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AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM) Y SU APLICACION

EN ACUICULTURA

KARLA MONTANO-PEREZ, ENRIQUE VILLALPANDO-CANCHOLA

y FRANCISCO VARGAS-ALBORES

RESUMEN

La acuicultura, como actividad economica en crecimiento, re-
quiere el empleo de técnicas y estrategias que le permitan solu-
cionar problemas para ser eficiente. Dentro del contexto de me-
joramiento genético de los organismos cultivables, se requiere
de la seleccion de organismos reproductores que posean las
mejores caracteristicas en tasa de crecimiento, de conversion
alimenticia y de resistencia a enfermedades, entre otras. Hoy en
dia se dispone de la metodologia que permite identificar a nivel
gendomico las caracteristicas requeridas para seleccionar a los
mejores pies de cria, ademds de determinar la diversidad gené-

tica entre familias y poblaciones, establecer lineas de pedigri y
determinar paternidad. La técnica denominada AFLP (amplified
fragment length polymorphism) ha sido exitosa para generar
marcadores moleculares que son aplicados en estudios gené-
ticos en una amplia gama de disciplinas, incluyendo genomica
de organismos cultivables, donde ha aportado importantes
avances para la domesticacion de especies acuicolas. Este tra-
bajo revisa los hallazgos y usos mds relevantes de la aplicacion
de AFLP en acuicultura.

Introduccion

a acuicultura es una ac-
tividad econémica que,
en las ultimas décadas,
se ha expandido, diversificado e intensifi-
cado, logrando e incluyendo avances tec-
noldgicos. De acuerdo a las estadisticas
de la FAO (2004), la contribucion de la
acuicultura en el mercado de productos
acuicolas se ha incrementado del 3,9% en
1970 al 29,9% en 2002. Esto significa
una produccién mundial de 51,4 millones
de toneladas, con valor de mas de 60 bi-
llones de USD. Esta rdpida expansion ha
colocado a la acuicultura, dentro de los
sectores productivos de alimentos de ori-
gen animal, como una de las ramas con
mayor crecimiento.
Como se puede apreciar
en la Tabla I y en la Figura 1, la mayor

parte de la produccién acuicola esta re-
presentada por peces, crusticeos 'y
moluscos de agua dulce (57,7% en canti-
dad y 48,4% en valor); seguida por la
maricultura que contribuye con 36,5% de
la produccién y 35,7% del valor total.
Aunque la produccién por acuicultura de
agua salobre solo representa 5,8% del vo-
lumen, aporta casi el 16% del valor total
y esta constituida principalmente por
crustaceos y peces (FAO, 2004). Debido
a su importancia econdmica, principal-
mente para paises en vias de desarrollo,
se ha enfatizado en la necesidad de que
el sector acuicola contintie desarrolldndo-
se y alcance su mdximo potencial en un
esquema sustentable y sostenible, como
se menciona en el Documento de Bang-
kok de la Declaracién y Estrategias para
el Desarrollo de la Acuicultura mas alld
del 2000 (NACA/FAO, 2000).

Como todas las indus-
trias, para lograr rentabilidad la acuicul-
tura busca una mayor produccién a me-
nor costo y minimizar los factores de
riesgo. El mayor riesgo que la acuicultura
tiene es la diseminacion y brotes de en-
fermedades, facilitado en gran parte por
la introduccién de especies exéticas y por
el traslado de animales sin las precaucio-
nes adecuadas. Al igual que en la gana-
deria, también se buscan organismos con
alto rendimiento, mejor asimilacion de
nutrientes, y que sea menos sensible a
cambios ambientales y situaciones de ma-
nejo. Esto ha propiciado, por un lado, la
bisqueda de mejores alimentos y de téc-
nicas para la deteccion y control de
patégenos. Por otro lado, se estd utilizan-
do la seleccién y el mejoramiento genéti-
co con la intencién de producir organis-
mos con mejores rendimientos y con una
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TABLA I
MUESTRA LAS PRINCIPALES FAMILIAS DE PECES CULTIVABLES
Y SUS RESPECTIVOS HABITATS

