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Los resultados de este estudio mostraron el potencial de programas
de mejoramiento para la tolerancia al amoniaco a salinidades
especificas en Litopenaeus vannamei.

Debido a las ventajas de su eurihalinidad (tolerancia a amplios rangos de salinidad), tasas de crecimiento rapidasy
una alta tasa de supervivencia a altas densidades de poblacion, el camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus
vannameli) es la especie de camarén cultivada mas popular del mundo.

Las altas concentraciones de amoniaco son el factor tdxico mas comun e importante en los estanques de cultivo de
camarones. El aumento de amoniaco en el agua puede suprimir el sistema de defensa inmune de los camarones 'y
aumentar su sensibilidad a los patégenos. Previamente realizamos un estudio para comprender los mecanismos
moleculares de los efectos perjudiciales del estrés por amoniaco en L. vannamei'y determinamos que la mayoria de
los genes clave involucrados en la respuesta al estrés por amoniaco estan potencialmente involucrados en la funcién
de defensa inmune.

Estudios previos han revelado que el estrés por amoniaco es mas téxico para el desarrollo ontogenético mas
temprano de los organismos acuicolas, y se ha encontrado ampliamente que ejerce efectos letales sobre los
juveniles de camarones peneidos. Los camarones juveniles mas jovenes son criticos para la reproduccion exitosa
porque a menudo ocurren altas tasas de mortalidad durante este periodo. Y el fenotipo (caracteristicas o rasgos
observables de un organismo) de un rasgo cuantitativo (fenotipos controlados por multiples genes) esté
determinado por los recursos genéticos y ambientales y sus interacciones; asi, las interacciones genotipo por
ambiente (G x E) jugaradn un papel importante en la mejora genética.

L. vannamei se cultiva a diferentes niveles de salinidad debido a su eurihalinidad, pero varios estudios han revelado
que la baja salinidad puede aumentar la toxicidad del amoniaco para los camarones, y también hemos verificado que
el estrés por amoniaco puede influir en la via involucrada en la osmorregulacion. Si la interaccidon G x E para la
tolerancia al amoniaco es significativa a diferentes niveles de salinidad, la respuesta de seleccion para este rasgo
variara segun los diferentes niveles de salinidad. En base a esto, es necesario comprender la heredabilidad de la
tolerancia al amoniaco en la etapa temprana y las interacciones G x E a diferentes niveles de salinidad en L.
vannamei.

Este articulo, adaptado y resumido de la publicacién original (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173835), reporta
sobre un estudio para estimar la heredabilidad de la tolerancia al amoniaco en juveniles de L. vannamei en
salinidades de 30 ppt y 5 ppt. Estimamos la heredabilidad de la tolerancia al amoniaco en juveniles de L. vannamei en
la etapa inicial (peso corporal promedio, 0.5 gramos) a dos niveles de salinidad diferentes (30 y 5 ppt) y estimamos
las correlaciones genéticas entre la longitud corporal y la tolerancia al amoniaco en los dos ambientes para verificar
la relacion entre la tolerancia al amoniaco y el desarrollo ontogenético.

Este trabajo fue apoyado por el Fondo de Investigacion Basal de la Institucion Cientifica de Interés Publico Central,
CAFS (No. 2016HY-ZD04), la Fundacion Nacional de Ciencias Naturales de China (No. 31302179), el programa
académico de Taishan para la industria de semillas, la Introduccién Internacional del Plan Avanzado de Ciencia y
Tecnologia Agricola (No. 2016-X39), y la Fundacién China de Ciencias Postdoctorales (No. 2015M572095).

Configuracion del estudio

Este estudio se llevd a cabo en una instalacion de Hebei Xinhai Aquatic Biological Technology Co., Ltd. en Huanghua,
Provincia de Hebei, China. Los animales fundadores fueron recolectados de siete cepas comerciales mejoradas que
fueron introducidas por diferentes compaifiias en los Estados Unidos y Singapur. Los individuos libres de virus de las
siete cepas se utilizaron para producir la poblacion base (G0) con 130 familias de hermanos completos utilizando
inseminacién artificial con 114 hombres y 108 mujeres e incluyeron 69 familias de medio hermano. Las familias con
bajos indices de seleccién fueron eliminadas del programa de reproduccién, y los machos y hembras con altos
indices de seleccion de las familias restantes fueron seleccionados para producir la préxima generacion.

