-borate, pH 8.0 (Selander et al. 1971). Stains: 1 = Shaw and Prasad (1970), 2 = Schaal and Anderson (1974),
3 = Abreu-Grobois (1983), and 4 = Shaw and Koen (1968). Tissue: Ab = abdomen and Ct = cephalothorax.

Enzima Locus E.C. Solucién amortiguadora ~ Tincién ~ Tejido
Aspartato aminotransferasa AAT-1* 26.11 C 2 Ab
AAT-2* C Ab
Esterasa EST-2* 3111 G 1 Ct
EST-3* G Ct
EST-4* G Ct
EST-5* G Ct
Fosfatasa acida ACP-1* 3132 C 1 Ct
ACP-2* C Ct
Fosfatasa alcalina AKP-1* 3131 C 4 Ct
AKP-2* C Ct
Fosfoglucomutasa PGM* 5422 C 2 Ab
Glucosa-6-fosfato isomerasa GPI* 5319 C 1 Ct
L actato deshidrogenasa LDH* 1.1.1.27 G 1 Ab
Octanol deshidrogenasa ODH-1* 1.1.1.73 G 1 Ab
ODH-2* G Ab
ODH-3* G Ab
Glutamato deshidrogenasa GDH 1413 G 2 Ab
Isocitrato deshidrogenasa IDH* 1.1.1.42 B 3 Ab
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la literatura reporta como polimoérficos (Harris et al. 1990;
Sunden y Davis 1991, Garcia et al. 1994, Rosa-Vélez et al.
1999) y delos cuales 18 loci se revelaron apropiadamente.

Para los loci se siguid la nomenclatura de Shaklee et al.
(1990). En los sistemas multilocus los loci se designaron
empezando con 1 para €l locus méas cercano a anodo. Los
alelos se nombraron de acuerdo a su movilidad relativa con
respecto a alelo mas comun, a cual sele dio un valor de 100.
Los datos se analizaron con los programas Biosys-1 (Swofford
y Selander 1981) y Genepop (Raymond y Rousset 1995). Las
heterocigosis observaday esperada paratodoslosloci se calcu-
laron de acuerdo a la formula insesgada de Nei (1978) y se
realizé una pruebat de Student paravalorar las diferencias sig-
nificativas entre ellas. El nimero promedio de alelos por locus
se calculd como la media aritmética de los alelos en € total de
losloci revelados.

Se probo la hipétesis del Equilibrio de Hardy-Weinberg
para todos los loci variables por medio de andlisis de 2 con
y sin agrupacién de fenotipos. Se utilizaron las correcciones
de Lavene y Yates para muestras pequefias y continuidad.
En todas las pruebas multiples se utilizo e analisis secuencia
de Bonferroni (Rice 1989). La deficiencia o exceso de hetero-
cigosis se determiné por D = (Ho-He)/He en donde Ho es la
heterocigosis observaday He es la heterocigosis esperada.

Se calculé € indice de fijacion (F) para estimar la desvia-
cién de las frecuencias fenotipicas esperadas (Nei 1978).
También se calcularon el coeficiente de endogamia Fis 'y €
indice de diferenciacion genética Fst (Wright 1965). Para
corroborar que los valores obtenidos fueran significativamente
diferentes de cero, se probaron las hipétesis nulas de la
siguiente manera: (&) F = 0, por medio de 2 = F2N con k-1
grados de libertad, en donde N denota el nimero de individuos
y k el nimero de alelos diferentes (Li y Horvitz 1953); (b) Fis
= 0, por medio de y?>= Fis?N (k — 1) con (k — 1)/2 grados de
libertad (Li y Horvitz 1953); y (c) Fst = 0, por medio de y2=2
Fst(k=1) con (k—1)(s— 1) grados de libertad y en donde sindica
el nimero de tamafios de clase (Workman y Niswander 1970).

Para detectar desequilibrio por ligamiento (independencia
genotipica) se realizaron andisis de y? entre pares de loci poli-
morficos y una prueba exacta de Fisher para todos los datos
(Weir 1996). La homogeneidad de las frecuencias alélicas se
probd en los pares de loci polimérficos de las dos clases de
tamario utilizando la prueba G log-verosimilitud con la correc-
cion de Yates para continuidad (Zar 1984). La distancia y
similitud genética fueron calculadas de acuerdo con Nei
(1978).