Medio ambiente

Familia Nombre cientifico Nombre comtin Agua  Agua Marino
dulce salobre
Anguillidae Anguilla japonica Anguila japonesa
Chanidae Chanos chanos Sabalote X X X
Cyprinidae  Aristichthys nobilis Carpa cabezona X X
Parabramis pekinensis Brema blanca X X
Catla catla Catla X
Labeo rohita Rohu X
Carassius carassius Carpin X
Cirrhinus molitorella Carpa de lodo X
Cirrhinus mrigala Carpa Mrigal X
Ctenopharyngodon idellus Carpa herbivora X
Cyprinus carpio Carpa comiin X
Mylopharingodon piceus Carpa negra
Hypophthalmichthys molitrix Carpa plateada X
Ictaluridae  Ictalurus punctatus Bagre de canal X
Cichlidae Oreochromis niloticus Tilapia nildtica X X
Carangidae Seriola quinqueradiata Japanese amberjack X
Salmonidae Oncorhynchus kisutch Salmén Coho X X X
Oncorhynchus mykiss* Trucha arcoiris X X X
Salmo salar Salmén del Atlantico X X X
Serranidae  Sineperca chuatsi Pez Mandarin X

Fuentes: FAO, 2004; Garibaldi, 1996.

mayor resistencia a enfermedades y otros
factores estresantes. La introduccién de
técnicas moleculares, incluyendo la técni-
ca denominada AFLP, acréonimo del in-
glés por amplified fragment length poly-
morphism, ha contribuido al incremento
en produccién acuicola a nivel mundial.
La habilidad para identificar genes rele-
vantes para un fenotipo de interés ha
abierto grandes posibilidades en la bio-
tecnologia acuicola, incluyendo mejora-
miento en las tazas de crecimiento Yy
efectividad en costo, aumentando la resis-
tencia a estresantes y patogenos, y mejo-

Dulceacuicolas (76)

[ Peces Diadromos (20)
Marinos (35)
) Camarén marino (11)
Crustdceos < Dulceacuicola (10)
Jaibas marinas (2)
Organismos Osti
Cultivables SIONes (14)
: Moluscos Almejas (10)
210 especies Megjillones (6)
Algas { Algas marinas (8)
Otros Anfibios (1
\ Reptiles (1

Figura 1. Nimero de especies cultivables de di-

ferentes grupos de organismos.
Fuentes: FAO, 2004; Garibaldi, 1996.
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rando la calidad de los pies de cria
(Melamed et al., 2002).

Seleccion Genética

La seleccién artificial,
tanto de plantas como animales de impor-
tancia comercial, ha contribuido en gran
medida a incrementar los indices de pro-
ductividad en los dltimos 50 afios. Sin
embargo, la mayor parte de la seleccién
se habia realizado, casi exclusivamente,
con base en las caracteristicas observa-
bles, sin conocimiento de la arquitectura
genética de los rasgos elegidos (Erickson
et al., 2004). Es decir, sin conocer la se-
cuencia del gen, modo de accién, grado
de dominancia, epistasis (cémo es afecta-
do por otros rasgos) y pleiotropia (si
afecta a otros rasgos). En ausencia de
cualquier dato molecular, las cruzas den-
tro de los programas de mejoramiento ge-
nético o produccién de hibridos se basa-
ron en ensayos extensivos de prueba y
error. Aunque se consiguieron avances
importantes, la optimizacion de la especie
como producto alimentario tomé mucho
tiempo, ya que solamente se consideraban

caracteristicas morfoldgicas, grupos san-
guineos y polimorfismos bioquimicos
(alozimas).

Hoy en dia, casi toda la
agricultura se realiza con lineas de plan-
tas que han sido genéticamente modifica-
das para mejorar su desempefio comer-

cial, y por lo general tienen poca simili-
tud con sus ancestros. Esto mismo estd
ocurriendo en la ganaderia, logrando ani-
males con alto rendimiento. Sin embargo,
pocas de estas metodologias han sido
aplicadas a especies acuicolas. Para man-
tener la competitividad la acuicultura
debe lograr, a corto plazo, la domestica-
cion de especies, donde la aplicacién de
la genética y sus herramientas puede ace-
lerar el proceso al basar la seleccion de
los organismos aptos para cultivo en sus
verdaderas capacidades heredables. Asi,
con el mejoramiento genético se busca
mayor eficiencia en la produccién, cali-
dad del producto, disponibilidad y reduc-
cion de costos (Davis y Hetzel, 2000).

