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RESUMEN

Muestras dé.itopenaeus vannamaéieron colectadas en siete localidades a lo largo de

la costa ecuatoriana desde Esmeraldas hasta Machala. Se implementé la técnica de
microsatélites no anclados ISSR, para estudiar la estructura poblacional de esta especie.
Se observ6 una alta heterocigosidad (entre 0,14 y 0,28 ) y un polimorfismo entre el 50%
y el 85,1% (p=95%). Los valores maximos de distancias genéticas generados a través
del coeficiente de Nei (1978) para dos primers y su combinacion fueron de 0,007, 0,006
y 0,022, respectivamente. Los valores de Fst entre 0,006 y 0,031 y el andlisis de
varianza molecular (AMOVA) en los que no se presentd diferencias significativas,
indican que no existe una estructura poblacional entre los puntos de muestreo colectados
a lo largo de la costa ecuatoriana. La poblacion ecuatoriana corresponderia a un grupo
panmictico que se extiende en el rango estudiado. Debido a que la técnica de ISSR es un
marcador dominante se deberan realizar estudios con marcadores codominantes tipo

microsatélites para confirmar nuestros resultados.
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ABSTRACT

Samples of the white shrimpitopenaeus vannamewere collected along the
Ecuadorian seashore from the provinces of Esmeraldas to El Oro. For comparison a
Nicaraguan sample was included. Nonanchored Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
markers were implemented to determine the genetic structure. A high level of
heterozygosity was observed - between 0.14 and 0.28 - whereas polymorphism (P95%)
ranged from 50% to 85,1%. The maximum genetic distances determined by Nei's
coefficient were 0.007, 0.006 and 0.022. TheValues ranged from 0.014 to 0.034 and

an AMOVA showed no significant differences. We therefore conclude that there is no
genetic structure within the groups sampled throughout the Ecuadorian seashore. The
population is considered panmictic along the sampling area. Since ISSRs are dominant
markers, further research must be done with codominant markers such as microsatellites

to confirm the panmixia within this population.



1. INTRODUCCION

El sector camaronero ha tenido un desarrollo alto durante los ultimos 20 afios a nivel
mundial. Como resultado de esto, paises como Tailandia, Indonesia, Vietham, China, India,
Ecuador, México, Colombia, Peri y Panama han reforzado su produccion camaronera tanto

para consumo interno como para exportacion.

Para el Ecuador, hasta antes de la llegada de la mancha blanca, el camaréon fue el tercer
producto de exportacion después del petréleo y el banano. Este producto generé durante los
afios 1997 y 1998 ingresos que superaron los 800 millones de ddlares anuales (Camara
Nacional de Acuicultura, 2001).itopenaeus vannameis la especie de camaron mas

importante en la economia del Ecuador.

Hartl y Clark (1997) definen la diversidad o variabilidad genética como “la variedad de
diferentes genes en una poblacion reproductiva, dentro de una especie o dentro de todas las
especies encontradas en un area dada” y por ende, la capacidad a responder tanto a cambios
de indole ambiental como a transformaciones dadas por algun tipo de seleccion, ya sea
natural o generada con algun propésito. Al evaluar esta variabilidad a través de estudios de
poblaciones silvestres se ha llegado a la caracterizacién e identificacion de grupos base para
especies que tienen una importancia comercial, determinando la presencia de stock de
poblaciones con los cuales se pueden crear esquemas de manejo del recurso y mejorar a

largo plazo la sostenibilidad (Philigb al, 1993).



Estos estudios de poblaciones de animales son una herramienta Gtil para los programas de
conservacion, que en los ultimos afios han tomado un gran auge. La importancia de la
biodiversidad y su conservacion queddé patente a partir de la cumbre de las Naciones Unidas
sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo realizada en Rio de Janeiro en 1992. La perdida
de diversidad genética merma nuestra capacidad para mantener y mejorar la produccion
pecuaria y reduce la aptitud para hacer frente a nuevas condiciones ambientales (FAO,

http://fao.org/dad-is

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 informacién a cerca de alelos raros, decrecimiento de la heterocigosidad e
incremento en los niveles de entrecruzamiento dentro de los programas de cria (Lester,

1983; Sunden y Davis, 1991).

En el Ecuador, las poblaciones silvestres de camardn han sido afectadas por la explotacion
pesquera, la actividad camaronera y eventos naturales. En el estudio realizado por el
Programa de Recursos Costeros durante 1999 en la costa norte ecuatoriana se observo la
disminucién de la poblacion de reproductores de camarén. Esta reduccion fue rapida en los
afios 1954 y desde 1987 ha sido paulatina (Mosateabh, 1998). También se encontrd

gue fendmenos como la Nifia estan relacionados con dicha disminucion, desestabilizando
las poblaciones naturales de camarén (PMRC, 1999). Lo anterior, unido a la incidencia de

enfermedades en animales de cultivo (Lightner, 1993) conducen a la necesidad de



establecer una industria mas estable desde el punto de vista productivo. Por lo cual se ha
impulsado la implementacién de programas de mejoramiento genético en camaron. Para
lograr un programa genético con buenas probabilidades de éxito es necesario generar una
estructura genética y una variabilidad amplia en las poblaciones base de seleccion. La
implementaciéon de programas adecuados permitiria desarrollar stocks domésticos libres de
enfermedades o resistente a ellas (Wyeaal, 1993; Carret al, 1996). Para ello es
necesario tener poblaciones stock de animales silvestres cuya caracterizacién, en cuanto a
variabilidad y estructura genética se ha conocida y asi poder tener material disponible para
aumentar variabilidad genética en el caso que se encuentre una disminucién de ésta durante
el programa de mejoramiento. Ademas, la caracterizacién y determinacion de la estructura
de los camarones silvestres apoyaria el sector pesquero al crear programas de optimizacion

del recurso al identificar poblaciones y optimizar el recurso.

A nivel de programas de mejoramiento genético en camarones se ha demostrado el
potencial de marcadores especificos para familias considerando su variabilidad, utilizando
diferentes técnicas como RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic ADN) (Getdah,

1994), ADN mitocondrial (Garcia-Machaebal, 2001), y microsatélites o Short Sequence
Repeats SSRs (Garataal.,1996) y RFLPs (Garcia y Benzie, 1995). Se ha observado
pérdida de variacién genética a través de isoenzimas en camarones (Tam y Chu, 1993; Ball
et al,1998), pero no es muy claro si esta pérdida de variacion espacial en muchos estudios
refleja una alta dispersion de las especies o una baja sensibilidad de la técnica (Hedgecock

et al.,1982; Benzie, 1998). Sin embargo, estudios con isoenzimas (Bxradie1992) y



ADN mitocondrial (Benzieet al, 1993) han demostrado diferenciacion genética a escalas

de miles de kilbmetros.

Una nueva fuente de marcador genético, los ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeat)
sobrepasan algunas de las limitaciones encontradas con las técnicas de isoenzimas, RAPDs
y RFLPs (Ratnaparkt al, 1998). Su alto grado de polimorfismo ha sido utilizado como
método de “fingerprinting” en varias especies horticolas y frutales de importancia
econdmica. lgualmente, con este método se han encontrado niveles de variabilidad genética

en algunas especies de gimnospermas.

El presente estudio pretende caracterizar la variabilidad genética y estructura de la
poblacién silvestre del camarén blancovannameia lo largo de la costa ecuatoriana

utilizando la técnica de ISSRs no anclados. El cual serviria como base en los programas de
mejoramiento que se vienen implementando en el Ecuador al tener material disponible para

aumentar la variabilidad genética y poder evitar el entrecruzamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 GENETICA DE POBLACIONES

Una poblacion puede definirse como el conjunto de individuos que pueden intercambiar
libremente y entre todos ellos material genético a través del proceso reproductivo y generar
una descendencia fértil (Vazquez, 199B)uchos organismos forman naturalmente
subpoblaciones como manadas, rebafios, colonias u otro tipo de agregacion, los cuales se
desarrollan en habitats naturales en donde se presentan zonas favorables alternadas con
areas desfavorables. Estas areas favorables pueden llegar a sufrir desarreglos en su
organizacion debido a agentes naturales como fuegos, inundaciones y pueden producir

diferencias y subdivisiones en las poblaciones (Hartl y Clark, 1997).

Los procesos evolutivos se presentan en las poblaciones, porque los cambios ocurren en el
genomio de la especie, el cual esta constituido por el material genético colectivo de toda la
poblacion. Los cambios evolutivos s6lo se manifiestan después de ciertos periodos, ya que
las variaciones de una generacion a otra son pequenas (Sturtevant, 2001). Se entiende por
diferenciacion genética a la adquisicion de frecuencias alélicas que varian entre las
subpoblaciones. Las diferencias genéticas pueden ser el resultado de la seleccion natural,
favoreciendo diferentes fenotipos en diferentes subpoblaciones, pero también puede resultar
de procesos aleatorios en la transmision de alelos de una generacion a la siguiente. Este

fendmeno es conocido como deriva genética (Hartl y Clark, 1997).



