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Resumen

VELA AVITUA SERGIO. Evaluacién de la variabilidad genética en poblaciones
seleccionadas y silvestres de Camardon Blanco del Pacifico (Litopenaeus
vannamei) usando microsatélites. (Bajo la direccion de HUGO HORACIO
MONTALDO VALDENEGRO, ROGELIO ALONSO MORALES y HECTOR

CASTILLO JUAREZ).

Se evalué la variabilidad genética entre tres poblaciones de Litopenaeus vannamei
usando microsatélites. Dos de estas poblaciones correspondieron a las
generaciones 2005 y 2007 de la poblacion de un nucleo genético comercial bajo
un programa de seleccion para caracteristicas de crecimiento y sobrevivencia. La
tercera poblacion fue una muestra de organismos silvestres tomados de 12 puntos
diferentes de la costa del Pacifico Norte de México. Para el estudio usamos 77
camarones de 208 familias de la generacién 2005, 73 camarones de 208 familias
de la generacion 2007 y 54 camarones silvestres. Todas las muestras fueron
genotipificadas usando 26 loci polimoérficos usando PCR en multiplex. En las
poblaciones estudiadas observamos altos niveles de polimorfismo con una
heterocigosidad esperada (He) promedio igual a 0.621 y un numero de alelos por
locus (Na) promedio de 8.48. Los valores de He fueron 0.57, 0.58 y 0.72, los
valores de Na fueron 6.3, 7.2 y 12 alelos por locus para las poblaciones 2005,
2007 vy silvestres respectivamente. Los valores de He y Na entre las dos
generaciones bajo cultivo no mostraron diferencias significativas (P>0.05) pero
hubo diferencias entre la poblacion silvestre y ambas generaciones de la poblacién

bajo cultivo (P<0.05). Estos resultados fueron confirmados usando dendrogramas
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que mostraron la mayoria de los individuos silvestres como un conglomerado en
una rama y separados claramente de los individuos domesticados. Sin embargo,
los valores de Fst y Rst evidenciaron una pequena diferenciacién genética entre
las dos generaciones de organismos domesticados (P<0.05) lo cual puede sugerir
que el programa de seleccion puede ya estar reduciendo de una forma poco
perceptible la variacidon genética. Basados en los valores observados de He y Na
nuestros resultados sugieren que el efecto fundador y el programa de seleccién
han tenido un efecto reduciendo la variabilidad genética de la poblacién cultivada
con respecto de la variabilidad presente en la poblacion silvestre.

Palabras Clave: Heterocigosidad; diversidad poblacional; tamano efectivo de la

poblacién, mejoramiento genético, camaronicultura, estadisticos de F.
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Abstract

VELA AVITUA SERGIO. Genetic variation between farmed and wild populations of
Pacific White Shrimp (Litopenaeus vannamei) using microsatellite loci. (Directed by
HUGO HORACIO MONTALDO VALDENEGRO, ROGELIO ALONSO MORALES

and HECTOR CASTILLO JUAREZ).

Genetic variation between three populations of Litopenaeus vannamei was
evaluated using microsatellites. Two of these populations were generations 2005
and 2007 of a domesticated population under genetic selection for growth and
survival in a commercial breeding program. The third population was a sample of
wild organisms drawn from 12 different points of the North Pacific coast of Mexico.
We used 77 shrimp samples from 208 families from generation 2005, 73 shrimp
samples from 208 families from generation 2007 from the farmed population and
54 shrimp samples from wild organisms. All the samples were genotyped for 26
polymorphic microsatellite loci using multiplex PCR. In the studied population we
observed high polymorphism levels with an average expected heterozygosity (He)
of 0.621 and average number of alleles per locus (Na) of 8.48. The He values were
0.57, 0.58 and 0.72 for the 2005, 2007 and wild populations, respectively, and the
Na values were 6.3, 7.2 and 12 alleles per locus for the populations 2005, 2007
and Wild population, respectively. He and Na values between the two generations
were not statistically different (P>0.05) but there were differences (P<0.05)
between the wild population and both generations of selected shrimp. These
results were confirmed using dendrograms which showed most of the wild

individuals as a cluster into a node clearly separated from the domesticated
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individuals. Nevertheless, the significant Fst and Rst observed values (P<0.05)
evidenced a small genetic differentiation between the two generations of
domesticated shrimps, which may suggest that the selection breeding program can
be already slightly reducing the genetic variation of the domesticated population.
Based on He and Na observed values, our results also suggest that the founder
effect and the selection program have had a reducing effect on the genetic
variation of the farmed population when compared to that observed on the wild
population.

Keywords: Heterozygosity, population diversity, effective population size, genetic

improvement, shrimp culture, F-statisctics.

vi



Contenido

RESUMEN .ottt e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeennes iii
Y 015 1 = o RPN v
LiSta de CUAAIOS ... s iX
(I3 = o (oY T (U] = SRR X
PR (e o 18 o o1 T o PR 1

1.1 Situacion de la camaronicultura en MEXICO...........uuuuuuuerimiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiineaens 1