Actualmente, la gendmi-
ca se aplica para discernir la naturaleza
genética (heredabilidad, varianza y corre-
laciones) de los rasgos deseables median-
te la identificacion de genes o regiones
cromosomales que directamente influyen
sobre dichas caracteristicas (Dekkers y
Hospital, 2002). Se estdn llevando a cabo
estudios para encontrar estos loci
polimérficos y usarlos como marcadores
en la seleccion de organismos reproducto-
res, que permitan apoyar a los programas
tradicionales de seleccién y cruzas. El
desarrollo de marcadores moleculares ha
tenido un impacto revolucionario en la
genética animal permitiendo un rdpido
progreso en trabajos sobre variabilidad y
cruzamiento, identificaciéon de parentesco,
de especies y lineas y construccion de
mapas gendmicos de especies acudticas.
Estos estudios, a su vez, aceleran la iden-
tificaciéon de genes involucrados en un
rasgo caracteristico de interés, los QTLs
(de quantitative trait locus), para que la
seleccion de los progenitores sea asistida
por marcadores moleculares (Liu y Cor-
des, 2004; Masojc, 2002).

La seleccion asistida por
marcadores (MAS, de marker-assisted
selection) podria incrementar en mds del
20% la produccion en los siguientes 2-3
afos (Fjalestad et al., 2003; Schrooten et
al., 2005). Este incremento se puede de-
ber a una mayor resistencia y mejor sa-
Iud de los organismos, a la capacidad de
tener rdpido crecimiento o por una com-
binacién de ambos atributos.

Marcadores moleculares

Todos los organismos es-
tdn sujetos a presentar mutaciones como
resultado de las funciones normales de las
células o por interacciones con el medio,
incluyendo enfermedades, pardsitos, com-
petidores, predadores, contaminacién, cam-
bios climadticos, radiacion solar y cosmica.
Como consecuencia, van surgiendo dife-
rencias entre individuos, lo que a nivel
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molecular repercute en una variacion
génica o polimorfismo (Frankham, 2003).
Muchas, posiblemente la mayoria, de estas
mutaciones se localizan en las partes no
funcionales del genoma, es decir, no pue-
den ser reveladas por la secuenciacién de
la proteina codificada, por lo que tienen
que ser reveladas como marcadores mole-
culares, mds que como isoformas de la
proteina. Los buenos marcadores son
aquellos que, en la misma regién del ge-
noma, muestran variacion entre organis-
mos de la misma especie. Esto permite
determinar diversidad entre familias y po-
blaciones; establecer lineas de pedigri; ser-
vir como base para la identificacion de es-
pecies, cepas, hibridos y recursos genéti-
cos; establecer paternidad y realizar el ma-
peo gendmico aplicable en genética de po-
blaciones, biologia evolutiva, ecologia
molecular y genética conservacionista, en-
tre otros (Liu y Cordes, 2004).

Existen varias técnicas
para definir marcadores moleculares y de-
tectar polimorfismos, pero ninguna de
ellas es ideal. Por ello, se debe tomar en
cuenta la finalidad y la resolucidon genéti-
ca deseada, asi como los costos, antes de
elegir una técnica (Miieller y Wolfen-
barger, 1999). Entre las técnicas mds uti-
lizadas en la dltima década estdn los mi-
crosatélites o SSR (simple sequence re-
peat), las amplificaciones al azar de ADN
polimérfico 6 RAPD (random amplified
polymorphic DNA), el polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion 6
RFLP (restriction fragment length poly-
morphism) y el polimorfismo del largo
del fragmento amplificado o AFLP.

Los microsatélites son
repeticiones de secuencias nucleotidicas
cortas, no codificantes y al variar el nu-
mero de repeticiones dan origen a varian-
tes (alelos) dentro de una poblacién. Los
microsatélites han sido ampliamente utili-
zados, ya que son muy informativos Yy,
como son heredados en forma mendelia-
na, son capaces de seguir la segregacion
de loci genéticos multialélicos en diferen-
tes cruzas. Los microsatélites han sido
empleados en estudios de mapeo, genéti-
ca de poblaciones y pruebas de paterni-
dad. Sin embargo, el desarrollo de marca-
dores microsatélites es un proceso costo-
so basado en secuenciacion y disefio de
primers especificos para cada locus. Ade-
mds, se requiere tener informacion, gene-
ralmente la secuencia completa, de la re-
gién gendémica donde se localiza el
microsatélite.