Los camarones experimentales provenian de 91 familias de hermanos completos (52 familias de medios hermanos)  sPrint
de la quinta generacion (G5). Aproximadamente a los 45 dias, se seleccionaron al azar alrededor de 400 postlarvas
de cada familia y se colocaron en jaulas de malla de arrastre (0,5 metros cubicos) que se fijaron por separado en dos
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grandes estanques (60 metros culbicos) para la cria por separado a la misma densidad para cada familia. El agua de
mar en uno de los estanques se diluyé con agua dulce filtrada de 30 ppt a 5 ppt, que durd aproximadamente tres
semanas. Sin embargo, el agua de mar en el otro estanque se mantuvo a 30 ppt. Aparte de la salinidad, se
mantuvieron otras condiciones de manejo de forma idéntica entre los dos estanques.

Para obtener informacion detallada sobre el origen de la poblacién base y el procedimiento de seleccidn; el desafio
con alta concentracién de amoniaco; y los analisis estadisticos, incluidos los componentes de varianza y las
estimaciones de heredabilidad; y la estimacion de la interaccion genotipo por ambiente, consulte la publicacion
original.

Resultados y discusion

En este estudio, primero informamos la heredabilidad de la tolerancia al amoniaco (adaptabilidad adversidad-estrés)
para los juveniles en la etapa inicial en condiciones de salinidad normal (30 ppt) y baja salinidad (5 ppt) y la
interaccion G x E entre los dos ambientes para explorar la posibilidad de reducir la mortalidad de camarones por
seleccion. Muchos estudios han reportado que el estrés por amoniaco es mas téxico para los camarones en las
primeras etapas, y este hallazgo se corroboré en el presente estudio.

En el presente estudio se obtuvieron y analizaron un total de 7.221 registros individuales, incluidos 3.624 registros de
la condicion de salinidad normal y 3.597 registros de la condicion de baja salinidad. El nimero de individuos de
pruebas finales fue menor que el nimero total de individuos iniciales (7,280), lo que podria deberse al canibalismo
durante el proceso experimental. Se dan los nimeros de muestras, medias simples, minimos, maximos, desviaciones
estandar y los coeficientes de variacion para la tasa de supervivencia de cada familia en el tiempo medio letal (SSs),
los tiempos de supervivencia (ST) y la longitud corporal (BL) en (Tabla 1). Los percentiles 25, percentiles medios,
percentiles 75, minimos, maximos y valores atipicos de la SSsg y los valores promedio de ST de cada familia se
muestran en la Fig.1.
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Fig. 1: (a) Diagrama de caja de las tasas de supervivencia de las
familias en el tiempo medio letal. (b) Diagrama de caja de los
tiempos de supervivencia promedio de las familias. Los percentiles
25 (linea superior), mediana (linea interior) y 75 (linea inferior) de las
familias se trazan como cuadros. Los valores minimos, maximosy
observados se muestran como -, — y o, respectivamente.
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Traits N Mean | Minimum | Maximum deviati Ci variation (%)
ST (h) 30%o individuals 3624 36.64 2.00 78.00 16.94 46.23
families 91 36.64 16.32 64.56 10.03 27.38
5% individuals 3597 24.80 2 69.00 13.51 54.48
families 91 24.80 9.50 50.58 7.26 29.27
SRsq (%) 30%o families 91 50.78 0 94.87 26.80 52.78
S5%o families a1 50.27 | 278 | 95.00 19.29 38.37

BL (cm) | 30% individuals 3624 377 1.00 8.80 0.93 23.85
families 91 kN 284 4.94 0.42 11.14

5% individuals 3597 370 | 1.00 | 9.30 0.80 24.32

families 91 3.70 2.63 4.79 0.40 10.81

Tabla 1. Numeros de muestras/familias (N) y las medias, minimos,
maximos, desviaciones estandar y variacién de coeficientes de los
valores ST, SR50 y BL.

Los resultados revelaron que los valores de SS5q bajo estrés de amoniaco agudo en condiciones normales y de baja
salinidad variaron sustancialmente entre las familias, pero la variacion fue mayor después de la exposicién al estrés
por amoniaco agudo en la condicién de salinidad normal. Ademas, los tiempos de supervivencia bajo estrés agudo
de amoniaco en condiciones normales y de baja salinidad también variaron sustancialmente entre las familias y los
individuos en general, pero la varianza fue mayor cuando se analiz6 a nivel individual que a nivel familiar como lo
indica la desviacion estandar (SD) y coeficiente de variacién (CV) mas altas.