La genética de poblaciones estudia la herencia en grupos de individuos, a través de los
patrones de variacion genética que pueden existir dentro de un grupo y como estos patrones
cambian o evolucionan a través del tiempo. Las variaciones en una poblacién son
transmitidas a la siguiente generacion a través de la reproduccion cuando los gametos se
unen para formar los cigotos. La frecuencia genética se predice de acuerdo a el enunciado
de la Ley de Hardy-Weinberg (Sturtevant, 2001). Esta ley sostiene que las proporciones
genotipicas permanecen constantes de una generacion a la siguiente en una poblacién que
posee los siguientes criterios: apareamiento al azar, estar libre de mutaciones, tener un
tamafio grande, con el cual cambios al azar en las frecuencias alélicas no son significativas,
no tener migraciones y que en ella no ocurra la seleccién natural (Ryman, 1997). Si se
produce una desviacion en la frecuencia gendmica se debera a una presién selectiva en la
poblacion o a la existencia de procesos de migracién, mutacion o deriva genética

(Sturtevant, 2001).

La cantidad de variacién heredable dentro de una poblacién es importante por varias
razones. Es determinante para medir el potencial para que se realicen cambios evolutivos y
adaptativos. A través de esta variacion se puede llegar a identificar las fuerzas evolutivas y
como afectan las poblaciones, incrementando o decreciendo dicha variacion. Ademas, el
surgimiento de nuevas especies dependera de la cantidad de variacién genética dentro de la

poblacién (Griffithset al., 1999).



2.2. TECNICAS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE LA VARIBILIDAD

GENETICA

El aspecto de un individuo (fenotipo), es la resultante de la interaccién del componente
genético (genotipo) con el ambiente. Si se estudia una poblacién en el mismo ambiente, se
puede asumir que las variaciones entre individuos se deben a diferencias en la constitucién

genética, por lo tanto estas diferencias seran heredables en mayor o menor grado.

Dentro de las técnicas de marcadores moleculares utilizados para medir la variabilidad
genética se encuentran: isoenzimas, ADN mitocondrial, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified

Fragment Length Polymorphism (AFLP), microsatélites (SSR) e Inter Simple Sequence

Repeat (ISSR).

Un buen marcador es aquel que, en la misma localizacibn gendmica, tiene variacion entre

diversos animales dentro de la misma especie (Jiménez y Collada, 2000). Esto permite que
se pueda seguir la diversidad genética entre las familias y las poblaciones, establecer las
lineas de pedigries centradas alrededor de la expresion deseada de ciertos rasgos y

determinar linajes verticales y horizontales.



2.2.1. Electroforesis de Proteinas- Isoenzimas:

El estudio moderno de la variacion a nivel de los genes comenzd en los afios 60 con el
desarrollo de una metodologia para cuantificar la variacién proteica en loci génicos Unicos
(Kreitman y Akashi, 1995). Recibe el nombre de electroforesis de isoenzimas, debido a que
este método es utilizado para la examinacion de variaciones de un locus particular. Las
isoenzimas son las diferentes formas de una proteina codificadas para varios alelos de un
locus. El proceso de electroforesis de isoenzimas comienza con la separacion de estas en un
campo eléctrico en un medio sélido, ya sea un gel de almidén, acetato de celulosa o
acrilamida de acuerdo al tamafio y forma de las mismas. El revelado puede ser por tincion o

generando una catalisis de la enzima al utilizar un sustrato especifico (Hoelzel, 1998).

2.2.2. ADN mitocondrial

En los afios 1980 se comenz6 a analizar ADN mitocondrial para resolver las preguntas de
evolucion molecular y biologia poblacional. En estos estudios se realizé la identificacion y
reconocimiento de especies y asi, se obtuvo la documentacion de los cambios genéticos en
poblaciones que ocurren en periodos cortos de tiempo a través de la variacion de los acidos
nucleicos (Whiteet al, 1998). El procedimiento de esta técnica comienza con la obtencion
de sitios de restriccion o analisis de fragmentos de ADN mitocondrial, secuenciacion de
regiones especificas del genoma mitocondrial y amplificacién por PCR. Tradicionalmente,
el ADN mitocondrial es aislado por lisis de la mitocondria, la cual previamente ha sido

separada del nucleo y otros organelos por centrifugacion diferencial. La separacion de los



fragmentos de ADN se pueden llevar a cabo en geles de agarosa y poliacrilamida y el

revelado bajo técnicas de tincion o radioactividad (Whkitel., 1998).

2.2.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism):

Esta técnica consiste en someter al ADN en estudio a digestiones enzimaticas (Grodzicker
et al, 1974). Luego de digerir el ADN se procede a colocar el producto en un gel de
agarosa, para ser sometido a la accion de corrientes eléctricas (electroforesis). Para poder
visualizar el ADN, se trasladan los fragmentos a una membrana de nylon o de
nitrocelulosa, a la que luego se le aplica una sonda (oligonucle6tido complementario a una
secuencia conocida) que se unird a su secuencia complementaria, generando una marca que

permite su visualizacién.

Por medio del estudio de la relaciéon de las bandas polimérficas y monomérficas

encontradas, se puede calcular valores que indican las relaciones familiares entre los

individuos. De esta forma se pueden caracterizar familias, subpoblaciones, poblaciones, etc.

2.2.4. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA):

La técnica de RAPD, desarrollada paralelamente por Welsh y McClelland (1990) y
Williams et al. (1990) tiene como base la reacciéon de polimerizacion en cadena o PCR
(Polymerase Chain Reaction). Esta técnica involucra la utilizacion de oligonucleétidos
arbitrarios cortos, que amplifican segmentos aleatorios dentro del genoma. La RAPD tiene

la ventaja de que no es necesario tener informacién previa del genoma de los individuos a
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estudiar. Sin embargo, tiene la tendencia de generar artefactos debido a su alta sensibilidad
a las condiciones de PCR, por lo que su reproducibilidad no es muy consistente (Silva y

Russo, 2000).

2.2.5. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism):

La técnica de AFLP (Vost al, 1995) combina los principios de los RFLP y los de la PCR.

El ADN en estudio es sometido a la digestion de dos enzimas de restriccion, luego se unen

a los fragmentos "adaptadores", oligonucleétidos que tienen un extremo complementario a
los cortes generados por las enzimas. Como se conocen las secuencias de los adaptadores,
se elaboran primers especificos, a los cuales se les agregan 1, 2, o 3 bases en el extremo 3°
con la finalidad de disminuir la cantidad de bandas amplificadas. Con el ADN digerido y

los primers, se corre la PCR y el producto amplificado se visualiza en un gel de

poliacrilamida donde se establece la relacion de bandas monomarficas y polimorficas.

2.2.6._Microsatélites (Simple Sequences Repeats):

Los microsatélites (Litt y Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber y May,1989) son secuencias de
bases repetidas en el ADN, que en su mayoria corresponden a regiones no codificantes, es

decir que no se traducen en proteinas.

El aislamiento de microsatélites es una actividad muy laboriosa que consta de varios pasos.
Primero se digiere el ADN con enzimas de restriccion para cortarlo en fragmentos

pequeios, luego cada uno de estos fragmentos es incorporado a un vector, que puede ser un
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plasmido o un phago, estos vectores son introducidos en bacterias que son sembradas en
medios especiales. Con una sonda se identifican las colonias que llevan el vector que ha
incorporado el fragmento correspondiente al microsatélite. Se realiza el reaislamiento del
vector y se secuencia el fragmento incorporado. Con esta informacion se elaboran primers
con la secuencia flanqueante del microsatélite. Estos primers sirven para amplificar un
fragmento por PCR y se estudia la variabilidad que presenta el microsatélite en los

diferentes individuos.

2.2.7.1SSR (Inter-Simple Sequence Repeat):

El sistema de marcador llamado Inter-secuencias repetitivas simples (ISSR por sus siglas
en ingles), ha sido recientemente desarrollado (Qi@b 1994; Zietkiewiczt al.,1994;
Godwin et al, 1997). Estos primeros estudios se enfocaron en la identificacion de

variaciones genotipicas de planta con importancia en agricultura.

Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios que se caracterizan por repeticiones de di o tri
nucleotidos, formados por 4 a 10 unidades. Se basa en la PCR y busca detectar secuencias
simples repetitivas (SSR) sin que se conozca las secuencias Unicas que flanquean cada una
de las SSR (Bornet y Branchard, 2001). Los microsatélites son cortos, usualmente poseen
de 10 a 20 pares de bases, son hipervariables por lo que pueden llegar a expresar
variaciones dentro de poblaciones y entre diferentes especies. Estudios de heredabilidad de
locus ISSR han demostrado tener una excelente aproximacioén a las proporciones

mendelianas (Tsumued al, 1996).
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Figura 1. Esquema generacién ISSRs.