Resultados

Se detectaron 21 loci, de los cuales 18 mostraron suficiente
actividad y consistencia en la resolucién para ser interpretados
genéticamente en la gran mayoria de los organismos analiza-
dos (tabla 1). De los 18 loci sblo cinco fueron polimérficos
(EST-2*, EST-3*, EST-4*, EST-5* y PGM*) en a menos un
tamafio de clase aplicando €l criterio del 0.95. Se descart6 a

Loci nomenclature followed Shaklee et al. (1990). In
multilocus systems, loci were designated beginning with 1 for
the locus nearest to the anode. Alleles were named according
to their relative mobility with respect to the most common
alele, which was given a value of 100. Data were anayzed
using Biosys-1 (Swofford and Selander 1981) and Genepop
(Raymond and Rousset 1995). The observed and expected
mean heterozygosity for al the loci were calculated according
to the unbiased formula of Nei (1978), and a Student’s t-test
was applied to determine the significant differences between
them. The average number of alleles per locus was calculated
as the arithmetic mean of the alleles in the total of revealed
loci.

The hypothesis of Hardy-Weinberg Equilibrium was
proven for al the variable loci using y? analyses with and
without phenotype grouping. Both Lavene and Yates correc-
tions for small samples and continuity were used. A sequential
Bonferroni procedure (Rice 1989) was used in al the sample
tests. The heterozygote deficiency or excess was determined by
D = (Ho-He)/He, where Ho is the observed heterozygosity and
He the expected heterozygosity.

To determine the deviation of expected phenotypic fre-
guencies, the fixation index (F) was calculated (Nei 1978).
The inbreeding coefficient Fis and the genetic differentiation
index Fst were also calculated (Wright 1965). To check that
the values obtained were significantly different from zero,
the null hypotheses were proven as follows: (a) F = 0 using
¥2=F2N with k—1 degrees of freedom, where N denotes the
number of individuals and k the number of different aleles
(Li and Horvitz 1953); (b) Fis=0 using x2=Fig N (k-1)
with (k—1)/2 degrees of freedom (Li and Horvitz 1953); and
(c) Fst=0using %2 = 2 N Fst (k—1) with (k—1)(s—1) degrees
of freedom, where s indicates the number of size classes
(Workman and Niswander 1970).

To detect linkage nonequilibrium (genotypic indepen-
dence), x? analyses among pairs of polymorphic loci were
made and Fisher’'s exact test was applied to al data (Weir
1996). The homogeneity of alelic frequencies was proven in
pairs of polymorphic loci of the two size classes, using the G
log-likelihood with Yates' correction for continuity (Zar 1984).
The genetic distance and similarity were calculated according
to Nei (1978).

Results

A total of 21 loci were detected, of which 18 showed
enough activity and consistency in resolution to be interpreted
genetically in most of the organisms sampled (table 1). Of the
18 resolved loci only 5 were polymorphic (EST-2*, EST-3*,
EST-4*, EST-5*, and PGM*) in at least one size class, using
the 0.95 criterion. Owing to the bad resolution of the zymo-
grams (possibly because of enzymatic denaturization), EST-1*,
ACP-3*, and AKP-3* were discarded.

The genetic variation is shown in table 2. No significant
differences were found either in the number of alleles per
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EST-1*, ACP-3* y AKP-3* dehido ala mala resolucién de los
zimogramas (debida quiza a la desnaturalizacién enzimética).