1.2 Importancia de la variabilidad genética en programas de mejoramiento

(0= 1= (o o P 2
1.3 Uso de microsatélites en estudios de variabilidad genética........................... 3
1.4 indices de variabilidad genética de poblaciones .............cccceeveeeeeeceeeeeeenn. 5
1.5 Resultados de estudios de variabilidad genética en acuicultura.................... 7
2. JUSHIfICACION ..o 9
X T O o] = 1o SRS 11
o o 1T To] (=TT TSP PRSPPIN 12
5. Material y MEtOdOS .......coooiiiieieee 13
5.1 Material DIOIOGICO .......eeviiiiiiiiiiiiiiiiei e 13
5.1.1 Determinacién del tamafio de muestra.............ooooviviiiiiiiiie e, 13
5.1.2 Origen y descripcion de las MUestras..............ueveuvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenns 14
5.2 Genotipificacion de 1as Muestras ..........coooveeeiiiiiiii e 15
5.2.1 EXtracCion de ADN.......coo oot 16
5.2.2 Eleccidn de los loci candidatos para la creacion de los grupos en
AT 0] = USSP 16
5.2.3 Generacién de los grupos de multipleX.........ccoeeeevvreeiiiiiiiniee e, 17
5.2.4 Reacciones de PCR........coo e 22
5.3 indices y métodos para la evaluacién de la variabilidad genética poblacional
y diferenciacion poblacionales. .................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii s 25
L =TS 1 = o o 1SS 27
6.1 Niveles de PolimorfiSMO........coooiiiieiiie e 27
6.2 Variabilidad Genética de las Poblaciones. ............cccccoveiiiiiiiiiiieeiieeen. 30
6.3 Distancias GENELICAS .......cccoeiiiiiiiiiiie e 38
6.4 DiferenciaCion GEeNICA .........cooeiiiiiiiii e 38



6.5 Diferenciacion GenotipiCa .............uuiiiiiiiiiiiiecce e 40

6.6 DENAIrOgramas ......ouuuiiiiiiii e e e 41
7 DISCUSION ... 45
S T O] a1 [ 1S3 o] o 1= S PPPPPPPPPPP 51
9. BIblOGrafia ......eeeeiee e e 53
AANEXO A e e ettt e e e aaeaae 64
ANEXO B e aeaae 66

viil



Lista de Cuadros
Cuadro 1. Informacion de los loci elegidos para el estudio de microsatélites......... 19

Cuadro 2. Microsatélites usados en el estudio de acuerdo al grupo de multiplex

(ofo] =1] oTo] Lo [T=T o (= TP RPPRRPPIN 24
Cuadro 3. Resultado de la prueba para comprobar equilibrio H-W por cada

(010 o] £=Tod 0] o 1RSSR 28
Cuadro 4. Resultados de He y Ho por poblacién por locus y promedio. ................ 31
Cuadro 5. Resultados de He y Ho por locus y promedio en todas las poblaciones.32
Cuadro 6. Resultados de Diversidad Alélica por poblacion, por loci y media a través

0 tOAOS 10S IOCH. ... 34

Cuadro 7. Resultados de la prueba de cuello de botella de acuerdo a los diferentes

(gaTeTe L= (o1 3o L= o ¢ 1F ] e= Tor o ] o TR 36
Cuadro 8. Resultados de tamafio efectivo de poblacion (Ne) por poblacion. ......... 37
Cuadro 9. Resultados de distancias pareadas entre poblaciones.............c............ 38

Cuadro 10. Diferenciacién Génica. Resultados de la prueba de Ji cuadrada para
TOAOS 10S TOCH 1.ttt 38

Cuadro 11. Valores de probabilidad de diferenciacion génica pareadas por locus.39

Cuadro 12. Diferenciacion genotipica, resultados de la prueba de Ji cuadrada para
TOAOS 10S TOCH 1.ttt 40

Cuadro 13. Valores de probabilidad de diferenciacion genotipica pareadas por

X



Lista de Figuras.

Figura 1. Error estandar de la heterocigosidad esperada de acuerdo al niumero de

iNdividuos y [0Ci ULIIZAdOS ........ccooeeeiieiceee e 14
Figura 2. Valores de He y Ho por poblacion. ..o 30
Figura 3. Resultados de diversidad alélica por poblacion.............cccccceeeeviiiiieeiennn. 33

Figura 4. Dendrograma mostrando la distancia existente entre las poblaciones....42

Figura 5. Dendrograma mostrando los individuos de acuerdo al resultado de los
analisis de alelos compartidos. ........coouuiiiiiiiiiii e 43

Figura 6. Dendrograma mostrando los individuos de las poblaciones de cultivo por

el método de alelos compartidos. ..........coeviiiiiiiiii e 44



1. Introduccion

1.1 Situacion de la camaronicultura en México
En México la camaronicultura se desarrolla como una actividad econdmica estable

desde la década de 1980. A partir de entonces se ha constituido en una
importante fuente de empleos permitiendo la creacion hasta el ano 2004 de mas
de 12,000 puestos de trabajo permanentes directos tan solo en el noreste
mexicano (FAO, 2006; FAO et al., 2006), ademas de los empleos indirectos que

se generan en areas como procesamiento, mercadeo etc. (FAO et al., 2006).

En el pais, la produccién de camardn cultivado en sistemas controlados aumenté
de 35 toneladas en 1985 a 72,279 toneladas en 2004 lo que para ese afo
representd el 57.56% de la produccion de camardén nacional, con un valor de
$3,048,496,000.00 pesos (CONAPESCA-SAGARPA, 2004). Tan solo en el estado
de Sonora, principal productor de camaron del pais, se registraron 44,529
toneladas en 2004 con un valor estimado de $1,890,973,000.00 pesos lo que
representd un aumento del 10% con respecto al ano 2003 (CONAPESCA-

SAGARPA, 2003; 2004).