Existen dos tipos de ISSRs, los no anclados y los anclados. Los primeros son llamados
microsatellite-primer PCR o0 MP-PCR (Meyadral, 1993) y se caracterizan por no tener un

ancla (secuencia conocida de nucleétidos) en el extremo 3" 0 5°. Los anclados en cambio
utilizan primers que presentan una adicion de una secuencia no repetitiva en el extremo 3" 0

en el 5 con el fin de mejorar la especificidad de la reaccion.

Esta técnica se basa en tres principios: (1) cualquier secuencia repetitiva se encuentra
extensamente representada dentro del genoma, (2) las copias adyacentes de una repeticion
particular estaran en la orientacién inversa a una distancia de amplificacién por PCR (entre
2y 3 Kb); y (3) el polimorfismo detectable resultara de inserciones o delecciones entre las

repeticiones o la variacion conservada de la secuencia en un sitio (Zietldealic2994).
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Los ISSRs presentan una alta variabilidad y una alta densidad de mapeo comparado con los
RFLPs y los RAPDs, lo cual es ideal para producir mapas genéticos (Nagaoka y Ogihara,
1997). Estas caracteristicas, a demas de su gran robustez en experimentos repetitivos, su
baja inclinacién a cambios en el patron de las bandas de acuerdo a concentracion de ADN o
cambios en sus constituyentes, su rapidez en la utilizacion y facil manejo, hacen ha ésta
técnica superior a otros marcadores en investigacion de variacion genética (Fang y Roose,

1997).

Los ISSRs son una herramienta adecuada para la documentacién de la variabilidad genética
en plantas gimnospermas (Tsumetaal, 1996). También con esta técnica se pueden
observar patrones de hibridizacién en poblaciones vegetales naturalesdiéb)f&998).

Se ha llegado a estudiar la variacion individual y poblacional de invertebrados marinos
(Abbot, 2001). En camarones esta técnica ha sido utilizada para la deteccién de marcadores
ligados a resistencia en IHHNV é&fitopenaeus stylirostrigHizer et al, 2002) y para la

identificacion individual y correlacion con el crecimientoLewanname{Zhinaula, 2002).

2.2.8._Andlisis de poblaciones en camarones

Los estudios realizados en poblaciones de camarén han mostrado resultados discrepantes en
cuanto a variabilidad y diferenciacion genética. Una buena cantidad de trabajos se basan en
la técnica de isoenzimas en los cuales se ha observado en general bajos niveles de variacion
genética. Dentro de las especies estudiadas se encuEatfantepenaeus aztec(lsester,

1979; Ballet al.,1998), Fenneropenaeus chinengiBam y Chu, 1993)-arfantepenaeus
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duorarum(Lester, 1979, 1983; Badit al.,1998),Penaeus monodgMuller y Latter, 1980;
Benzieet al., 1992, 1993; Tam y Chu, 1993; Benzie, 1999, 2000; Suganah, 2002),
Fenneropenaeus merguiengMuller y Latter, 1980; Tam y Chun, 1993)itopenaeus
schmitti(Espinoseet al, 2002),L. vanname{Lester, 1983; Sunden y Davis, 1991; Garcia
et al.,1994; De la Rosa-Vélezt al., 1999, 2000)Farfantepenaeus californiens{®e la

Rosa-Vélezt al, 2000),L. stylirostris(Lester, 1983; De la Rosa-Véletal.,2000).

En los estudios realizados cBn monodorse han observado diferencias en el grado de
variabilidad genética de acuerdo a la técnica utilizada para el andlisis. Bealzig 992)
encontraron una variabilidad genética con heterocigosidades entre 0,045 y 0,103 en
poblaciones australianas de camarén a través de la técnica de isoenzimas. Por otro lado, se
ha detectado diversidad genética (Fst 0,016, @01), de esta especie en grupos de

Australia a través de microsatélites (Broo&eal., 2000).

Por medio de la técnica de isoenzimas se ha detectado estructura de poblacién en otras
especies de camarén. En un estudio realizado en el Golfo de California con las dspecies
californiensisy L. stylirostris se establecié una diferenciacion entre las dos especies y
dentro de las poblaciones de cada especie con valores de Fst de 0,182 y 0,372

respectivamente (De la Rosa-Véletzal, 2000).

En varias especies de Peneidos a través de RFLPs (6aatid994), RAPDs (Garciat
al., 1994; Garcia y Benzie, 1995; Aubert y Lightner, 2000;) y microsatélites (Lester, 1979;

Garciaet al, 1996; Tassanakajat al, 1997; Ballet al, 1998; Xuet al.,2001; Cruzet al.,
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2002; Espinosa, 2002; Toreg al.,2002), se ha encontrado un alto polimorfismo, lo cual

hace a estas técnicas Utiles para la determinacion de grados de parentesco entre individuos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Los camarones utilizados para el presente estudio fueron obtenidos a través de la compra de
animales silvestres reproductores a nivel de playa en cuatro Provincias de la costa
ecuatoriana y un grupo de juveniles del Estero Real en Nicaragua (Figuras 2 y 3). El

namero de animales recolectados en cada zona de muestreo estuvo comprendido entre 39 y

16

56 animales, con un peso promedio de 45:8.§,8 g(Tabla 1).

Figura 2. Ubicacién de
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Machala).

Figura 3 Ubicacion de la zona de recoleccién

de la muestra en el Estero Salado, Nicaragua
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Tabla 1. Localizacién geogréficas de las zonas de muestreo

Localidad Provincia Coordinadas NUmero Peso
animales promed.

(9

79° 50" Longitud Oeste

Atacames Esmeraldas 0° 52" Latitud Norte 52 33,9+ 6,9
Pedernales Manabi 8%2 %i tzgg&:;ldm?r?:te 39 39,5+ 9,6

San Clemente Manabi 80;3 iSL Egﬁti%ds?ﬁs'[e 56 45,0+ 8,5

Puerto de Cayo Manabi 80;05 goL Egﬁti%ds?ﬁs'[e 50 45,0+ 6,5

San Pablo Guayas 80;05 SSL Eggti%ds?j?ste 50 56, 3+ 12,3
Posorja Guayas 80;01 iOL Egﬁti%ds?ﬁs'[e 50 52,0+ 13,8
Machala Eloro 90 LongudOeste 5y 4404137

Estero Real Nicaragua 87° 50" Longitud Oeste 50

13° Latitud Norte

Una vez recolectados los animales fueron colocados en alcohol absoluto para ser
transportados al Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM)

hasta la realizacion de las extracciones de ADN.

3.2. EXTRACCION DE ADN

La toma de muestra para la extraccién del ADN fue del musculo abdominal (0,2 g
aproximadamente). Para la extraccién se utilizé una modificaciéon del método de CTAB
(Cetyl trimethyl ammonium bromide) (Shahjahetnal,, 1995). Se coloco el tejido en una
mezcla de 50QL de buffer CTAB (0,1 M tris-base pH 8; 1,4 M NaCl; 0.02 M EDTA; 2%
(w/v) CTAB) y 5L de proteinasa K (2(dg/mL). Las muestras se incubaron a 55 °C por 3
horas. La extraccién se realiz6 con el método de fenol-cloroformo (1:1). EI ADN fue

precipitado con etanol 100% y luego lavado con etanol al 70%. Finalmente, se disolvio el
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pellet en agua milliQ autoclavada y se procedié a determinar la concentracién por
espectrofotometria. Se realiz6 una dilucién 1/20 para la lectura en el espectofotometro
(Gene Quant, PHARMACIA). De acuerdo a las lecturas obtenidas se procedio a realizar las
correspondientes diluciones para tener una concentracién aproximada del20Estg

material permanecié a —20 °C hasta ser utilizado en las amplificaciones de los ISSRs.

3.3.ISSRs

Los ISSRs se obtuvieron mediante la siguiente metodologia. Se realizé un master mix para
un volumen final de reaccién de 1@ con los siguientes componentes: Buffer PCR
(Promeg&), MgCl, (Promeg8), dNTPs (Promedq, primers ISSR (elaborados en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Columbia Britanica, Canadd) y Taq

polimerasa (Promep(Tabla 2).

Tabla 2. Reactivos utilizados en la obtencién de ISSRs.

Reactivo Concentracion original Concentracion final Volumen
(M) (ML)
Agua 9,68
10 X PCR buffer 10 X 1X 1,36
MgCl, 25 mM 2,5 1,36
dNTPs 10 mM 0,2 0,27
Primer ISSR 30uM 0,6 0,22
TAQ 5U L 5 0,11
DNA 20 ng{uL 15

Se adiciond la muestra de ADN y se procedi6é con la amplificacién en cualquiera de los
siguientes termocicladores: PTC 200 MJ Research, Techne Genius y Ericom Delta Cycle |I.