Lavariabilidad genética se muestraen latabla 2. Al compa
rar ambas clases de tamafio no se encontraron diferencias
significativas en € nimero de alelos por locus (P = 0.483), ni
en la heterocigosis esperada (P = 0.392) ni la observada (P =
0.192). El incremento en peso no tuvo correspondencia con un
incremento en la heterocigosis observada. En los organismos
grandes la heterocigosis observada fue menor que la esperada
(P = 0.031), mientras que en los organismos pequefios la dife-
rencia no fue significativa (P = 0.052). La similitud fue del
99% vy la distancia genética insesgada del 2%. Los aelos
PGM*93 y PGM*85 se presentaron solo en los organismos
mayores, mientras que EST-4* 115 se presentd sélo en los chi-
cos (tabla 3). Los cuatro loci de esterasas fueron polimorficos
en ambos tamafios de clase, mientras que PGM* lo fue s6lo en
los organismos mayores. La heterocigosis observada por locus
varié de 0.000 a 0.319 en los chicos y de 0.000 a0.171 en los
grandes. Todos los loci polimérficos estuvieron fuera del equi-
librio de Hardy-Weinberg después del andlisis secuencia de
Bonferroni (tabla 4). Los organismos mayores acumularon 17
fenotipos y los pequefios estuvieron representados por 16,
incluyendo a PGM*100/100. Esta diferencia se basa en los
fenotipos privados; dos en los chicos (EST-3*91/102 y ESI-
4*100/115) y tres en los mayores (EST-2*100/103, PGM* 93/
93 y PGM* 85/100).

El desequilibrio de Hardy-Weinberg se reflejé en D, cuyos
valores negativos son indicativos de una severa deficiencia de
heterocigotos, y en los altos valores de Fis en todos los loci,
producto de una alta endogamia. Se evidencio, a partir de Fst,
una pequefia pero significativa (P < 0.001) diferenciacion
genética del 1.6% entre los tamafios de clase. Esta diferencia
cién se basd en la distribucion de las frecuencias aéicas de
EST-2* y PGM* y corroborada por la prueba G (tabla ).

locus (P = 0.483) or in the expected (P = 0.392) and observed
(P =0.192) heterozygosity between small and large shrimp.
The increase in weight does not correspond to an increase in
observed heterozygosity. The observed heterozygosity in large
shrimp was smaller than expected (P = 0.031), whereas in the
small organisms the difference was not significant (P = 0.052).
The similarity was 99% and the unbiased genetic distance was
2%. The aleles PGM*93 and PGM*85 were present only in
large organisms, while EST-4*115 only occurred in small
shrimp (table 3). The four esterase loci were polymorphic in
both size classes, but PGM* was found only in the large ones.
The observed heterozygosity per locus varied from 0.000 to
0.319 in small shrimp and from 0.000 to 0.171 in large ones.
All the polymorphic loci were out of Hardy-Weinberg
equilibrium after the sequential Bonferroni analysis (table 4).
The large organisms accumulated 17 phenotypes and the small
ones were represented by 16, including PGM*100/100. This
difference is based on private phenotypes: two in small shrimp
(EST-3*91/102 and EST-4*100/115) and three in large shrimp
(EST-2*100/103, PGM*93/93, and PGM* 85/100).

The Hardy-Weinberg nonequilibrium was reflected in D,
whose negative values are indicative of a severe heterozygosity
deficiency, and the Fis showed high valuesin al loci, a product
of high inbreeding. A small (but significant, P < 0.001) genetic
differentiation of 1.6% was evidenced, by Fst, between the size
classes. This differentiation is based on the distribution of
alelic frequencies of EST-2* and PGM*, corroborated by the
G test (table 5).

The test of independence among polymorphic loci pairs
showed linkage nonequilibrium at EST-3*/EST-4* (P = 0.002)
and EST-2*/EST-5* (P = 0.018) in small shrimp, and EST-2*/
EST-3* (P = 0.025) in large organisms. Taking into account
the whole group of data, Fisher’s exact test revealed that only
EST-3*/EST-4* (P = 0.018) and EST-2*/EST-3* (P = 0.020)
were not in equilibrium.

Tabla 2. Variacion genética en dos clases de tamafio de camardn blanco cultivado. Error estandar en paréntesis. Un locus se considera
polimérfico si la frecuencia del alelo mas comin no excede 0.95. Camar6n chico = 7.10 £ 1.35 g. Camardn grande = 17.48 +£ 1.34 g.
Table 2. Genetic variation in two size classes of cultured white shrimp. Standard error in parentheses. A locus was considered polymorphic
when the frequency of the most common allele did not exceed 0.95. Small shrimp = 7.10 + 1.35 g. Large shrimp =17.48 £ 1.34 g.