A consecuencia del crecimiento de la industria camaronicola han surgido
empresas dedicadas a la produccion de larvas de camaron como forma de
sustituir el uso de larvas de origen silvestre en el ciclo de produccion de este
crustaceo, debido principalmente a Ila disminucion de la disponibilidad,
requerimientos sanitarios, la necesidad de organismos con mejor desempefo

productivo y restricciones con respecto a su captura (Gjedrem, 2005; FAO et al.,



2006). Algunas de estas empresas han incorporado programas de mejora
genética, con el fin de satisfacer la necesidad de la industria y ofrecer organismos
con mejor desempeno productivo, en donde las estrategias de seleccion son una

herramienta fundamental para alcanzar sus objetivos.

1.2 Importancia de la variabilidad genética en programas de
mejoramiento genético
La respuesta genética en programas de seleccion depende principalmente de

cinco factores: variabilidad genética, intervalo generacional, intensidad de
seleccion, tamafo efectivo de la poblacion y precision de seleccion (Aggrey et al.,
1995). En un programa de mejora genética se hace uso de estrategias de
seleccidn, cuyo objetivo es elegir a aquellos organismos que contengan las
variantes genéticas mas adecuadas a las condiciones de produccion bajo las que
son evaluados, con la finalidad de ser los progenitores de la siguiente generacion,
lo que trae como consecuencia la disminucion del tamafno efectivo de la poblacidn

(Gomez-Raya et al., 2002).

Dado que la variacion genética se pierde paulatinamente debido a la accion de la
deriva génica debido al tamafio finito de la poblacidon y como resultado de la
seleccién, en el mediano y largo plazo, y con el fin de continuar avanzando en los
programas de mejora genética o reorientar el programa hacia otras caracteristicas,
la variabilidad genética debera tomarse en cuenta en los esquemas de mejora
genética, para tratar de disminuir, en la medida de lo posible, su pérdida
(Goldstein et al., 1995; Goldstein y Schlbtterer, 1999; Notter, 1999; Bierne et al.,

2000; Hill, 2000; Gautschi et al., 2003; Toro et al., 2006).



En los programas de seleccién del camardon, como en cualquier programa de
seleccidén, existe una tendencia a reducir la variacion genética aditiva, debido a la

disminucién en el tamano efectivo de las poblaciones (Gjedrem, 2005).

Disminucion que puede producir acumulacidon de consanguinidad en la poblacion,
y ocasionar lo que se conoce como depresion por consanguinidad (Gjedrem,

2005).

Por lo anterior, se recomienda el monitoreo de la variabilidad genética a lo largo de
las generaciones, para revelar cambios (Ryman y Utter, 1987). Razén por la cual
en camaronicultura y en el cultivo de otras especies acuicolas de interes
economico, se han realizado trabajos encaminados a la evaluacién de la

variabilidad genética de poblaciones sujetas a esquemas de mejora genética.

La variabilidad genética puede evaluarse mediante el uso de marcadores
moleculares que permitan diferenciar entre genotipos de los organismos, ademas
de poder evaluarse usando informacion de pedigries (Wright, 1922; Baumung y
Solkner, 2003), marcadores genéticos basados en el fenotipo (Kristensen et al.,

2005) y caracteristicas cuantitativas (Carvajal-Rodriguez et al., 2005).

1.3 Uso de microsatélites en estudios de variabilidad genética
El uso de microsatélites como marcadores genéticos es una opcion eficaz para

realizar evaluaciones en la diversidad genética en poblaciones, como lo demuestra
su amplio uso (Wolfus et al., 1997; Morera et al., 1999; Diez-Tascon et al., 2000;
Xu et al., 2001; Baumung y Sdlkner, 2003; Cruz et al., 2004; Valles-Jiménez et al.,

2004; DeDonato et al., 2005). Ademas, debido al gran numero de alelos por locus,



los microsatélites tienen el mayor contenido de informacién polimérfica de entre

todos los marcadores de ADN (Liu y Cordes, 2004).

Los microsatélites consisten en multiples copias de secuencias simples repetidas
de uno a seis pares de bases organizadas en tandem (Liu y Cordes, 2004). Se
han encontrado gran abundancia de este tipo de marcadores en todas las
especies estudiadas; en peces se ha estimado uno de ellos cada 10 Kb (Liu y
Cordes, 2004). Ademas se han encontrado repartidos en todo el genoma, tanto en
regiones codificantes, regiones intronicas como en secuencias fuera de los genes
(Liu y Cordes, 2004). La mayoria de los microsatélites son de tamafio
relativamente pequefio, partiendo de algunos pocos repetidos hasta algunos
cientos. Este tamanio relativamente pequefo facilita la reaccion en cadena de la
polimerasa necesaria para su resolucion. Se ha observado que los microsatélites
formados por un numero mayor de repeticiones se relacionan con un mayor

polimorfismo (Liu y Cordes, 2004).

Su alto nivel de polimorfismo se atribuye a su tasa de mutacién que ha sido
estimada en magnitudes de hasta 102 eventos por locus por replicacién en
Escherichia coli; de entre 10* y 10 en levaduras y de 10° a 10 en ratones,
comparado con los niveles de mutaciones puntuales estimadas en magnitudes de
10 (Goldstein y Schiétterer, 1999). Tratando de explicar esta alta tasa de
mutacién se han elaborado varias hipétesis, siendo las mas aceptadas dos de
ellas; la primera involucra solamente a una de las cadenas de la doble hélice de
ADN postulando que se debe a errores durante la replicacion de ADN llamados

“slippage” o deslices, o que aumenta o disminuye la cadena en una o mas
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repeticiones; el segundo modelo se refiere a la recombinacién entre moléculas de

ADN (Goldstein y Schlétterer, 1999; Aranguren-Méndez et al., 2005).