El programa de amplificaciéon utilizado fue: 92 °C por 3 minutos, 34 ciclos con 92 °C por
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40 segundos, 55 °C por 40 segundos y 72 °C por 40 segundos. Finalmente se realizé una

extensiéon a 72 °C por 5 minutos.

3.4. GEL DE POLIACRILAMIDA

Para la elaboracién del gel de poliacrilamida no denaturante al 5% se utilizd acrilamida y
bisacrilamida en una proporcion 29:1; TAE 1X (40mM Tris base, 20 mM acido acético, 1
mM EDTA), Persulfato de amonio (10%) y TEMED. Dicha mezcla se colocé entre dos
vidrios con un espacio de 1 mm y se dejé polimerizar por 2 horas. Las muestras fueron
mezcladas con tampon de carga 6X (0,25% de Azul de Bromofenol, 0,25% de Xileno
cianol y 40% (w/v) de sucrosa en agua destilada) y fue depositado un volumen de 10 mL en

el gel.

Dos secuenciadores manuales, modelo S2 (Life Technologies Gibco BRL) y modelo S3S
(Owl) fueron utilizados para realizar las corridas. Los geles fueron precorridos a 1.000
voltios por media hora en presencia de tampén TAE 1X y 0,5 X y la corrida se realizé entre

600 y 800 voltios por seis horas.

3.5. TINCION DE PLATA

La tincion de los geles se realizé de acuerdo a la metodologia de RBinalsi{1995),
siguiendo cinco pasos: fijacién, impregnacion, lavado, revelado y stop. Para cada uno de

los pasos se prepard una solucién (ver Tabla 3), con un volumen final de 1,5 L. Se
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reutilizaron las soluciones dos vecdga vez revelada las bandas se procedi6 al secado del
gel a temperatura ambiente y preservacion del material cubriendo el gel con una lamina de

acetato.

Tabla 3. Composiciéon de las soluciones para tincion de plata y tiempo requerido.

PASO SOLUCION TIEMPO
(min)
Fijacion 10 % Etanol + 5% Acido Acético 15
Impregnacion 0,011 M Nitrato de plata 25
Lavado Agua desionizada 1
Revelado 0,75 M NaOH + 0,085 M Formaldehido 10-15
Stop 0,07 M Carbonato de Sodio 5

3.6. FOTOGRAFIA Y DOCUMENTACION

La fotografia de los geles se realizé sobre un caja de luz blanca, con una camara Kodak
DC120 y el programa EDAS (Electrophoresis Documentation and Analysis System 120,

Kodak’).

3.7. EVALUACION DE REPRODUCIBILIDAD DE ISSRs

Se realiz6 una prueba con seis primer 834, 835, 841, 861, 862, 867 (Tabla 4) y se corrio el
PCR a una temperatura de alineacion de 55 °C. Se trabajaron muestras por duplicado de

cada individuo y blancos (agua milliQ autoclavada). De acuerdo a los resultados obtenidos
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se escogieron los primers 861 y 862. El criterio de seleccidén se basé en la amplificacion,

reproducibilidad, numero y definicién de bandas.

Tabla 4. Secuencia de primers utilizados.

Primer Secuencia

834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC
867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC

Una vez escogido los dos primers a utilizarse, se procedié a realizar ajustes en las
condiciones de PCR, en cuanto a temperatura de alineacion y concentracién del primer. Se
trabajé con tres temperaturas de alineacion (50, 55 y 60 °C) y tres concentraciones del
primer (0,4, 0,6 y 0,8tM). Las muestras se corrieron en geles de poliacrilamida al 5%.

Finalmente, se escogid una temperatura alineacién de 55°C y una concentracién del primer

de 0,6uM, como las éptimas para realizar el analisis.

3.8. ANALISIS DE LA INFORMACION

Los perfiles generados fueron analizados bajo el software 1D version 3.0 1999 (Eastman
Kodak Company, EE.UU). Para ello se localizaron las bandas manualmente para cada
individuo teniendo en cuenta la comparacién de la muestra original y su réplica,
observando la presencia de los picos en ambas (Figura 4). El tamafno de las bandas se
calculé tomando como referencia dos marcadores de talla de 1 Kb, en un rango entre 1500

bp y 400 bp. Los datos fueron exportados a una hoja de calculo de Excel y ordenados de



22

acuerdo al tamafio de las bandas. Se consider6 como una sola banda aquellos datos que
presentaron una desviacién estandar inferior a 10 unidades. Finalmente se cred una matriz
binaria con los valores de 1 (presencia de banda) y O (ausencia de banda). Estas matrices
fueron elaboradas para cada uno de los primers por separado y una en la cual se

combinaron individuos que fueron analizados con los dos primers (ver anexos).

Mt NN M M PoPo S S C C Cl Cl P P RA

3

Figura 4. Andlisis de los perfiles generados a partir de réplicas (Mt: Marcador de talla, N:
Nicaragua, M: Machala, Po: Posorja, S: San Pablo, C: Puerto de Cayo, CI:
Clemente, P: Pedernales, A: Atacames).

3.8.1. Andlisis Estadistico para variabilidad dentro de las poblaciones.

Usando el software POPGENE version 1.31 (¥ehl, 1999) se obtuvieron el Coeficiente

de Diferenciacion de Nei (Gst) y Gene Flow (Nm) para cada una de las matrices. Los
valores de Heterocigosidad y Polimorfismos (95%) fueron obtenidos con el programa
TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses) version 1.3 (Miller, 1¥73nalisis de

varianza molecular (AMOVA) bajo el método de Excoffatral (1992) fue generado a
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través de la matriz de distancia genética modificada de Nei (1978), con un numero de 5000
permutaciones en el programa GenAlEx V 5 (Peakall y Smouse, 2001). Para dicho analisis
se tomaron en cuenta los grupos de las localidades de la costa ecuatoriana (6). Se analizaron

diferencias entre poblaciones y entre individuos dentro de poblaciones.

3.8.2._Andlisis Estadistico para diferenciacién entre poblaciones.

Los indices utilizados para observar la variabilidad genética entre poblaciones y regiones
fueron: la distancia genética modificada de Nei (1978), agrupamiento de pares con
promedios aritméticos (Unweighted pair-group mean analysis, UPGM por sus siglas en
inglés) con los respectivos dendogramas y el indice fijacién Fst. Estos indices fueron
computados bajo el programa TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses) version 1.3

(Miller, 1997).

La matriz generada de distancia genética fue utilizada para la elaboracién de los
dendogramas a través de UPGMA (Miller, 1997). Para ello se aplic6 bootstrapping con

5000 permutaciones.

La identidad entre dos poblaciones se definio mediante la foriu 22?2)05
i a’h

Donde: | = identidad de diferentes loci para el gen “k”
a = frecuencia del alelo “i” en la primera poblacion

b, = frecuencia del alelo “i” en la segunda poblacién
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La distancia genética entre dos poblaciones se mide mediante la fébmua:|
Donde: D= distancia genética

| = identidad promedio

El indice de fijacion fue calculado para los seis grupos de la costa ecuatoriana, con la

formula; Fst= M

Donde: Fst = indice de fijacion
Ht = Heterocigosidad esperada con cruzamiento al azar en una
metapoblacién

Hs = Heterocigosidad esperada con cruzamiento al azar en una subpoblacion
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4. RESULTADOS

4.1. VARIABILIDAD GENETICA DENTRO DE LAS POBLACIONES

Al realizar las corridas con los dos primers por duplicado se pudo comprobar la
reproducibilidad de la técnica en todas las muestras (Figura 5). Los perfiles obtenidos de las
muestras recolectadas en San Pablo fueron diferentes al restos de los animales de las otras
siete zonas. Se presume que eran animales de cultivo (observaciéon de todos los
espermatéforos vacios), por lo que estos resultados no se tuvieron en cuenta en este estudio.

Mt N N M M PoPo S S C C ClLClL P P A A M

=
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Figura 5. Perfil de ISSRs analizando los ocho grupos de animales (Mt Marcador de talla, N:
Nicaragua, M: Machala, Po: Posorja, S: San Pablo, C: Puerto de Cayo, CI:

| g g o o
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Clemente, P: Pedernales, A: Atacames).

Un total de 399 muestras de ADN fueron corridas en los geles de poliacrilamida, de estas

126 generaron 46 bandas polimérficas con la utilizacion del primer 861 y 222 generaron 54
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bandas polimoérficas con el primer 862. Bajo cada uno de los primers se presentaron siete

bandas monomodrficas.