Chicos Grandes

No. de organismos 72 72
No. deloci examinados 18 18
No. de organismos por locus 69.3 (1.4) 69.0 (1.4)
No. de alelos por locus 15(0.2) 1.7(0.2)
No. deloci polimdrficos 4 5
Porcentaje de loci polimérficos 222 27.8
Heterocigosis promedio por locus

Esperada (He) 0.070 (0.037) 0.085 (0.037)

Observada (Ho) 0.029 (0.020) 0.020 (0.010)




Tabla 3. Frecuencias alélicas y heterocigosis en cinco loci polimérficos de
camarén blanco cultivado chico y grande. N = nimero de individuos por

locus.

Table 3. Allelic frequencies and heterozygosity in five polymorphic loci of
small and large cultured white shrimp. N = number of individuals per locus.
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Tabla 4. Distribucion fenotipica observada y esperada en cinco loci
polimorficos de camarodn blanco cultivado. Todos los loci estuvieron fuera
del equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0.001).

Table 4. Observed and expected phenotype distribution in five polymorphic
loci of cultured white shrimp. All loci were out of Hardy-Weinberg
equilibrium (P < 0.001).

Frecuencias aélicas

Locus Alelos

Chicos Grandes
EST-2* 103 0.014 0.050
100 0.478 0.629
97 0.014 0.029
94 0.493 0.293
He 0.532 0.520
Ho 0.319 0.171

N 69 70
EST-3* 102 0.181 0.221
100 0.732 0.743
91 0.087 0.037
He 0.427 0.401
Ho 0.174 0.074

N 69 68
EST-4* 115 0.007 0.000
100 0.938 0.958
95 0.056 0.042
He 0.119 0.080
Ho 0.014 0.000

N 72 72
EST-5* 107 0.097 0.145
100 0.896 0.823
88 0.007 0.032
He 0.189 0.304
Ho 0.014 0.065

N 72 62
PGM* 100 1.000 0.929
93 0.000 0.063
85 0.000 0.008
He - 0.135
Ho - 0.016

N 70 63

Al€elos privados 1 2

La prueba de independencia entre pares de loci polimorfi-
cos mostro un desequilibrio por ligamiento en EST-3*/EST-4*
(P =0.002) y EST-2/EST-5* (P = 0.018) en los camarones chi-
cosy en EST-2*/EST-3* (P = 0.025) en los mayores. Tomando
en cuenta la totalidad del grupo de datos, la prueba exacta de
Fisher revel6 que sdlo los pares EST-3*/EST-4* (P = 0.018) y
EST-2*/EST-3* (P = 0.020) no estuvieron en equilibrio.

Locus Chicos Grandes
Fenotipo Obs. Esp. Obs. Esp.
EST-2*
94/94 23 16 15 6
94/97 0 1 0 1
94/100 22 33 11 26
94/103 0 1 0 2
97/97 1 <1 2 <1
97/100 0 1 0 3
97/103 0 <1 0 <1
100/100 22 16 38 28
100/103 0 1 1 4
103/103 1 <1 1
EST-3*
91/91 0 <1 0 <1
91/100 11 9 5 4
91/102 1 2 0 1
100/100 45 37 48 37
100/102 0 18 0 22
102/102 12 2 15 3
EST-4*
95/95 4 <1 3 <1
95/100 0 8 0 6
95/115 0 <1
100/100 67 63 69 66
100/115 1 1
115/115 0 0
EST-5*
88/88 0 0 0 <1
88/100 1 1 4 3
88/107 0 <1 0 1
100/100 64 58 49 42
100/107 0 13 0 15
107/107 7 1 9 1
PGM*
85/85 0 0
85/93 0 <1
85/100 1 1
93/93 4 <1
93/100 0 7
100/100 58 54
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Tabla 5. Deficiencia y exceso de heterocigotos (D), indice de endogamia (Fis), indice de diferenciacion genética
(Fst) y significancia (P) de la prueba G para frecuencias alélicas en cinco loci polimérficos de camardn blanco

cultivado. ***=P < 0.001.

Table 5. Heterozygote deficiency or excess (D), inbreeding index (Fis), genetic differentiation index (Fst), and
significance (P) of the G test for allelic frequencies in five polymorphic loci of cultured white shrimp. *** = P < 0.001.