El uso de técnicas de fluorescencia empleadas en la secuenciacion automatica,
asi como el uso de electroforesis capilar, ha ayudado a aumentar la capacidad de
procesamiento de muestras, facilitando y promoviendo el uso de los microsatélites

(Liu y Cordes, 2004).

En investigacidn acuicola los microsatélites ya han sido utilizados para estudios de
mapas genéticos, asignacion de paternidades y estudios de genética de

poblaciones (Liu y Cordes, 2004).

1.4 Indices de variabilidad genética de poblaciones
Como medida de variabilidad genética se ha usado tradicionalmente el concepto

de Heterocigosidad Esperada (H,) (Nei y Roychoudhury, 1974) que se define
como la proporcion de heterocigotos en la poblacién si la misma se encontrara en
equilibrio Hardy-Weinberg (H-W), su estimador insesgado se calcula como:

A== (4 zn:AZ

i=1

Donde N es el numero total de individuos, p; la frecuencia del alelo i de entre n

alelos.

Ademas de estas medidas encontramos la Heterocigosidad Observada (H,) (Nei,
1987) que es un estimador cercano al valor de H, en poblaciones en equilibrio H-
W y se define como el numero de heterocigotos observados en la poblacion y se

calcula como:



Donde Pij es la frecuencia del alelo i del locus j de entre n loci.

Ademas de estas medidas, se utilizan indices de diversidad alélica los cuales se
proponen como una alternativa o medidas complementarias a los valores de
heterocigosidad. Dentro de estos indices encontramos valores de Numero de
Alelos Observados (A4,) (Gillespie, 2004) definido como el numero de alelos
presentes en la poblacion; Numero de Alelos Efectivos (4,) (Gillespie, 2004) que
se define como el numero de alelos que contribuyen a la variabilidad genética para
la siguiente generacion y el Numero de Alelos Unicos (4,) (Gillespie, 2004) que se
define como el numero de alelos presentes en una poblacion y que no estan
presentes en el resto de las poblaciones. Debido a que las medidas de diversidad
alélica se ven fuertemente influenciadas por el tamafo de muestra (Leberg, 2002)
se ha usado el método de rarefaccion para compensar las diferencias en el
tamafo de muestra de cada poblacion. Usando el método de rarefaccién se han
desarrollado estimadores de Numero de Alelos (corregidos por rarefaccién) (A,.)
(Leberg, 2002; Kalinowski, 2005a) que se define como el numero de alelos
presentes en cada poblacion suponiendo tamafios de muestra iguales; Numero de
Alelos Unicos (4,) (Kalinowski, 2002) que se define como el nimero de alelos
exclusivos de una poblacion y que no estan presentes en otras poblaciones

suponiendo tamafnos de muestras iguales.



1.5 Resultados de estudios de variabilidad genética en
acuicultura
En acuicultura, la mayor parte de los trabajos se han enfocado hacia la evaluacion

de poblaciones cautivas, comparando ademas esta variabilidad con poblaciones
silvestres (Xu et al., 2001; Goyard et al., 2003; Lundrigan et al., 2005; Melon
Barroso et al., 2005; Luan et al., 2006); en menor cantidad se han realizado
trabajos que evaluan la variabilidad genética a lo largo de varias generaciones
(Norris et al., 1999; Lundrigan et al., 2005; Machado Tamayo, 2006) empleando en

ambos casos diferentes marcadores genéticos.

En el estudio realizado por Goyard et al. (2003), usando valores de
heterocigosidad esperada (H,) y numero de alelos (4,,) se obtuvieron valores en
ocho poblaciones de Camardn Azul (Litopenaeus stylirostris) bajo seleccidén y de
una poblacion silvestre usando microsatélites, observando que los niveles de H, y
A, eran menores en las poblaciones bajo seleccion con respecto a la poblacion
silvestre. Resultados similares fueron obtenidos por Xu et al. (2001) en
poblaciones silvestres y bajo cultivo de la especie Peneaus monodon observando
valores de A, mayores para la poblacidn silvestre con respecto de los cultivados.
Luvesuto et al. (2007) al comparar tres generaciones de una poblacion sujeta a un
programa de seleccidbn usando microsatélites no encontraron evidencia de
diferencias en los valores de H, y A, entre las generaciones. Por otro lado, en
estudios de variabilidad genética en el Salmén del Atlantico (Salmon salar) Norris
et al. (1999) y Rengmark et al. (2006) hallaron diferencias en poblaciones en
cautiverio bajo seleccidén comparado con poblaciones silvestres usando valores de

A, y Alelos unicos o privados (4,,) pero no para la H,. Por otra parte Norris et al.
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(1999) al comparar entre generaciones de las poblaciones bajo seleccion no
encontraron diferencias entre los valores de H,, A, ni de A,. Brown (2004) al
analizar poblaciones silvestres y en cautiverio de Sparus aurata observé que los
valores de H, en la poblacion de cautiverio fueron mayores que en la poblacion
silvestre, sin embargo los valores de A,, fueron mayores en la poblacion silvestre,
estos resultados fueron atribuidos a la poca diferenciacion entre las poblaciones
observado en los resultados de pruebas de diferenciacién genética (Gs;) donde los

valores obtenidos fueron menores a 0.1.