Los CV de los ST fueron 27.38 por ciento y 29.27 por ciento entre las 91 familias en los dos ambientes, pero estos
valores fueron 46.87 por ciento y 54.48 por ciento entre los individuos en los dos ambientes. Aunque la
concentracién de amoniaco (32 mg/L) fue mayor en la condicién de salinidad normal que en la condicién de baja
salinidad (18 mg/L), el ST promedio bajo estrés por amoniaco agudo en la condicién de salinidad normal (36.64
horas) fue sustancialmente mayor que en la condicién de baja salinidad (24,80 horas), y la varianza fue mayor en la
condicion de salinidad normal. Con respecto al BL, también exhibié una mayor varianza cuando se analizé a nivel
individual que a nivel familiar, pero no hubo diferencias significativas entre los dos entornos.

La mortalidad acumulada y el tiempo de supervivencia promedio de cada familia bajo estrés de amoniaco agudo en
condiciones normales y de baja salinidad se muestran en la Fig. 2y la Fig. 3, respectivamente. Las mortalidades
acumuladas de las familias bajo estrés agudo de amoniaco en la condicién de baja salinidad fueron sustancialmente
mayores que las de la condicién de salinidad normal en cada punto de muestreo (Fig. 2). Todos los individuos en la
condicion de baja salinidad estaban muertos después de 69 horas de exposicion al estrés por amoniaco agudo, pero
en este momento, 115 animales (3.5 por ciento) en la condiciéon de salinidad normal todavia estaban vivos. Esto
mostré que el tiempo de supervivencia promedio exhibié una gran variacion entre las familias dentro del mismo
ambiente y entre los dos ambientes, pero el tiempo de supervivencia promedio de la mayoria de las familias bajo
estrés de amoniaco agudo en la condicién de baja salinidad fue sustancialmente menor que el del familias en
condiciones normales de salinidad (Fig. 3).
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Fig. 2: Mortalidad acumulada de juveniles de L. vannamei durante el

estrés agudo por amoniaco en condiciones normales y de baja
salinidad.
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Fig. 3: El tiempo de supervivencia promedio para cada familia de
juveniles de L. vannamei durante el estrés por amoniaco agudo en
condiciones normales y de baja salinidad.
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Aunque las altas temperaturas y las bajas salinidades pueden aumentar la toxicidad del estrés por amoniaco, el
menor tiempo de supervivencia a concentraciones mas bajas de amoniaco en nuestro estudio también sugiere que
los camarones mas jovenes son mas sensibles a la toxicidad por amoniaco. Ademas, también observamos que la
menor salinidad aumenté la sensibilidad de los camarones a los efectos tdxicos del amoniaco. La concentracién
letal de amoniaco a las 72 horas en la condicién de salinidad normal (30 ppt) fue de 32 mg/L, que es
significativamente mayor que el valor de 18 mg/L observado en la condicion de baja salinidad (5 ppt).

El tiempo de supervivencia promedio de todos los individuos bajo estrés de amoniaco agudo en la condicién de
salinidad normal fue de 36.61 horas, que es sustancialmente mayor que las 24.80 horas observadas en la condicion
de baja salinidad, y el tiempo de supervivencia promedio de la mayoria de las familias bajo estrés de amoniaco en la
condicion de salinidad normal fue significativamente mayor que en la condicion de baja salinidad. Las mortalidades
acumuladas de las familias en la condicidn de salinidad normal fueron significativamente mds bajas que las de la
condicion de baja salinidad en cada punto de muestreo. Estos resultados indicaron que la baja salinidad aumento la
toxicidad del estrés por amoniaco para los camarones, lo que es consistente con los resultados de estudios previos.
Nuestros resultados sugieren que la seleccion de camarones tolerantes al amoniaco debe realizarse en la etapa
inicial y en agua de baja salinidad.

Estimamos la heredabilidad de la tolerancia al amoniaco de los camarones con un peso corporal promedio de 0.5
gramos bajo estrés de amoniaco en condiciones normales y de baja salinidad. Las estimaciones de heredabilidad
bajo estrés de amoniaco en los dos niveles de salinidad fueron significativamente mayores que las informadas en el
estudio anterior, lo que indica que mejorar la tolerancia al amoniaco de los camarones mediante la seleccion
realizada en la etapa inicial podria ser bastante ventajoso.