Locus D Fis Fst P
Chicos Grandes
EST-2* -0.401 -0.670 0.530*** 0.030*** 0.0026
EST-3* -0.593 -0.817 0.699** 0.003 0.2017
EST-4* -0.883 —1.000 0.930** 0.002 0.6007
EST-5* -0.927 -0.788 0.840*** 0.008 0.1701
PGM* -0.882 0.881* 0.033*** 0.0012
Promedio 0.685** 0.016*** 0.0004
Discusion Discussion

No es raro que en un estudio de variabilidad alozimica solo
unos pocos loci sean polimérficos. Por gjemplo, Mulley y
Latter (1980) encontraron que el 14% de los loci analizados
fueron polimérficos en 13 especies de peneidosy Lester (1983)
encontrd dos loci polimorficos en 18 analizados en P. vanna-
mei. Para buscar una mayor resolucion anivel de alozimas, la
presente investigacion se realizd utilizando los sistemas enzi-
maéticos que laliteraturareporta con loci polimoérficos. Por esta
razon, la presencia de cinco loci polimérficos es un resultado
por debgjo de nuestras expectativas iniciales. Esto puede expli-
carse ya que los organismos provienen de un lingje cultivado.
La reproducciéon en ciclo cerrado implica una pérdida de
variabilidad genéticay un incremento considerable de la endo-
gamia, ambos efectos verificados en este estudio.

Varios autores han reportado bgas heterocigosis en los
peneidos anivel de dozimas (Mulley y Latter 1980, Harris et
al. 1990; Sunden y Davis 1991, Rosa-Vélez et al. 2000,
Ramos-Paredes y Grijalva-Chon 2003). Esos valores (0.02—
0.13) estan basados en un gran niimero de loci, a menos 25 de
acuerdo a la recomendacion de Nei (1987). Por esta razon,
nuestros valores de heterocigosis no son directamente
comparables con los valores reportados en la literatura. Soto-
Hernandez (2002) analiz6 una poblacion silvestre de camarén
blanco y tres lingjes de cultivo, y utiliz6 el mismo nimero de
sistemas enzimaticos que en el presente estudio, difiriendo sdlo
en uno de ellos. Para la poblacion silvestre, este autor obtuvo
valores de Ho = 0.056 + 0.026, un polimorfismo del 53% y un
promedio de 2.13 alelos por locus. Estos valores son mayores
(en un orden de 100%) a los obtenidos en este estudio.

Otro rasgo importante encontrado es el desequilibrio por
ligamiento entre los loci de las esterasas. Esto implica que las
copias de estos genes no estan lo suficientemente separadas
unas de otras en los cromosomas para que sean heredadas
independientemente. Esta carencia de independencia en las
esterasas también se ha reportado en camarones blancos de

It is not uncommon for only afew loci to be polymorphicin
astudy of allozyme variability. For example, Mulley and Latter
(1980) found that 14% of analyzed loci were polymorphic in
13 penaeid species, and Lester (1983) found two polymorphic
loci of 18 analyzed in P. vannamei. To look for a large resolu-
tion at the alozyme level, our research was done using the
enzymatic systems reported to be polymorphic loci in the
literature. Consequently, the presence of five polymorphic loci
isaresult below our initial expectations. This can be explained
considering that the organisms analyzed come from a hatchery
strain. A closed-cycle reproduction implies a loss of genetic
variability and a considerable increase in inbreeding, both
effects verified in the present study.

Several authors have reported low heterozygosities at the
alozyme level in penaeid shrimp (Mulley and Latter 1980,
Lester 1983, Harris et al. 1990, Sunden and Davis 1991, de la
Rosa-Vélez et al. 2000, Ramos-Paredes and Grijalva-Chon
2003). These values (0.02-0.13) were based on the analysis of
alarge number of loci, at least 25 according to the recommen-
dation of Nei (1987). For thisreason, our heterozygosity values
are not directly comparable with those reported in the litera
ture. Soto-Hernandez (2002) analyzed a wild population of
white shrimp and three hatchery strains based on the same
number of enzymatic systems as ours, differing only in one.
For the wild population, this author obtained values of
Ho = 0.056 + 0.026, a polymorphism of 53% and an average of
2.13 alleles per locus. These values are higher (~100%) than
those obtained in our study.