2. Justificacion
Este trabajo responde al interés por obtener informacién sobre la variabilidad
genética de la poblacion nucleo de camardn Blanco del Pacifico de la empresa
Maricultura del Pacifico. Esta poblacion formada en 1998 a partir de varias
poblaciones de camarones silvestres y domesticadas, fue sometida a un programa
de seleccidon masal hasta el afio 2002, en que se implementé un programa de
seleccién usando informacion combinada familiar y masal. Este interés se basa en
la necesidad de conocer el efecto de la seleccidén y el efecto fundador sobre la
variabilidad genética con el fin de conservarla o incrementarla mediante

estrategias que pueden incluir la incorporacién de material genético silvestre.

A pesar de que se han publicado algunos trabajos de variabilidad genética en L.
vannamei (Freitas y Galetti Jr, 2002; Cruz et al., 2004; Valles-Jiménez et al., 2004;
Freitas y Galetti Jr, 2005; Freitas et al., 2007a; Souza de Lima et al., 2008), no se
han realizado trabajos con el objetivo de comparar generaciones sucesivas de
seleccion de la misma poblacion con organismos silvestres usando microsatélites
y solo el trabajo de Arena et al. (2003) hace comparaciones entre la variabilidad de
organismos silvestres y generaciones sucesivas de seleccidon en L. vannamei
haciendo uso de isoenzimas como marcadores moleculares, sin embargo, las
isoenzimas han probado ser menos polimérficas e informativas que los
microsatélites (Liu y Cordes, 2004). Este tipo de estudios puede permitir cuantificar
las pérdidas de variabilidad genética de poblaciones cautivas seleccionadas y

compararlas con poblaciones silvestres (Norris et al., 1999;).



Adicionalmente, la metodologia usada en varios de estos estudios (numero de loci,
tipo de marcadores genéticos utilizados) ha limitado probablemente la potencia de

las comparaciones.
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3. Objetivos

1. Comparar la variabilidad genética de la poblacién nucleo seleccionada de
Camardn Blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) de la empresa Maricultura
del Pacifico, S.A. de C.V., con una poblacion silvestre a partir de muestras
obtenidas en el Océano Pacifico Mexicano.

2. Comparar la variabilidad de dos generaciones de la poblacion nucleo de

seleccion 2005 vs 2007.
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4. Hipébtesis

1. La poblacion silvestre tiene mayor variabilidad genética que la poblacion del

nucleo genético de Maricultura del Pacifico, S.A. de C.V.

2. La seleccién realizada en el nucleo genético de la empresa Maricultura del
Pacifico, S.A. de C.V., ha provocado una disminucion de la variabilidad genética

de la poblacién entre las generaciones 2005 y 2007.
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5. Material y Métodos
5.1 Material biolégico

5.1.1 Determinacién del tamano de muestra
Dado que en el presente estudio el numero de individuos y el numero de loci

deberian permitir establecer diferencias pequefias entre las poblaciones, en
especial entre dos generaciones de organismos de cultivo, se realizaron
evaluaciones para estimar la varianza de la heterocigosidad esperada al muestreo
(Nei, 1973; Nei y Roychoudhury, 1974; Nei, 1977) con la finalidad de evaluar estos
parametros dadas diferentes condiciones de numero de loci y tamafio de muestra.
Para la realizacion de estos calculos se usaron datos de frecuencias alélicas de 4
loci reportados en Cruz et al. (2004). Adicionalmente se generaron datos de
frecuencias alélicas de loci que se supusieron neutros y con distribucion normal de

los tamafios de fragmentos.

En la Figura 1 se observa el comportamiento del error estandar de la
heterocigosidad para diferente nimero de loci donde se puede apreciar un
comportamiento similar para todos los numeros de loci evaluados a medida que

aumenta el tamano de la muestra.

Los calculos muestran que a partir de 50 individuos muestreados, el cambio en la
varianza intralocus es minima (menor a 0.01), sin embargo, a medida que
aumenta el numero de loci muestreados, el cambio en el error estandar se ve
afectado en mayor medida. Lo anterior nos indica que el numero de loci
muestreados tiene un efecto mayor que el nimero de organismos muestreados

para disminuir el valor del error estandar de la heterocigosidad. Lo anterior
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permitié establecer tanto el numero de individuos y el numero de loci requeridos
con el fin de disminuir el error estandar de la heterocigosidad, de modo que se

contara con una mayor potencia estadistica en el estudio.

A partir de lo anterior se concluy6 que se utilizarian al menos 25 loci para todas las
poblaciones, y al menos 70 organismos por generacion para el caso de las

poblaciones provenientes del nucleo genético.
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Figura 1. Error estandar de la heterocigosidad esperada de acuerdo al nimero de
individuos y loci utilizados

5.1.2 Origen y descripcion de las muestras
Para la realizacion de este trabajo se utilizaron muestras pertenecientes a

organismos provenientes del nucleo de mejora genética de la empresa Maricultura
del Pacifico S.A. de C.V. y organismos de origen silvestre. Como ya se menciono

anteriormente, la poblacion de la empresa Maricultura del Pacifico S.A. de C.V. se
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formo en el afo 1998 a partir de varias poblaciones de camarones silvestres
provenientes de la costa de Sinaloa incorporando a su vez organismos
domesticados provenientes de Venezuela, Colombia, Florida y Ecuador
poblaciones que fueron formadas por individuos silvestres obtenidos originalmente

del Océano Pacifico.