Los valores de heterocigosidad y polimorfismo con los criterios del 95% se presentan en las
Tablas 5, 6 y 7. Los rangos de heterocigosidad estuvieron entre 0,23 y 0,28 con el primer
862, valores correspondientes a los animales provenientes de Pedernales y Machala,
respectivamente (Tabla 5). Con el primer 861, se observaron en general valores mas bajos
de heterocigosidad, siendo el valor mas alto reportado para los animales provenientes de

Nicaragua (0,21) y el mas bajo corresponde a San Clemente (0,14) (Tabla 6).

Tabla 5. Heterocigosidad y polimorfismo promedios de los animales silvestres de las siete

localidades escogidas con el primer 862.

Localidad Heterocigosidad Polimorfismo
promedio 95%
Atacames 0,25 79,6
Pedernales 0,23 72,2
San Clemente 0,24 81,4
Puerto de Cayo 0,25 81,4
Posorja 0,24 79,6
Machala 0,28 85,1

Nicaragua 0,25 77,7
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Tabla 6. Heterocigosidad y polimorfismo promedios de los animales silvestres de las siete

localidades escogidas con el primer 861.

Localidad Heterocigosidad Polimorfismo
promedio 95%
Atacames 0,15 56,5
Pedernales 0,16 60,8
San Clemente 0,14 54,3
Puerto de Cayo 0,17 69,5
Posorja 0,16 69,5
Machala 0,15 50,0
Nicaragua 0,21 71,7

Cuando se analizaron los dos primers agrupados se mantuvo una heterocigosidad alta entre
0,19 y 0,27. Los animales de Pedernales continlan mostrando una baja heterocigosidad,

pero la heterocigosidad mas alta se encontré en Atacames (Tabla 7).

Tabla 7. Heterocigosidad y polimorfismo promedios de los animales silvestres de las siete

localidades escogidas con el agrupamiento de los primers 861 y 862.

Localidad Heterocigo_sidad Polimorfismo
promedio 95%
Atacames 0,27 82
Pedernales 0,19 67
San Clemente 0,20 70
Puerto de Cayo 0,20 74
Posorja 0,20 67
Machala 0,24 77
Nicaragua 0,25 69

Al evaluar el polimorfismo en las siete localidades se observa el mismo patrén (Tablas 5, 6

y 7). Donde se presentan las mas altas heterocigosidades, se tiene el mayor porcentaje de
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polimorfismo al 95% y viceversa. Se tuvo una excepcién con los animales de Machala que
presentaron el polimorfismo méas bajo (50%) y el segundo valor mas bajo de
heterocigosidad (0,15) con el primer 861. Los porcentajes de polimorfismo promedio mas
altos (71,7%, 85,1% y 82%) fueron encontrados en los animales provenientes de
Nicaragua, Machala y Atacames a través de los perfiles obtenidos con los primers 861, 862

y el agrupamiento, respectivamente.

El indice de diferenciacion genética de Nei (Gst) fue de 0,04, 0,02 y 0,36 y la estimacién
del gene flow de 12,56, 20,15 y 88,7%, para los primers 861, 862 y el agrupamiento,

respectivamente.

Los resultados de distancia genética para las siete zonas de muestreo bajo los dos primers y
el agrupamiento se muestran en las Tablas 8, 9 y 10. Las distancias encontradas entre los
siete grupos fueron minimas. Los valores maximos fueron de 0,009 entre Nicaragua y
Atacames bajo el primer 861 (Tabla 8), 0,005 entre Pedernales y Machala con el primer
862 (Tabla 9) y 0,028 entre Atacames y Nicaragua bajo el agrupamiento de los dos primers

(Tabla 10).
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Tabla 8. Distancias genéticas de los animales silvestres de las localidades de Atacames (1),
Puerto de Cayo (2), Machala (3), Posorja (4), San Clemente (5), Pedernales (6) y
Nicaragua (7) obtenidas con el primer 861.

Poblacion 1

*kkkk

0,0014
0,0002
0,0071
0,0006
0,0039
0,0094

No obh~hWNPRE

Distancia No sesgada Nei (1978)

2 3 4 5 6

*kkkk

-,0008  FHHxx
0,0048 0,0036 *****

0,0021 0,0012 0,0032 *rx**

-,0005 0,0008 -,0019 -,0008 ****x
0,0063 0,0051 0,0008 0,0080 0,001

8

Tabla 9. Distancias genéticas de los animales silvestres de las localidades de Atacames (1),
Puerto de Cayo (2), Machala (3), Posorja (4), San Clemente (5), Pedernales (6) y
Nicaragua (7) obtenidas con el primer 862.

Poblacion 1
*kkkk
-,0016
0,0016
0,0042
0,0011
0,0033
0,0024

No ook, wN R

Distancia No sesgada Nei (1978)

2 3 4 5 g

*kkkk

0,0036  *x**
0,0029 0,0019 *rx**
-,0003 0,0026 0,0010 ****=*

0,0030 0,0057 0,0009 -,0007 ***f

0,0020 0,0031 0,0022 0,0027 0,0

D33

Tabla 10. Distancias genéticas de los animales silvestres de las localidades de Atacames
(1), Puerto de Cayo (2), Machala (3), Posorja (4), San Clemente (5), Pedernales
(6) y Nicaragua (7) obtenidas con el agrupamiento de los primers 861 y 862.

Poblacion 1
*kkkk
0,0160
0,0166
0,0221
0,0196
0,0203
0,0289

NoO ok~ wWwNRE

Bistancia-No-sesgada-Nei{1578)

oTogTTor TN T

2 3 4 5

*kkkk

0,0017 ke
0,0045 0,0048 e

0,0045 -,0013 0,0076 *w
0,0057 0,0030 0,0040 0,0051 **
0,0114 0,0092 0,0082 0,0185 0,

Q)

w3

129
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De acuerdo a las distancias de Nei modificadas (1978) obtenidas se generaron los
respectivos dendogramas (Figuras 6, 7 y 8). Los agrupamientos generados fueron diferentes
para las tres matrices. Solamente las localidades de Pedernales y San Clemente se

agruparon en un nodo en los tres dendogramas con distancias minimas.

El primer 861 generd un dendograma (Figura 6), en el cual los animales de Posorja y
Machala, asi como los de Pedernales y San Clemente se agrupan bajo una distancia minima

y los animales provenientes de Puerto de Cayo y Nicaragua forman el grupo mas separado.

2,000 1,000 0,000

Posorja

Machala

Pedernales

‘1 San Clemente

Atacames

L Puerto de Cayo

Nicaragua

Figura 6. Dendograma generado a partir de distancias genéticas modificadas de Nei (1978)

bajo el primer 861.

En la figura 7 se observa el agrupamiento generado con UPGMA para el primer 862. El
grupo gque esta mas alejado estad conformado por los animales de Machala. Ademas se
observaron nodos formados por San Clemente y Pedernales por una parte y Puerto de Cayo

y Atacames con distancias genéticas minimas.
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1
2,000 1,000 0,000

San Clemente

Pedernales
Posorja
| Atacames

| Puerto de Cayo

Nicaragua

L Machala

Figura 7. Dendograma generado a partir de distancias genéticas modificadas de Nei (1978)

bajo el primer 862.

Atacames y Nicaragua generaron las distancias mas grandes al analizar el agrupamiento de
los dos primers, formando dos nodos separados del resto de los grupos (Figura 8). Los
cuales se agruparon en un nodo conformado por Machala y Posorja y otro por Puerto de

Cayo, San Clemente y Pedernales.

4,000 2,000 0,000

San Clemente

Pedernales

L Puerto de Cayo

Machala

Posorja

Nicaragua

Atacames

Figura 8. Dendograma generado a partir de distancias genéticas modificadas de Nei (1978)

al agrupar los primers 861 y 862.
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4.2. VARIABILIDAD GENETICA ENTRE POBLACIONES

El valor de Fst sobre todos los loci al analizar los seis grupos de la costa ecuatoriana fue de
0,009 utilizando 5000 replicas mediante bootstrapping y el limite de confianza al 95%
estuvo entre 0,002 y 0,023para el primer 861. El primer 862 gener6 un Fst de 0,006 y un
intervalo de confianza al 95% entre 0,002 y 0,011. Al hacer el agrupamiento de los primers

se present6 un Fst de 0,031 con un intervalo entre 0,013 y 0,051.

Los resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) mostraron una variacion
genética del 1% entre poblaciones a través de los primers 861 y 862 pero no fue
estadisticamente significativa (p>0,05), con un residuo de la variacion del 99% dado para
individuos dentro de cada uno de los seis grupos de la costa ecuatoriana para cada uno de
los primers (Figuras 9 y 10, Tablas 11 y 12). Sin embargo, no se observé diferencia entre

poblaciones bajo la combinacién de los dos primers (Figura 11 y Tabla 13).