Another important feature found in our study is the linkage
nonequilibrium among esterase loci. This implies that copies
of these genes are not far enough away from each other in the
chromosome to be inherited independently. This lack of inde-
pendence in esterases was also reported for hatchery and wild
white shrimp (Soto-Hernandez 2002), and for wild blue shrimp
P. stylirostris (Ramos-Paredes 2001).
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lingje de cultivo y en silvestres (Soto-Hernandez 2002), y en €l
camaron azul P. stylirostris (Ramos-Paredes 2001).

Se han redizado investigaciones en diferentes especies
(crustaceos, moluscos y peces) para explorar s hay alguna
correlacion o asociacion positivaentre el crecimiento y la hete-
rocigosis. La mayoria de estos estudios se han enfocado a
moluscos, con correlaciones positivas, negativas y no signifi-
cativas (Zouros 1987). El que diversos estudios no hayan
encontrado una correlacion positiva entre la heterocigosis y el
crecimiento indica que la asociacién no es universal y que
puede depender de otros factores. Las relaciones también pue-
den ser inconsistentes (Diehl y Koehn 1985, Mallet et al.
1986). Magueda-Corngjo (1990) y Torre-Cueto (1991) no
encontraron una correlacién significativa entre el tamafio y la
heterocigosis alozimica en poblaciones silvestres de P. styliros-
tris y € camardn café P. californiensis. La busgqueda de una
relacién positiva entre la heterocigosis y €l crecimiento halle-
gado al punto de tratar de encontrar genotipos especificos que
puedan ser considerados como causales de tal respuesta
(Gosling 1989, Naevdal et al. 1992, Garcia et al. 1994, Garcia
et al. 1996) pero alin no hay estudios concluyentes con eviden-
cias convincentes.

La interaccién genotipo-ambiente influye en el crecimiento
de los organismos (Kjartansson et al. 2001, Jonsdéttir et al.
2002), sin embargo, en un tipico cultivo semi-intensivo de
camaron todos los organismos estan sujetos a las mismas con-
diciones bésicas (calidad de aguay alimento), de tal forma que
las grandes diferencias en el crecimiento se deben de relacionar
auna base genéticay ala interrelacion genotipo-ambiente. En
otras palabras, la constitucion genética de los organismos
mayores los hace responder en una forma diferente a los orga-
nismos pequefios bajo las mismas condiciones de cultivo.

La ausencia de una diferencia significativa entre la hetero-
cigosis de ambos tamarios de clase no implica una identidad a
nivel genético. La distribucion de las frecuencias aélicas de
EST-2* y PGM* demostré que ambos tamafios de clase son
genéticamente diferentes. Esto se corroboré por medio de Fst,
el cual indicé una pequefia (pero significativa) diferenciacion
genética. Existen dos posibles explicaciones. Una posibilidad
es que el laboratorio de produccion de larvas 0 el CREMES
hayan mezclado organismos de diferentes origenes, lo que
daria como resultado un progenie no homogénea. Esta posibili-
dad se puede descartar ya que ni e laboratorio larvario ni el
CREMES redlizan este tipo de préactica (com. pers. Lango-
Aleman). Los organismos analizados en este estudio son parte
de un lingje comercia originario de Venezuela. El esquema de
reproduccion de este lingje involucra el uso de 8,000 reproduc-
tores que son seleccionados al final de los cultivos del mismo
lingje en las granjas camaroneras comerciaes. De esta forma,
se obtienen diariamente 25 millones de nauplios, con una
sobrevivencia del 80% en postlarva 12 (com. pers. Lango-
Aleman).