Los marcadores genera-
dos por RAPD también han sido muy uti-
lizados. La técnica se basa en amplifica-
ciones por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, de polimerase chain
reaction), de ADN gendémico utilizando
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primers o iniciado-
res arbitrarios, en
condiciones de baja
astringencia. Es una
técnica simple, no
requiere un conoci-
miento previo del
genoma, es relativa-
mente barata y ha
tenido muchas apli-
caciones (Chong et
al., 2000). Sin em-
bargo, la técnica es
muy sensible a cam-
bios pequeifios en las
condiciones de am-
plificacién, lo que
ocasiona problemas
en su reproducibili-
dad. Ademads, sola-
mente detecta los
polimorfismos domi-
nantes y la informa-
ciéon obtenida es li-
mitada. Por otro
lado, posiblemente
menos utilizados,
los marcadores
RFLP se obtienen al
digerir el ADN (ge-
némico 0
mitocondrial) con
enzimas de restric-
cion, las cuales cor-
tan en sitios con una secuencia especifi-
ca. Si existen modificaciones en la se-
cuencia del ADN se apreciardn cambios
en el numero y tamafio de los fragmentos
generados, como resultado de la desapari-
cién o aparicién de nuevos sitios de cor-
te. La presencia y tamafio de los frag-
mentos se puede determinar por hibrida-
cion con una sonda (probe) marcada o
amplificando la regiéon de interés por
PCR utilizando primers especificos.
(Dodgson et al., 1997; Klinbunga et al.,
2001)
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La AFLP aparece como
una nueva estrategia para la generacion
de marcadores moleculares relativamente
barata, sencilla, rdpida y confiable. Por
ello se ha convertido en la herramienta
molecular mds adecuada para establecer
la huella génica de cualquier origen o
complejidad, analizando simultdneamente
muchos loci y detectando un mayor nu-
mero de marcadores de ADN polimoérfico
que cualquier otro medio basado en la
PCR. La técnica de AFLP detecta los
cambios de tamaifio de las distintas regio-
nes o loci en el genoma y no se requiere
conocer la secuencia de éste. Debido a
que estos marcadores se generan en con-
diciones de alta selectividad (astringen-
cia) es menos probable que se presenten
falsos positivos, como los generados fre-

|. Digestion
del ADN con
enzimas de
restriccion

II. Ligacion de
adaptadores

Prirmers
FCR lselecti‘ms

I1l. Amplificacion

selectiva

V. Analisis
electroforético

Figura 2. Esquema que muestra los principales pa-
sos de la técnica de AFLP.
Fuente: Adaptado de Vos et al., 1995.

cuentemente por RAPD-PCR, por ejem-
plo. Bdsicamente la técnica consta de la
digestion parcial del ADN utilizando
enzimas de restriccién. A los fragmentos
se les unen en cada extremo adaptadores
complementarios y posteriormente se am-
plifican por PCR y los productos son se-
parados por tamafios utilizando electrofo-
resis (Figura 2).

Por ello, 1a AFLP ha en-
contrado mucha aplicaciéon en el mo-
nitoreo de heredabilidad de caracteristicas
deseables tanto en plantas como anima-
les, diagndstico de enfermedades heredi-
tarias, andlisis de pedigries, tipificacion
forense, andlisis de paternidad, monitoreo
de poblaciones silvestres, identificacion
de familias, medicién de variabilidad ge-
nética, construcciéon de mapas genéticos
(localizacién genes en los cromosomas),
bisqueda de marcadores de ADN ligados
a rasgos genéticos y tipificacién micro-
biana, entre otros. La unica desventaja de
AFLP es la dificultad que tiene para dis-
cernir co-dominancia. Es decir, un locus
homocigoto (AA) y uno heterocigoto
(Aa) pueden verse iguales, ya que A es
amplificado y se aprecia una banda en
ambos casos. Para poder distinguirlos se
requiere un equipo altamente sensible y/o
software especializado (Moen et al.,
2004c).
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Marcadores AFLP

Por su alto grado de re-
solucion, versatilidad y reproducibilidad,
asi como su costo relativamente bajo, los
marcadores moleculares generados por
AFLP estan siendo empleados con mayor
frecuencia en diversas dreas, incluyendo
estudios sistemadticos, tipificacion, genéti-
ca de poblaciones, huella genética y
mapeo de rasgos cuantitativos o fenotipi-
cos (QTL).