Analisis de Varianza Molecular

Entre Pops.
1%

Dentro Pops.
99%

Figura 9. Resultados del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para los ISSRs
generados con el primer 861 de las seis localidades en estudio.
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Tabla 11. Resultados del Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) para los ISSRs

generados con el primer 861 de las seis localidades en estudio.

Tabla Resumen
Fuente df SS MS Est. Var. Stat Valor Prob
Entre Pops. 5 29.896 5.979 0.033 PhiRT 0.009 0.231
Dentro Pops. 90 490.375 5.449 5.449 PhiPT 0.006 0.193

Analisis de Varianza Molecular

Entre Pops.
1%

Dentro Pops.
99%

Figura 10. Resultados del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para los ISSRs

generados con el primer 862 de las seis localidades en estudio.

Tabla 12. Resultados del Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) para los ISSRs

generados con el primer 862 de las seis localidades en estudio.

Tabla Resumen
Fuente df SS MS Est. Var. Stat Valor Prob
Entre Pops. 5 53.097 10.619 0.068 PhiRT 0.010 0.345
Dentro Pops. 155 1364.866 8.806 8.806 PhiPT 0.008 0.055
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Analisis de Varianza Molecular

Entre Pops.
0%

Dentro
- Pops.
100%

Figura 11. Resultados del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para los ISSRs
generados al agrupar los primers 861 y 862 de las seis localidades en estudio.

Tabla 13. Resultados del Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) para los ISSRs
generados al agrupar los primers 861 y 862 de las seis localidades en estudio.

Tabla Resumen
Fuente df SS MS Est. Var. Stat Valor Prob
Entre Pops. 5 69.874 13.975 0.000 PhiRT 0.000 0.875
Dentro Pops. 46 686.588 14.926 14.926 PhiPT 0.000 0.752
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5. DISCUSION

La diversidad genética se define como la variedad de diferentes genes en una poblacién
reproductiva, dentro de una especie o dentro de todas las especies encontradas en un area
dada. Los reportes que se tienen sobre diversidad genética de camarones son muy variables.
Muchas de estas variabilidades se deben al poder de deteccion de frecuencias alélicas
generadas a través de marcadores genéticos e igualmente al tamafio de la muestra y el
namero de loci estudiados (nimero de individuos entre 1 y 200, mas comun entre 20 y 60

por poblacion y el nimero de loci de 1 a 40 el mas comun entre 15 y 35) (Benzie, 2000).

En general, los trabajos con isoenzimas para estudios de poblaciones de camaron muestran
una baja variabilidad genética. Por ejemplo, Lester (1979) reporté heterocigosidades entre
0,070y 0,089 para las espediesaztecusF. duorarumy L. setiferusdel Golfo de México.
Similares resultados han sido confirmados en estudios posteriores. Muller y Latter (1980)
reportan valores de heterocigosidad entre 0,006 y 0,033 en poblacioResaeuge

Australia (cuatro especies tetapenaeuy seis dePenaeul Richardson (1982) encontrd

un promedio de heterocigosidad de 0,028 en seis poblaciorf@sndees latisculatug

Tam y Chu (1993) encontraron heterocigosidades entre 0,007 y 0,049 en algunas especies
dePenaeuy Metapenaeude la Rosa-Vélert al (2000) observaron gn californiensis

y L. stylirostris rangos de heterocigosidad entre 0,023 + 0,014 y 0,037 = 0,012 y entre

0,038 £ 0,021 y 0,086 + 0,027, respectivamente.
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La técnica de isoenzimas para el analisis de poblaciones presenta limitaciones en cuanto al
numero de loci analizados, ser evolucionariamente conservadora y tener un efecto de
balance de seleccion que tiende a producir baja estimacion sobre la variabilidad genética y
como resultado se elaboran conclusiones de panmixia (existe apareamiento al azar y no hay
diferenciacién de poblaciones) en los grupos objeto de estudio (Clegg, 1989; Karl y Avise,
1992; Peakalét al.,1995). Estas limitaciones fueron evidenciadas en el estudio realizado
por Lester y Pante (1992) en camaradnestylirostrisdel Ecuador y México y comparar las
técnicas de isoenzimas con RFLPs. Ellos concluyen que caracteristicas electroforéticas no
llegan a demostrar diferenciacion entre poblaciones naturales frente a técnicas mas

sensibles como los RFLPs al encontrar un nivel estructural.

El uso de otras técnicas para el estudio de poblaciones de camarén ha demostrado
resultados diferentes en cuanto a variabilidad y se llega ha observar una estructura de la
poblacién. Tal es el caso de ADN mitocondrial a nivel de microescala geografica, en

especies d®. monodor(X® = 7.23, , 0.05) (Benzieet al, 1993),F. notialisy L. schmitti

(divergencia del 11%) (Machadt al.,1993).

Con la utilizacién de la técnica de RAPDs se observan también grandes variaciones. Aubert
y Lightner (2000) en su estudios kenstylirostrisen el Golfo de California a través de
RADPs observaron un 15% de variacion entre poblaciones, opuestos a estudios como los
de Alcivar-Wareret al. (1994), Garcieet al. (1994), Lynch y Milligan (1994), Garcia y
Benzie (1995), Tassanakajehal.(1997) donde no se observan evidencias suficientes de

una estructura poblacional. Esta diferencia es discutida por Aubert y Lightner (2000) al
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concluir que interpretaciones cualitativas de RADPs son inapropiadas para evaluar

variabilidad genética.

En este estudio utilizando la técnica de ISSR también se observé una baja variabilidad
genética er.. vannameipero con unos valores altos de heterocigosidad y polimorfismo.

La heterocigosidad es importante en poblaciones naturales, debido a su caracteristica de
aportar un gran espectro de genotipos para responder adaptativamente a cambios en las
condiciones del medio. Adicionalmente individuos con mayores heterocigosidades, por lo
general, son superiores en fertilidad y resistencia de enfermedades (Beagtimlore

1997). Los valores de heterocigosidad de este trabajo son altos comparados con trabajos en
L. vannamebajo la técnica de isoenzimas. Lester (1983) reportd heterocigosidades de 0,02
en poblaciones de Costa Rica. Sunden y Davis (1991) estudiaron poblaciones domesticadas
de México, Panamé y Ecuador observando heterocigosidades de 0,0173, 0,0172 y 0,0208
respectivamente. Garcét al (1994) reportan como valor inusual de heterocigosidad
0,064, al compararlo con el porcentaje de polimorfismo obtenido para una poblacién de
camarones del Ecuador bajo la técnica de RADPs (48%) y lo explican como una presién de
seleccion de las isoenzimas. Dicha presion de seleccién puede estar presente en la técnica
de ISSRs y expresar altas heterocigosidades. Rangos de heterocigosidad reportados por
Espinosaet al. (2002) para isoenzimas (0,26 y 0,35) y para microsatélites (0,54 y 0,70) son
valores altos. Sin embargo, hay que anotar que esos analisis fueron realizados solo tomando
en cuenta los loci polimorficos en cuyo caso el valor de heterocigosidad no es verdadero
por no tomar en cuenta los loci tanto polimérficos como los monomérficos para estimar

frecuencias alélicas (Hartl y Clark, 1997).
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Con el primer 861 los valores de heterocigosidad se ubicaron entre 0,14 y 0,21. Esos
valores se acercan a los valores de 0,11 y 0,14 encontrados para animales silvestres de
vannameie la costa ecuatoriana a través de RADPs (Pérez, 1999). Ese estudio utiliz6 una
técnica diferente de separacion de bandas mediante geles de agarosa, en los la separacion
de los fragmentos de ADN de acuerdo a tamafios de pares de bases es mas amplia, por lo

gue la variabilidad evaluada pudo ser mucho mas alta.

Los cambios observados en la heterocigosidad, valores altos (entre 0,23 y 0,28) con el
primer 862 y bajos (entre 0,14 y 0,21) con el primer 861, pueden deberse a la naturaleza
del primer como lo observan Jorekal. (1997). Al evaluar poblaciones humanas a través

de microsatélites consistentes de repeticiones de tri o tetranucleétidos (Short Tandem
Repeats, STRS), ellos observaron que a pesar de obtener resultados cuantitativos similares
con repeticiones de dinucleétidos (Repeticiones de Citosina-Adenina, CA) y STRs, los
valores de Fst detectados con los STRs son mas bajos que con los CA y no alcanzan a

detectar una estructura en la poblacion (Jetas,1997).

Se ha observado una correlacion entre la heterocigosidad y el fitness (aptitud), la cual es
entendida como la capacidad reproductiva de un genotipo en el caso de Peneidost(Bierne
al., 2000). Si se presenta un caracter que favorezca un genotipo dado, que en nuestro caso

es heterocigosidad, se esperarian valores altos, lo que se observo en este estudio.