Se almacenaron postlarvas de 206 familias de la generacion 2005 y 201 familias
de la generacion 2007 del nucleo de mejora genética correspondientes a
postlarvas de 30 dias de edad. Ademas se obtuvieron 54 muestras de organismos
silvestres correspondientes a abdémenes provenientes de 12 puntos diferentes del
Océano Pacifico Mexicano ubicados entre las latitudes 21°48 a 24°13 W y
altitudes 105°47’ a 107°27’ N. Las postlarvas y abdémenes fueron mantenidas en

etanol al 70% hasta su procesamiento.

Se seleccionaron en forma aleatoria 77 familias de la generacion 2005 la cual se
denominé poblacion GO05 y 73 familias de la generacion 2007 que se denominé

poblacién G07, de cada una de las cuales se us6 un organismo.

Para el caso de los organismos silvestres se usaron las 54 muestras disponibles y

a esta poblacién se le denominé poblacion Silv.

5.2 Genotipificacion de las muestras
El procesamiento de las muestras y los analisis de los fragmentos se realizaron en

el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM.
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5.2.1 Extraccion de ADN
Con la finalidad de obtener ADN con la pureza y concentracion requeridos, se

compararon dos diferentes métodos de extraccién. Para ésto se realizaron 3
extracciones con cada uno de los métodos y se compararon los resultados de
concentracion, pureza y tiempo requerido por extraccion. Los métodos que se

evaluaron fueron:

- 1. Kit de extraccion Qiagen DNeasy Blood and Tissue (Foster City, CA)

de acuerdo a las instrucciones del fabricante;

- 2. Protocolo de precipitacion por sales para extraccion de ADN a partir

de tejido (Anexo A).

De acuerdo a los resultados obtenidos se eligid el uso del Kit de extraccién de

Qiagen.DNeasy Blood and Tissue.

Con el fin de disminuir el tiempo de almacenamiento, las extracciones de ADN de
todas las muestras elegidas se realizaron una vez que fueron obtenidos los
parametros para las reacciones de PCR. Cada una de las extracciones fue
cuantificada mediante espectrofotometria, ademas de electroforesis en geles de
agarosa al 1%.

5.2.2 Eleccién de los loci candidatos para la creacion de los grupos en
multiplex

Los loci tipo microsatélites evaluados fueron obtenidos a partir de la literatura y
bases de datos publicas GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y MENotes-DB-
search (Molecular Ecology Notes primers DBase Search)

(http://tomato.bio.trinity.edu).
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A partir de esta busqueda se generd una lista de 72 microsatélites polimorficos
para L. vannamei. Los criterios para su eleccion fueron que al menos el tamafo de
fragmento fuera de 80 pares de bases (pb), ésto debido a que en los analisis de
electroforesis capilar para analisis de fragmentos con fluorescencia no es posible
una clara resolucién de fragmentos de menor tamafio; el segundo criterio fue que

al menos cada locus tuviera 3 alelos reportados para garantizar su polimorfismo.

5.2.3 Generacion de los grupos de multiplex
Mediante el uso del programa MultiPLX (Kaplinski et al., 2005) se crearon cinco

grupos de microsatélites con caracteristicas compatibles para su amplificacion en
reacciones de PCR tipo multiplex. Este software incorpora evaluaciones para
evitar interacciones entre los iniciadores de PCR (primers) y con las secuencias
blanco que quieren ser amplificadas, ademas de evaluar diferencias en las
temperaturas de alineamiento de los mismos y diferencias entre los tamanos de

los amplificados.

El analisis mediante el software generd6 cinco grupos de marcadores de los cuales
sb6lo se conservaron cuatro ya que el quinto grupo tenia sélo tres loci. Los
microsatélites de cada uno de estos grupos fueron ordenados de acuerdo al rango
de tamafio en pares de bases (pb) de los alelos reportados y analizado
manualmente para asignarle un fluor6foro, de tal manera que loci con rangos que
se traslapasen o con diferencias menores a 20pb no fueran asignados con el
mismo fluoréforo y de esta forma pudieran ser distinguidos, dando siempre

prioridad a loci que presentaran mayor numero de alelos.
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Como resultado final de este procedimiento se obtuvieron 4 grupos con un total de
36 microsatélites que se muestran en el Cuadro 1. Los grupos fueron

denominados como LvMG1, LvMG2, LvMG3 y LvMG4
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Cuadro 1. Informacién de los loci elegidos para el estudio de microsatélites.