El método de AFLP se
basa en la amplificacion selectiva de
fragmentos de ADN gendmico digerido
con enzimas (Figura 2). En forma gene-
ral, el ADN gendémico es incubado con
dos endonucleasas o enzimas de restric-
cion que producen fragmentos de diferen-
tes tamafos. Para AFLP, por un lado, co-
munmente se usan EcoRI, Asel, HindlIll,
Apal y Pstl, las cuales requieren 6-8 ba-
ses en secuencia especifica para poder
hidrolizar, lo que genera fragmentos muy
grandes debido a la baja frecuencia de
estos sitios de corte. Para aumentar el nu-
mero de cortes, por otro lado, la diges-
tion se lleva a cabo en combinacién con
otra enzima (Msel 6 Taql) que solamente
necesita 4 bases y que, por lo tanto, ge-
nera mayor numero de fragmentos. En
ambos casos, las enzimas tienen alta es-
pecificidad, garantizando la reproducibili-
dad del patrén de fragmentos de ADN.

A los fragmentos gene-
rados se les acopla unos “adaptadores”
(oligonucledtidos sintéticos) de doble ca-
dena, de 10-30pb, en los extremos, utili-
zando la enzima T4 ADN ligasa. Estos
“adaptadores” de secuencia conocida, son
utilizados para la amplificacién por PCR,
utilizando primers complementarios. Los
primers contienen ademds una extension
de 1 a 3 nucledtidos en el extremo 3’ vy,
si es necesario para su deteccién, una
marca radioactiva o fluorescente. Con es-
tos primers, solamente se amplificardn los
fragmentos que contengan los nucledtidos
extras, ademds de aquellos del “adapta-
dor”. Esto permite llevar a cabo la ampli-
ficaciébn bajo condiciones astringentes,
dandole selectividad y reproducibilidad al
método. Los productos amplificados son
separados en un gel de poliacrilamida y
el polimorfismo se identifica por la pre-
sencia o ausencia de una banda determi-
nada (Vos et al, 1995).

Aunque existe una co-
rrelacidn casi lineal entre el nimero de
fragmentos amplificados y el tamafio del
genoma (Vos et al., 1995), también in-
fluye la complejidad de éste, las enzimas
seleccionadas y el nimero y tipo de
nucledtidos selectivos de los primers. La
técnica permite probar diferentes primers
que se diferencian solamente por los
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nucledtidos extras del extremo 3°, los
cuales dan diferente nimero de bandas.
En algunos casos el nimero de bandas
es muy grande y no permite el andlisis,
o no es confiable. Por eso, se ha pro-
puesto que lo ideal es amplificar entre
50 y 100 fragmentos por cada juego de
primers (Blears et al., 1998; Vos et al.,
1995).

AFLP en Acuicultura

Dos retos muy importan-
tes en la produccion acuicola son reducir
el impacto de las enfermedades y mejorar
la tasa de conversion alimenticia. Es por
eso que los genetistas actualmente traba-
jan en determinar la arquitectura genética
de los rasgos de resistencia a enfermeda-
des o de conversiéon alimentaria. Dentro
de sus ventajas y aplicaciones, los marca-
dores moleculares generados por AFLP se
han utilizado para identificar los genes
que codifican para una caracteristica de-
seable o QTL (qualitative trait locus) y
tomarlos como indicadores para progra-
mas de mejoramiento genético (Hulata,
2001). Por otro lado, muchas de las espe-
cies cultivables no solo son estudiadas
por la produccion de alimentos, sino que
ademds se estdn utilizando como modelo
de investigacion en desarrollo, reproduc-
cién, evolucién, ecologia, inmunologia,
etc., donde los AFLP son ampliamente
utilizados.