Bajo la técnica de ISSR no se puede llegar mas que a una estimacion matematica de

heterocigosidades debido a su caracter dominante (Wolfe y Liston, 1998). Igualmente los
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ISSRs podrian amplificar zonas del genomio especificas y no en forma randémica como se
asume para el caso de microsatélites (Collick y Jeffreys, 1990). Los valores de
heterocigosidad de este estudio deberan ser confirmados a través de otras técnicas en las

gue se tenga en cuenta la codominancia.

El porcentaje de polimorfismo obtenido en este estudio entre 50 y 85,1% esta dentro del
rango de estudios realizadoslervannameiP. monodony L. schmitti Garciaet al. (1994)

bajo la utilizacién de RAPDs reportaron entre 39% y 77% de bandas polimoérficas.
Tassanakajoet al. (1997) reportaron 57.1% y Espinasiaal. (2002) reportan un 87,5% de
polimorfismo. Si se comparan estos resultados de polimorfismo con estudios en los cuales
se utilizaron isoenzimas (Lester, 1979; Muller y Latter, 1980; Hatras.,1990; Sunden y

Davis, 1991; Benzieet al, 1992; Garciaet al., 1994; De la Rosa-Véleet al, 2000;
Sugamaeet al.,2002) se observan porcentajes de polimorfismo superiores (mayores del
50%) en el caso de ISSRs. Las isoenzimas son marcadores presumiblemente sujetos a
seleccion natural por lo cual su polimorfismo es mas bajo que los ISSRs que son

marcadores neutrales.

Las distancias genéticas encontradas al comparar los diferentes puntos de muestreo
revelaron ser minimas. Solo cuando se analizaron la combinacion de los dos primers se
presentaron las mayores distancias entre 0,016 y 0,028 con las cuales se separaron las
localidades de Nicaragua y Atacames (Norte de la costa Ecuatoriana). Dichas distancias
estan dentro del rango de lo encontrado por Pérez (1999) para poblaciones del Guayas

versus Esmeraldas (0,018) y Guayas versus Manabi (0,011). De la Rosat\a|€2000)
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al estudiar dos especies Benaeusncontraron que existe una clara subdivision dntre
californiensisy L. stylirostrisdentro del Golfo de California al encontrar una variaciéon
considerable en las distancias genéticas para cada una de las especies. Repdttan para
californiensisdistancias pequefas entre 0,003 y 0,012 comparadas con 0,047 y 0,074 para
L. stylirostris atribuyendo la variabilidad de este ultimo a su caracter costero frente al
oceanico del primero, con lo cual no presenta las barreras que podrian impedir un flujo
genético (De la Rosa-Vélexz al, 2000). Se conoce glie vannamees una especie vagil

gue posee dos fases de dispersién: larval plancténica y adulta vagile (Lester, 1979). Esta
caracteristica favorece la similaridad entre grupos de individuos y puede explicar las
distancias minimas encontrados entre los animales de las diferentes localidades del estudio.
L. vannameies una especie costera (Dore y Frimodt, 1987) que se encuentra en aguas
abiertas durante el apareamiento, sus larvas se ubican en los esteros y a nivel costeroy en
estado juvenil regresan al mar. Este tipo de ciclo de vida puede favorecer migraciones de
individuos con lo que no se presentaria una alta diversidad genética, que es el caso

observado en este estudio.

Los cluster (agrupamientos) aunque son indicativos de subdivisiones de la poblacién, no
representan demostraciones estadisticas de diferenciacion entre grupos. Para ello es
necesario el analisis de varianza molecular en la que se obtiene medidas de variacion
genéticagst. Los dendogramas generados por cada uno de los primers presentaron un
agrupamiento por nodos diferentes, lo cual hace suponer que los primers utilizados no
aportaron la suficiente informacién para generar un nivel estructural para los grupos de

animales estudiados como lo observan Jetdd (1997) al utilizar STRs en poblaciones
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humanas. A partir del primer 862 no se presenta agrupamiento de acuerdo a la proximidad
geografica. Pudiéndose pensar qugannamebse encuentra dentro de especies que tienen

un alto potencial de dispersiéon (Bert, 1986; Palumbi y Baker 1994) también indicado por
los valores de flujo genético de 12,56 y 20,15 revelando que no hay una gran variabilidad

entre poblaciones.

La estructura poblacional resulta de fuerzas evolutivas que actian sobre las poblaciones
aisladas, las cuales pueden ser barreras fisicas, estructura dindmica o eventos bioldgicos
(Ruzzanteet al, 1998). En este estudio no se pudo llegar a comprobar una estructura
poblacional erlL. vannameianto para los grupos que conforman el estudio en la costa
ecuatoriana, al obtener valores bajos de Fst y no encontrar diferencias significativas bajo el
analisis de varianza molecular (AMOVA). Los valores de Fst al analizar las seis localidades
de la costa ecuatoriana de 0,009 , 0,006 y 0,031, para los primers 861, 862 y la
combinacién de los dos primers, respectivamente demuestran que no hay una
diferenciacion genética entre grupos de animales de las localidades estudiadas. Estos
valores son bajos al compararlos con estudio§.enaliforniensis (Fst =0,182),L.
stylirostris (Fst = 0,372) (De la Rosa-Vélet al, 2000), yF. notialis (Fst =0,13) (Garcia-
Machadoet al, 2001) y con los cuales se llegd a la conclusion de la existencia de una
divergencia entre poblaciones de las especies mencionadas. En cambio en otras especies de
Peneidos se han reportado baja o nula diferenciacion poblacional. Esgtiradsé2002)
encontraron Fst entre 0,005 y 0,060 a través de isoenzimas y microsatélites en poblaciones
de L. schmittiy Sévignyet al (2000) enPandalus borealigseportan Fst sobre todos los

locus de 0,01.
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En poblaciones silvestres dle vannameide la costa ecuatoriana se tiene un nivel de
consanguinidad con un Fst de 0,08 a través de RADPs, con el que se concluye una
incipiente estructura poblacional (Pérez, 1999). Dicho valor es superior a los valores
encontrados en este estudio con ISSR y con los cuales no se puede revelar una estructura

poblacional er.. vannamei

En P. monodorse ha reportado una estructura poblacional al estudiar grupos de individuos

a nivel de macroescala (L000 km) bajo la técnica de microsatélites y obteniendo unos
valores de Fst de 0,031 €0,05) y 0,010 (g 0,01) (Benzieet al, 1992; Brookeet al,

2000). Aungque también se encuentran estudios con isoenzimas en los que no se detectan
diferencia genética en poblaciones de camarén separadas por miles de kildmetros (Lester,
1979; Muller y Latter, 1980) y en los que se concluye que las especies son panmicticas.
Esta diferencia se puede atribuir a las caracteristicas reproductivas y ciclo de vida de las

diferentes especies estudiadas.

En este trabajo se evaluaron muestras colectadas a lo largo de la costa ecuatoriana en
puntos separados por una distancia maxima de 600 km. Los valores del AMOVA indican
un valor de diferenciacién del 1% para los primers 861 y 862 y resultados combinados para
ambos primers muestran 0% de diferenciacion entre las zonas de estudio. Este tipo de
diferencias en valores de AMOVA han sido reportados por Maguiaé (2002) en datos
colectados con RAPDs y AFLPs d&vicennia marinaEllos obtuvieronel 9% con la

primera técnica y un 19% con la segunda y concluyeron diferenciacién poblacional.

Igualmente, Peakadt al (1995) reportan una tendencia similar para isoenzimas y RAPDs
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al estudiar la especiuffalograsssExiste un patron en el cual el marcador con mayor
variabilidad (AFLPs y microsatélites), demuestra mayor estructura poblacional. Los
resultados de AMOVA en nuestro trabajo demuestran la no existencia de una estructura

poblacional en camarén blanco.

Mientras los resultados de De la Rosa-Vé&e¢zal (2000) con isoenzimas muestran
evidencia de divergencia poblacional &n californiensisy L. stylirostriscolectados a lo

largo del Golfo de California. Los valores maximos de distancia mediante el coeficiente de
Nei (1978) en ese estudio fueron de 0,01 fparealiforniensisy 0,07 pard.. stylirostris

(De la Rosa-Véleet al, 2000). En nuestro estudio se encontraron valores maximos de
0,007, 0,006 y 0,022 para los primers 861, 862 y la combinacién de ambos
respectivamente. En el estudio con isoenzimas se trabajé con marcadores no neutrales y
evolucionariamente conservadores, mientras que los ISSRs corresponden a marcadores
neutrales. Por tanto estos marcadores, no sujetos a seleccion natural, deberian dar una
mayor diferenciaciéon al compararlos con isoenzimas, lo cual no fue nuestro caso. Esto
confirma los resultados discutidos en el parrafo anterior de no estructura poblacional a nivel
de la costa ecuatoriana. Resultados similares han sido encontrados en un estudio de
animales silvestres ecuatorianos realizado en EE.UU. (Alcivar-Warren, Tufts University,

comunicacién personal).