La otra posibilidad es, suponiendo un pie de cria homogé-
neo, que la diferencia genética observada esté vinculada a la
tasa de crecimiento y gobernada por |os genes responsables del

Considerable research has been done on different species
(crustaceans, mollusks, and fish) to determine whether thereis
some correlation or positive association between growth and
heterozygosity. Most of these studies have focused on mol-
lusks, with positive, negative, and nonsignificant correlations
(Zouros 1987). Not finding positive heterozygosity-growth
correlationsin many studiesindicates that the association is not
universal and may depend on other conditions. The relation-
ship can be inconsistent (Diehl and Koehn 1985, Mallet et al.
1986). Maqueda-Corngjo (1990) and de la Torre-Cueto (1991)
did not find a significant correlation between size and allozyme
heterozygosity in wild populations of P. stylirostris and
yellowleg shrimp, P. californiensis. The search for a positive
heterozygosity-growth relationship has reached the point of
trying to find specific genotypes, which can be considered
causal for such aresponse (Gosling 1989, Naevdal et al. 1992,
Garcia et al. 1994, Garcia et al. 1996), but there are till no
conclusive studies with convincing evidence.

Genotype-environment interaction influences the growth of
the organisms (Kjartansson et al. 2001, Jonsdéttir et al. 2002);
however, in atypical semi-intensive shrimp culture, al organ-
isms are subjected to the same basic conditions (water quality
and food), such that the large differences in growth should be
related to a genetic base and to the genotype-environment
interrelation. In other words, the genetic constitution of the
large organisms makes them respond in a different way than
the small organisms under the same culture conditions.

The absence of a significant difference among the het-
erozygosity of both size classes does not imply an identity at a
genetic level. The distribution of allelic frequencies of EST-2*
and PGM* showed that both size classes are genetically differ-
ent. This was corroborated by Fst, which indicated little (but
significant) genetic differentiation. Two possible explanations
exist. One is that either the hatchery laboratory or CREMES
mixed organisms or strains from different origins. This would
give a genetic honhomogeneous offspring. This possibility is
discarded because neither the hatchery laboratory nor
CREMES carry out this type of procedures (Lango-Aleman
pers. com.). The organisms analyzed in this study are part of a
commercial strain of Venezuelan origin. The reproduction
scheme of this strain involves the use of 8000 broodstock
selected at the end of the culture of the same strain in the com-
mercial shrimp farms. Thus, 25,000,000 nauplii are obtained
daily, with 80% survival at postlarvae 12 (Lango-Aleman pers.
com.).

The other possibility, assuming a homogeneous brood-
stock, is that the genetic difference observed is linked to the
rate of growth and is largely governed by genes responsible for
growth. Since size is defined by the combined action of an
unknown number of several genes, we cannot attribute all the
responsibility of this differentiation to the esterase and
phosphoglucomutase genes. This possibility can be tested by
conducting follow-up research on successive generations, ana
lyzing offspring of both size classes and observing allozyme
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crecimiento. Debido a que la talla se define por la accién
combinada de un nimero desconocido de varios genes, no
podemos atribuir toda la responsabilidad de la diferenciacion a
los genes de las esterasas y de la fosfoglucomutasa. Esta posi-
bilidad se puede probar si se hace un seguimiento por varias
generaciones para analizar la progenie de ambos tamarfios de
clase y observando la herencia fenotipica de las alozimas. De
esta forma se podria considerar que estos dos genes (junto con
otros que desconocemos) podrian estar involucrados en el
crecimiento.

Recientemente, las investigaciones de Argue et al. (2002),
Goyard et al. (2002) e IbarraHumphries et al. (2002) han
encontrado que puede existir un mejoramiento significativo en
el crecimiento a través de un buen proceso de seleccion; sin
embargo, la busgqueda de |a base genética del crecimiento del
camarén esta aln en sus inicios. La informacion sobre la
variabilidad genética puede ser vital para e disefio e imple-
mentacién de un manejo apropiado de las especies de interés
acuicolay también para disefiar las investigaciones dirigidas a
determinar que genes gobiernan o estan relacionados al creci-
miento. El desarrollo de un programa de domesticacion para
organismos de origen silvestre y el mejoramiento de las técni-
cas acuaculturales, a través de un buen esquema de seleccion
del pie de cria, requeriran de una poblacién fundadora con una
variacién genética apropiada (Sugama et al. 2002). Esto servira
como base para desarrollar cuidadosamente los programas de
seleccién con endogamia controlada y con la seleccién de ras-
gos importantes como e crecimiento (Bolivar y Newkirk,
2002).
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