Rango de
tamafio de # Alelos
Nombre Direccion Secuencia Primers Marcaje | alelos (Pb) | reportados
CNM-MG-479* Fw 5'-3' GTGAAGTTGGGATTATAG 96-109 15
e RV 5'-3' CTGCCAGTTTAGCGAC FAM i
Pvan0040 Fw 5'-3 TTTACGATCAGATTGTTC 145-157 6
Rv 5'-3' GAAATAGAAAATAAAGAAC FAM
CNM-MG-356* Fw 5'-3 TGCGTTCACATTTCCA 180-192 4
Rv 5'-3' AATTGAGTGTCCCTTGC FAM
Fw 5'-3' GCAAACAGGAGACAAT
CNM-MG-351%* 212-238 15
Rv 5'-3' CGGACTCTAGCAATAA FAM
CNM-MG-412* Fw 5'-3 GCCATTTGATTGCTCT 243-256 5
Rv 5'-3' TGACTTGGTCTTTGTTAG FAM
CNM-MG-364* Fw 5'-3 CGTCGTAGTCACAAGAT 166-186 2
Rv 5'-3' CAGTATCAATACCGTCCT HEX
CNM-MG-339% |TW 5'"-3 AAACAACATATTGCAGTTC 150-192 S
Rv 5'-3' AAGCGTCAGATTCCAG HEX
CNM-MG-387* Fw 5'-3 CAGCTCATACGGAGAC 217-230 4
Rv 5'-3' CTTGCGTGAAATTGTT HEX
Lvanio+ Fw 5'-3 ATAAGAAGGTCGTTTCTCTC 279-326 10
Rv 5'-3' AATACGACTCAACTATAGGG HEX
CNM-MG-421* Fw 5'-3 TTTCTGCCACGGAGTT 145-153 4
Rv 5'-3' CTGTTGCCCAAATAGC FAM
CNM-MG-390* Fw 5'-3 CGTAAGATGTGCCAGT 259-268 5
Rv 5'-3' CAGTTATAAAGTCAAAAGTA FAM
CNM-MG-367* Fw 5'-3 AAACCACCCTGACCATC 285-308 6
Rv 5'-3' CTGTGCCAAATTACAAGC FAM
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Fw 5'-3'

ATCGGGAATACAATCG

CNM-MG-384* 226-257 9
Rv5-3' | AACCCTAACAAACAATAAG HEX

CNM-MG.3gex |FW 53" | CGAGCACAGGAAGATA 273263 .
RV5-3' | TCTGGGAGAAGGGATA HEX

CNMMG.357% |FW 53" | GCTTGAATCGCTACTGC 208310 .
RvV5-3' | GTTGCTGCCACTCATT HEX

., |Fws-3 |ATCTCGATAAGGAAACTGAC 4929 5

Lvan09 Ry 5.3 | GACAGGTTTGTCTTCACAG TET 8§9-223

CNM.MG.355+ |FW 53" | TGGCATTCATCTTTGG 287305 7
RvV5-3' | AAGAGGCACTTCATCC TET

ovanigls |FW 53 |GATCATTCGCCCCTCTTTTT 280.392 ]
Rv5-3' | ATCTACGGTTCGAGAGCAGA TET

Lvano7e  |FW 53 | AAAGAGGAAGATGAGGAAG 427-500 o
RV 5-3' | CCTCGGTTACGTATTTATTG FAM

CNM-MG-ag7% |FW 5'-3' | GACAGACAGTGGTGGCG 194-227 '3
Rv5-3' | CGTTCTCCTTGCGTGATG FAM

CNM-MG.406+ |FW 53" | TGTCACTGTTGAGCCCTACT J51.260 7
RvV5-3' | CAGATTCCTCAGCCTCCT FAM

HLN.0301x | FW 53 |AAGTGTGTGAGCGAGTGTGG 73986 ]
RV5-3' | GTCGGGTCTTGGCTGTCA FAM

CNMMG430% |FW 53 | GGGAAGCCCAAATAAGA 126141 N
RvV5-3' | AAMAGAAGAGGAAAGGGATAG HEX

CNM-MG.360% |FW 53" | AGCAAGCATTCCTCCTA {88246 o
RV5-3' | TTGTGGTCGAACCTAAAC HEX

CNMMG.3g3x |FW 53" | TTCCTCGTCATTTCAC 189-201 7
RvV5-3' | TGCTTACACCGCCAGA HEX

Lvanois  |FW5-3' | GCCATAAACGCAAGACTGAG 136146 .
RV5-3' | GCAGGTATACGGTCATGTGTA FAM
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bvanizsgt |FW 53" |TATGCTCGTTCCCTTTGCTT 163-189 14
Rv5'-3' | TTGAAGGAAAAGTGTTGGGG FAM
CNM-MG-354% |FW 5'-3' | AAGACAGAAAGGGTGA 500-210 10
Rv 5'-3' | CAAGAGGGAGAAAGTAG FAM
HLIN-004+* |FW5'-3' | GGGAGGCTAAAAGATGGTGA 595-249 ,
Rv 5'-3' | GGGTGAGGCGAGACAATTC FAM
CNM-MG-416% |FW 53" | TGCCAGTGCCATTTGA 594-324 ,
Rv 5'-3' | CCTCCTCCTCCCAACT FAM
CNM-MG-362% |FW 53" | TACTTGGACCTCAGTCA 189-224 51
Rv 5'-3' | GCACGCTTAGTCTCAA HEX
CNM-MG-380% |FW 5'-3' | CGAGCGTTATCAAATG 536-266 .
Rv5'-3' | GAAATGATGGGGAAGA HEX
CNM-MG-371* |FW5'-3' | CCAAGAGGGAGTAGAAA 584-309 10
Rv 5'-3' | GGATAAACACGAAACC HEX
CNM-MG-507* |FW 5'-3' | GATCCCGATGCCGTAGC 360-370 4
Rv 5'-3' | TGTTTACCAGTTGGGTCCAT HEX
Fw 5'-3' | AAGAGAGATGGAAGGAGTAAGTGC
HLIN-0231* 226-238 5
Rv 5'-3' | GATCAATACCTTGCAGCGAAA TET
CNM-MG-474% | W 53" | CTGGCTTGTGGAATGG 74-280 4
Rv 5'-3' | CAACGAAAGGCAGATGG TET

+ (Freitas et al., 2007b)
T* (Zhi-Ying et al., 2006)
T (Cruz et al., 2002)

* (Pérez et al., 2005)
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5.2.4 Reacciones de PCR
Los oligonucleétidos iniciadores (primers) para PCR fueron comprados a

Invitrogen (Carlsbad, CA) los cuales fueron provistos en forma desalada a una

concentracion de 200 nmoles.