En el presente estudio se utilizaron marcadores moleculares tipo ISSRs que tienen un
caracter dominante y amplifican multiples bandas por reaccion. Este tipo de marcadores,

junto con otros como RAPDs y AFLPs han sido ampliamente utilizados para estudios de
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genética de poblaciones debido a la facilidad de implementacion, bajo costo y eficiencia de
amplificacion (Welsh y McClelland, 1990; Willianet al, 1990; Voset al, 1995). Sin
embargo, al compararlos con marcadores codominantes tipo microsatélites, RFLPs o ESTs,
los marcadores dominantes presentan problemas debido a que no es posible identificar
genotipos homocigotos de heterocigotos. Esto merma el poder de deteccion de estructura
poblacional y diferenciacion genética. Maguiteal (2002) comparan los resultados de
AMOVA generados mediante AFLPs (dominantes) y microsatélites (codominantes) en
Avicennia marina.Sus resultados demuestran que los microsatélites son mucho mas
efectivos en determinacién de estructura poblacional y diferenciacion genética que los
AFLPs al encontrar que el porcentaje de variacion entre poblaciones es de 9 versus 19%,
respectivamente, para cada tipo de marcador. Adicionalmente los AFLPs muestran que el
80% de la variacién corresponde a individuos, mientras los microsatélites asignan 46% a
esa misma fuente (Maguiet al, 2002). Si extendemos esos resultados a nuestro trabajo,
vemos que el 99% de la variacion en nuestro estudio corresponde a diferencias
individuales. Existe por tanto la posibilidad que la poca diferenciacién poblacional
existente en las muestras estudiadas haya pasado no detectada por la naturaleza del
marcador utilizado. Estudios con microsatélitet emannametdeberan mostrar a futuro si

este fue el caso.

Los valores de diversidad genética de Nei (Gst) de 0,36, gene flow del 88,7% y Fst de
0,034 fueron superiores al realizar el analisis con el agrupamiento de los dos primers que
cuando se analizaron por separado. Al realizar el agrupamiento de los dos primers se

aumento el niumero de loci analizados a 100 pero el nimero de individuos analizados fue
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menor. En total la matriz estuvo compuesta de 60 individuos. Sugtaa (2002)
reportaron un aumento en la variabilidad de frecuencias genéticas al aumentar el nimero de
loci estudiados, lo que podria explicar el aumento en la variabilidad genética obtenida al
realizar el agrupamiento. El porcentaje del gene flow por encima del 50% nos sigue
indicando que no existe una diferenciacién entre grupos de animales de las siete zonas de

muestreo (Slatkin, 1985).

En resumen, nuestros resultados indican que no existe estructura poblacional entre los
puntos de muestreo colectados a lo largo de la costa ecuatoriana. La poblacion ecuatoriana

corresponderia a un grupo panmictico que se extiende en el rango estudiado.

La técnica de ISSR utilizada en este estudio fue Util para realizar una descripcién general de
la especid.. vannameiEste tipo de marcador no ha sido reportado para investigaciones en
genética de poblaciones de animales y de acuerdo a los resultados obtenidos en esta
investigacion se puede postular como herramienta para estudios de poblaciones en especies

marinas.

Una de las caracteristicas importantes que debe tener un marcador molecular es su
reproducibilidad. La cual se puedo observar en los patrones obtenidos de las muestras por
duplicado analizadas en el presente estudio (80 y 85%), dado la metodologia utilizada la
gue permite que se trabaje a una temperatura de alineacién estricta, con primer de
longitudes grandes y asi disminuir la tasa de error en el apareamiento de pares de bases

(Wolfe et al.,1998). Hasta el momento no existen reportes en la literatura cientifica sobre
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la caracterizacién de bandas generadas por ISSRs. La asignacién de bandas se realiz6 de
manera manual y se presentaron diferencias en el nimero de bandas detectadas con los dos
primers (54 con el primer 862 y 46 con el primer 861). Se conoce que la técnica de RADPs
bandas que migran a la misma velocidad pueden presentar secuencias diferentest(Quiros
al., 1991). En el caso de los ISSRs se podria producir el mismo fenédmeno, lo que
corresponderia a una incorrecta asignacion de las bandas y la asignacion de una

caracteristica de igualdad cuando existe una diferencia en secuencia.

La caracterizacion de los 100 loci a través de los ISSRs generados con los primers 861 y
862 se realiz6 bajo diferente nimero de animales para cada primer (126 para el primer 861
y 222 para el primer 862). La razon por la cual no se amplificaron igual nimero de
individuos fue que se tuvieron que desechar geles en los que no se podian definir con
certeza las bandas presentes, comprometiendo el andlisis de la presencia de la banda. Esta
inconsistencia se puedo deber a una mala calidad del ADN sumado a una baja efectividad
del primer. Al realizar las amplificaciones con el primer 861 se observé que no se tenia una
buena eficiencia de la reaccién y como resultado las bandas reveladas en el gel eran muy
tenues. En nuestra investigacion el numero de bandas analizadas es pequefio, no asi el
namero de individuos analizados, el cual es representativo (Gregorius, 1980; Benzie, 2000)
y evita fluctuaciones estadisticas. Enstylirostrisse evaluaron alrededor de 324 bandas

con un namero promedio de 8 individuos por sitio de coleccién (Aubert y Lightner, 2000).

El alto nimero de bandas permiti6 compensar el pequefio nimero de muestras por sitio. En

nuestro caso el numero de individuos fue mayor pero con menor niamero de bandas.
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6. CONCLUSIONES

Utilizando la técnica de ISSR fue posible realizar la caracterizacién genética de
vannameidel Ecuador y Nicaragua. Este marcador molecular posee una metodologia que
requiere bajos costos y facil implementacion, teniendo un gran potencial como una

herramienta en estudios de genética de poblacionales de especies marinas.

A través de los ISSRs se observd una alta diversidad genética, con heterocigosidad y
polimorfismo altos pard&. vannameipero no se llegé a presentar variabilidad genética

entre los siete grupos de animales estudiados al obtenerse minimas distancias genéticas.

Bajo la técnica de ISSR, los valores de Fst y AMOVA no detectaron una estructura
poblacional de la especle vannameia lo largo de los puntos de muestreo analizados
desde Esmeraldas hasta Machala. Por lo que se concluye que esta especie corresponde a un

grupo panmictico donde se presenta un apareamiento al azar entre individuos.
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ANEXOS

Anexo | Matriz de presencia de bandas generadas bajo el primer 861
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ANEXO Il Matriz de presencia de bandas generadas bajo la agrupacion de los primer 861 y 862
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41850 abl as2 a53 pb4

Bandas

0
1
0
1
0
0
0
1
1
1
0
0
0
1
1
1
1
0
0
1
1
0

0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

alja2 a3 aft ab 46 a7 p8 |a9 al0 pll|al?|ald al4 alb al6 al7 g18 al9 @20 |a2l| a2 a2B a24 a25 aP6 g27 a28 [a29|a30| a3l a3? aCJS a34 aB5 436 a37 @38 |a39| a4Q a4l 4B81n4A 3.

0/ 0001 10 0 1
0] 110/ 0/ 100 11
0] 00/ 01 00 0 1
0/ 0001 0 10 1
0| 1/ 0/ 0/ 1) 0/ 0] O 1
0| 0 0] 0] 1) 0/ 0] O 1
0/ 0/ 0/01 10 11
0| 0/ 0] 1100/ 0 1
0] 0 0] 0] 1 10/ 0 1
0] 0001 10 0 1
0| 1/ 0/ 0/ 1) 0 1] 0 1
0| 10/ 0/ 10 0] 11
Ol 10/ 0] 1) 0 0] O] 1
0| 1] 0] 1] 1) 0 0] 0 1
0| 110/ 0/ 1) 0 0] O 1
0|0/ 001 11 0 1
1/ 0( 0 1/ 1] 0/ 0] 0O 1
0| 1/ 0/ 0/ 1) 0/ 0] O 1
0[] 00/ 0100 11
Ol 10/ 0/ 1) 0 1] 0 1
0| 10/ 0] 1) 0 1] O 1
0] 110/ 0/ 1/ 0 0] 0 1

Individuo

PEDE 14

PEDE 19

PEDE 25

PEDE 27

PEDE 30

PEDE 38

POSO 1

POSO 13
POSO-14
POSO 15
POSO 18
POSO 19
POSO 23
POSO 25
POSO 27
NICA 1

NICA 13
NICA 15
NICA 19
NICA 23
NICA 27
NICA 38
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