Después de este experimento, se realizé un experimento de infeccidn por el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV) con las poblaciones sensibles al amoniaco y tolerantes al amoniaco para detectar la relacién entre la
tolerancia al amoniaco y la resistencia al WSSV. Los resultados revelaron que la poblacion tolerante al amoniaco
también exhibié una resistencia significativamente mayor al WSSV que la poblacién sensible al amoniaco. Los
camarones tolerantes al amoniaco pueden mejorarse en gran medida debido a la alta heredabilidad, que podria
proporcionar un método alternativo para reducir la mortalidad, ayudar a mejorar la resistencia a los patégenos y
reducir las enfermedades infecciosas.

Detectamos una fuerte correlacion positiva entre la longitud del cuerpo y la tolerancia al amoniaco consistente con
estudios previos. La fuerte correlacién positiva entre el tamafo corporal y |la tolerancia al amoniaco sugiere que es
necesario seleccionar camarones tolerantes al amoniaco durante la etapa inicial, y que la seleccién de alto
crecimiento no afectara negativamente el rendimiento de la tolerancia al amoniaco en los camarones.

Las interacciones G x E se refieren a genotipos que responden de manera diferente en diferentes entornos y, por lo
tanto, dan como resultado diferentes rendimientos. Las correlaciones genéticas entre entornos que son
significativamente diferentes de 1 indican la existencia de efectos de re-clasificacion, es decir, genotipos que
deberian clasificarse de manera diferente en diferentes entornos. En general, la seleccién de un rasgo en acuacultura
siempre se realiza en el entorno principal; por ejemplo, la tolerancia al amoniaco se seleccionaria tipicamente en
condiciones normales de salinidad. Sin embargo, la descendencia del excelente camardn obtenido de la seleccion se
transfiere a diferentes entornos de produccién comercial en la mayoria de los casos.

En nuestro estudio, detectamos un fuerte efecto de re-clasificacion (es decir, una baja correlacion genética) para la
tolerancia al amoniaco entre los diferentes niveles de salinidad, lo que sugiere que la salinidad puede influir
significativamente en la ventaja genética de la tolerancia al amoniaco. Ademas, las correlaciones genéticas entre los
entornos disminuirian junto con los aumentos en las diferencias entre los entornos. Cuando existe una fuerte
interaccion G x E para un rasgo, es mejor realizar la seleccion en multiples entornos, como el entorno del nucleo 'y
otros entornos de produccion. Por lo tanto, los programas de mejoramiento en camarones para la tolerancia al
amoniaco a salinidades especificas deben implementarse a propdsito.

Perspectivas

Con base en nuestros resultados, primero reportamos la heredabilidad de la tolerancia al amoniaco en juveniles en la
etapa tempranay la interaccion G x E entre la salinidad normal y baja, para explorar el potencial para mejorar la
tolerancia al amoniaco en camarones por seleccion. Los resultados revelaron que la heredabilidad de la tolerancia al
amoniaco era de media a alta en juveniles de L. vannamei, lo que sugiere que se podrian obtener ganancias
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genéticas rapidas en términos de tolerancia al amoniaco al aumentar la intensidad de seleccién en nuestro programa
de cria selectiva. Sin embargo, la heredabilidad de la tolerancia al amoniaco en la condicién de salinidad normal fue
significativamente mayor que en la condicién de baja salinidad.

Ademas, se detect6 una fuerte interaccion G x E para la tolerancia al amoniaco entre la salinidad normal y las
condiciones de baja salinidad, lo que sugiere que los programas de mejoramiento para la tolerancia al amoniaco en
camarones para salinidades especificas deberian implementarse a proposito, y que el ambiente normal de salinidad
es una mejor opcion basada en la tasa mas rapida de mejora genética debido a una mayor heredabilidad.

También, que la correccion positiva significativa y fuerte entre la tolerancia al amoniaco y el tamafio corporal sugiere
que los camarones tolerantes al amoniaco deben seleccionarse en la etapa inicial.

Referencias disponibles del autor correspondiente.

Nota del editor: este articulo tiene 11 autores (mencionados en la seccion de palabras clave), pero solo se enumera
la afiliacion y la informacion de contacto del autor correspondiente.
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