En peces

Los peces son posible-
mente los organismos cultivables de ma-
yor importancia en la industria alimenta-
ria, con una producciéon mundial de 41,9
millones de toneladas en 2003 (FAO,
2004), por lo que su estudio se ha inten-
sificado. Dentro de los peces de cultivo
mas estudiados estan los salmoénidos (tru-
cha y salmoén), tilapia, bagre, cabrilla y
mero, entre otros.

Salmonidos. Salmén y trucha son espe-
cies importantes para la acuicultura co-
mercial, tanto como alimento y como
atractivo turistico y deportivo. Ademads, el
genoma del salmén (Salmo salar) estd
siendo utilizado como un modelo para es-
tudiar el proceso evolutivo por duplica-
cion de genes (Ohno, 1970; Force et al.,
1999). Por su parte, la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) ha sido estudiada
desde el punto de vista biomédico princi-
palmente en carcinogénesis, toxicologia e
inmunologia comparada (Thorgaard et al.,
2002).

Empleando AFLP se han construido
mapas génicos del salmén Atlantico
(Moen et al., 2004c) y se estin bus-
cando los genes que confieren resisten-

cia a la anemia del salmén (ISA)
(Moen et al., 2004b), un avance que
incrementard el rendimiento en el cul-
tivo de esta especie. En la trucha,
AFLP se ha aplicado para construir
mapas génicos y buscar diversos QTLs
(Nichols et al., 2003), incluyendo los
genes involucrados en la resistencia al
virus de la necrosis hematopoiética
(IHNV; Rodriguez et al., 2004), los
que controlan actividad celular asesina
(NK-like activity; Zimmerman et al.,
2004), de genes involucrados en efi-
ciencia alimenticia y crecimiento
(Zimmerman y Wheeler, 2005) y de
marcadores relacionados al sexo (Felip
y Young, 2005). Ademds, se ha utiliza-
do AFLP para el andlisis de impacto
ecolégico en trucha arco iris, detectan-
do biomarcadores de impacto de toxi-
cos y otros agentes antropogénicos
(Bagley et al., 2001).

Tilapia. Es una de las especies cuyo
consumo ha ido aumentando rdpida-
mente y donde la acuicultura tiene
gran participacién al proveer la mayor
parte. Las tilapias pertenecen a la fa-
milia Cichlideae, con cerca de 3000
especies, por lo que han sido modelo
para estudios evolutivos y especiacion
genética, entre otros (Albertson et al.,
2003a, b; Hofmann y Fernald, 2001).
En estas especies AFLP se ha utilizado
para la construccién de mapas génicos
de tilapia del Nilo (Oreochromis ni-
loticus; Kocher et al., 1998) y para la
busqueda de QTLs de tolerancia al frio
y ganancia de peso corporal en hibri-
dos (Moen et al., 2004a). También han
sido utiles para monitorear cruzas en-
tre diferentes especies con intencién de
obtener una tilapia mejorada, con ma-
yor tolerancia al frio y a la salinidad
(Agresti et al., 2000), asi como para el
seguimiento de la induccién de
ginogénesis (método tradicional de
produccién de lineas puras de peces) y
para poder monitorear marcadores liga-
dos o especificos del sexo (Ezaz et al.,
2004).

Bagre. Es el pez cultivado de mayor
consumo en EEUU. Actualmente se
realizan estudios con bagre de canal
(Ictalurus punctatus) utilizando AFLP
para analizar la diversidad genética en
stocks de organismos domesticados,
obtencién de la huella genética como
criterio para seleccion de pies de cria
y manejo para futuros andlisis de inte-
raccion entre poblaciones de bagre do-
mesticados y salvajes (Mickett et al.,
2003). Los marcadores AFLP también
se han utilizado para construccién del
mapa génico (Liu et al., 2003) y andli-
sis genético del bagre de canal y del
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bagre azul (I. furcatus) y de sus hibri-
dos (Liu et al., 1998). Los AFLP tam-
bién se han empleado para la construc-
cion del mapa genético del bagre cami-
nador (Clarias macrocephalus; Poom-
puang y Na-Nakorn, 2004) y del bagre
de rio malayo (Mystus nemurus), Yy
para determinar la variacién genética
entre 5 poblaciones silvestres (Chong
et al., 2000).

Cabrilla y Mero. El cultivo de estas es-
pecies alcanza gran éxito en EEUU vy
Australia, sobresaliendo la cabrilla ra-
yada (Morone saxitilis), la lobina blan-
ca (M. chrysops) y sus hibridos, prefe-
ridos para el cultivo comercial. Estas
especies han sido utilizadas como mo-
delos en estudios inmunolégicos (Gau-
thier et al., 2003), de respuesta a conta-
minantes ambientales (Regala y Rice,
2004) y en fisiologia reproductiva (Hi-
ramatsu et al., 2004), entre otros. En
estas especies se ha utilizado AFLP
para verificacion de ginogénesis (Felip
et al., 2000) y para detectar variacién
genética en los géneros Morone y Thu-
nnus (Han y Ely, 2002).

Otros peces. El pez arowana asidtico
(Scleropages formosus), también llama-
do pez dragdn, es una especie de orna-
to que estd altamente amenazada. Me-
diante AFLP se ha estudiado la diver-
sidad genética y estructura de pobla-
ciéon en tres reservas de animales en
cautiverio, con miras a un programa de
cria con fines de conservacion y repo-
blacién (Yue et al., 2004). Los AFLP
también se han wusado en estudios
filogenéticos en anguila eléctrica afri-
cana (Mormyroidea; Sullivan et al.,
2005).

En crustdceos

Sin lugar a dudas, el
camarén es el crusticeo que mds se
cultiva. La camaronicultura aporta mas
del 30% del volumen de camardén con-
sumido mundialmente. Sin embargo,
esta industria adolece de cuantiosas
pérdidas debido a la diseminacién de
patégenos como los virus de la Man-
cha Blanca (WSSV), Cabeza Amarilla
(YHV) y Taura (TSV). Esto ha hecho
necesario conocer la relaciéon entre el
camarén, el medio ambiente marino y
los patégenos emergentes. Dado que
tiene un sistema inmune (Montafio-
Pérez et al., 2005) y respuestas antivi-
rales innatas (Robalino et al., 2004),
se ha propuesto el desarrollo de herra-
mientas genéticas aplicables a estudios
de salud y enfermedad del camardn.
Existen técnicas moleculares para re-
conocimiento y control de enfermeda-
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des, asi como para el control efectivo
de la reproducciéon y el desarrollo de
lineas resistentes domesticadas (Ben-
zie, 1998).

Los AFLP han sido
muy dutiles en camaronicultura (Mon-
tafio-Pérez et al., 2004) para establecer
pedrigies, construccién de mapas gené-
ticos e identificacion de QTLs que
influencian rasgos comerciales especi-
ficos, como se ha realizado en Penacus
japonicus (Moore et al., 1999); para
mapeo genémico de P monodon
(Wilson et al., 2002), P. japonicus (Li
et al., 2003), mapa de genes ligados al
sexo en L. vannamei (Pérez et al.,
2004) y seleccién de reproductores en
P. chinensis (Zhang et al., 2004), y
para identificacion y estudios filo-
genéticos de 6 especies de camarones
penéidos (Wang et al., 2004). Los mar-
cadores AFLP también se han aplicado
para estudiar otros crustidceos relacio-
nados con la camaronicultura; como es
el caso de la busqueda de diversidad y
diferenciacion genética en especies de
Artemia (Sun et al., 1999), cangrejos
comestibles (Gomez-Uchida et al.,
2003) y langostinos (Fetzner y Cran-
dall, 1999). En el mismo contexto, los
AFLP se han utilizado para la tipifica-
cién de bacterias, lograndose diferen-
ciar las que actian como probidticos y
aquellas que son patdgenos para el ca-
marén (Vandenberghe et al., 1998,
1999). Ademas, el método ha sido
aplicado para la identificacién de nue-
vas especies de Vibrio (Thompson et
al., 2003).

Moluscos

Entre los moluscos
mds cultivados estdn el ostién del Este
(Crassostrea virginica) y del Pacifico
(C. gigas), los cuales, ademds del inte-
rés comercial, son objetos de estudio
en aspectos evolutivos y reproductivos.
Estos organismos también tienen un
importante papel ecoldgico en los am-
bientes costeros y estuarios que rapi-
damente se han ido degradando.

Los AFLP se han apli-
cado para la construccién del mapa ge-
némico de los ostiones C. gigas y C.
virginica (Yu y Guo, 2003) y de la al-
meja china Zhikong (Chlamys farreri).
Estos mapas son de utilidad en los
programas de seleccién de reproducto-
res (Li et al., 2005) y especificamente
se estan utilizando en el analisis gené-
tico de lineas selectas de C. virginica
(Yu y Guo, 2004). Por otro lado, tam-
bién utilizando AFLP, se determiné el
origen y el vector de invasién del me-
jillén cebra (Dreissena polymorpha),

considerado nocivo e introducido en
aguas irlandesas (Pollux et al., 2003).

Perspectivas

Para mantener sus ven-
tajas productivas y ser competitiva, la
acuicultura deberd aplicar y mantener
programas de mejoramiento genético,
principalmente asistida con marcadores
moleculares ya que, en los préximos
30 afios, la presién se intensificard por
varias razones:

- El crecimiento poblacional demanda-
rd mds de lo que las pesquerias podrdn
satisfacer. La pesca ocednica se ha es-
tabilizado en aproximadamente 100
millones de toneladas al afio, por lo
que los volimenes demandados debe-
ran ser satisfechos por la acuicultura.

- Los sistemas acuicolas que manejan
organismos silvestres de linaje descono-
cido reportan mayores pérdidas econd-
micas por brotes epidémicos. La solu-
cion que se ha propuesto es el desarro-
llo de cepas genéticamente resistentes a
patégenos o con mayor resistencia.

- El crecimiento de la produccién se
verd enfocado a la intensificacion dada
por la eficiencia en la produccién por
unidad de drea y no al incremento de
las dreas de producciéon. Mediante el
mejoramiento genético se logran pro-
ducir animales domesticados con mejor
desempeifio en el cultivo.

Asi, el mejoramiento
genético a través de la cruza selectiva
brinda la capacidad de cultivar una
mejor calidad de organismos en menor
tiempo, con mayor supervivencia y el
menor costo. En este contexto, el uso
de AFLP como herramienta molecular
ha demostrado sus ventajas, y su apli-
cacion permitird lograr estos objetivos
en menor tiempo.
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AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) AND ITS APPLICATION IN AQUACULTURE
Karla Montafio-Pérez, Enrique Villalpando-Canchola and Francisco Vargas-Albores

SUMMARY

Aquaculture, as a growing economical activity, requires the
employment of techniques and strategies that permit to solve
problems in order to be efficient. Regarding genetic improve-
ment of aquatic species, a meticulous selection of the
broodstock looking for specific traits must take place. Nowadays
it is possible to identify at a genomic level the desirable
broodstock traits as well as determination of the genetic diver-
sity in and between families and populations, to establish pedi-

gree lines, and paternity tests. The technique called amplified
fragment length polymorphism (AFLP) has been successfully
used for the generation of genetic markers that are applied in
genetic studies disciplines including genomics of aquatic spe-
cies, where it has contributed in the domestication of many im-
portant species for aquaculture. The present review covers the
most relevant uses and findings of AFLP in aquaculture.

AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) E SUA APLICACAO EM AQUICULTURA
Karla Montafio-Pérez, Enrique Villalpando-Canchola e Francisco Vargas-Albores

RESUMO

A agiiicultura, como atividade econdmica em crescimento, re-
quer o emprego de técnicas e estratégias que lhe permitam so-
lucionar problemas para ser eficiente. Dentro do contexto de
melhoramento genético dos organismos cultivdveis, se requer da
selecdo de organismos reprodutores que possuam as melhores
caracteristicas em taxa de crescimento, de conversdo alimenti-
cia e de resisténcia a enfermidades, entre outras. Hoje em dia
se dispoe da metodologia que permite identificar a nivel
gendmico as caracteristicas requeridas para selecionar aos me-
lhores reprodutores, além de determinar a diversidade genética

entre familias e populagdes, estabelecer linhas de pedigri e de-
terminar paternidade. A técnica denominada AFLP (amplified
fragment length polymorphism) fem sido exitosa para gerar
marcadores moleculares que sdo aplicados em estudos genéticos
em uma ampla gama de disciplinas, incluindo gendémica de or-
ganismos cultivdveis, onde tem aportado importantes avangos
para a domesticacdo de espécies agiiicolas. Este trabalho revisa
as descobertas e usos mais relevantes da aplicagdo de AFLP
em agiiicultura.
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