Cada uno de los primers fue probado en forma separada haciendo uso de 3
muestras y con los parametros originalmente reportados y observando los

productos de los mismos en geles de agarosa al 3%.

Para las reacciones tipo multiplex se utilizé el kit Qiagen Multiplex PCR (Foster
City, CA) el cual es un kit especifico para la optimizacion de reacciones en

multiplex y una termocicladora Applied Biosystems 9700.

Una vez probada la amplificacion independiente de cada uno de los microsatélites,
se procedid a la evaluacion de las reacciones en multiplex; para esto se utilizé una
termocicladora de gradiente, con el fin de probar diferentes temperaturas de
alineamiento (T.)., pues la T, es reconocida como uno de los factores mas
importantes dentro de los parametros para una exitosa PCR. Cada uno de los 4
grupos obtenidos mediante el analisis en computadora se probé en un rango de
43°C a 65°C, con una concentracién final de cada uno de los iniciadores de 0.2

MM, MgCl, 6mM y ADN molde en concentracion de 8 a 10 ng.

Los productos de PCR se llevaron a resolver mediante electroforesis capilar en el
ABlI PRISM 310 Genetic Analyzer, capaz de distinguir entre los diferentes
fluoréforos con los que habian sido marcados los iniciadores. Una vez obtenidos

los resultados se observé que solamente los grupos LYMG1 y LYMG2 lograron ser
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amplificados de forma exitosa, consiguiéndose la amplificacion de 8 y 7 loci
respectivamente, en los dos grupos restantes se observaron menos de 50% de

loci amplificados.

Debido a los resultados anteriores y dado que la amplificacion independiente de
cada loci habia sido exitosa, los grupos LVvMG3 y LvMG4 fueron nuevamente
evaluados mediante el software MultiPLX para formar 2 subgrupos de cada uno de
ellos. Esta evaluacion se realizd utilizando mayores restricciones en la diferencia
de temperaturas de alineamiento e interacciones entre los iniciadores
obteniéndose 4 nuevos grupos denominados LvMG3-1, LvMG3-2, LVMG4-1 y

LvMG4-2.

Estos 4 subgrupos fueron amplificados en las condiciones de concentracion de
iniciadores, ADN molde y sales ya mencionadas, utilizando el mismo rango de
temperaturas de alineamiento de 43°C a 65°C y resueltos mediante el uso del
secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer. En esta ocasion se obtuvo la
correcta amplificacion en todos los grupos. En el cuadro 2 se muestra la
composicion final de cada uno de los grupos y en el Anexo B se muestran los

parametros finales elegidos para las reacciones de PCR.

Para la genotipificacién se realizaron diluciones para obtener concentraciones de

ADN de entre 8 y 12 ng/ul de todas las muestras.

Posteriormente se realizaron las reacciones de PCR en multiplex como se
describié anteriormente y fueron resueltos haciendo uso del secuenciador ABI

PRISM 3100 Genetic Analyzer.
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Los electroferogramas resultantes fueron analizados usando el software
GeneMapper V3.7 Applied Biosystems (Foster City, CA) para realizar la
asignacion de alelos y formar una base de datos conteniendo los genotipos de

cada una de las muestras.

Cuatro loci fueron eliminados del estudio debido a que en mas del 10% de las
muestras no fueron amplificados, lo que se atribuyé a un problema en la técnica
de PCR.

Cuadro 2. Microsatélites usados en el estudio de acuerdo al grupo de multiplex
correspondiente.

Grupo Loci

CNM-MG-339
CNM-MG-356
CNM-MG-367
LvMG1 CNM-MG-387
CNM-MG 412
CNM-MG-421
CNM-MG-479
Lvanl10
Pvan0040
CNM-MG-351
CNM-MG-390
CNM-MG-364
CNM-MG-384
CNM-MG-386
CNM-MG-357
CNM-MG-430
LvMG3-1 Lvan07
CNM-MG-369
CNM-MG-383
CNM-MG-507
LvMG3-2 HLIN-030
CNM-MG-487
CNM-MG-496
CNM-MG-371
LvMG4-1 CNM-MG-380
CNM-MG-354
CNM-MG-362
CNM-MG-416
LvMG4-2 HLIN-004
LvanO1
Pvan1758

LvMG2
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5.3 Indices y métodos para la evaluacion de la variabilidad
genética poblacional y diferenciacion poblacionales.
Para el calculo de la heterocigosidad esperada para todos los loci y poblaciones

se uso el método de Nei (1987) usando el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al.,
2005). Se calcularon las desviaciones en el equilibrio de H-W y diferenciacion
poblacional mediante el uso del programa GENEPOP versién 3.1 (Raymond y

Rousset, 1995).

Se obtuvo el numero de alelos por loci (A.) y el numero de loci unicos (4,) por
poblacion y por loci mediante el método de rarefaccion, este método permite
obtener valores suponiendo tamafos de muestra iguales; para este calculo se usé
el software HP-RARE 1.1 (Kalinowski, 2005b). Ademas se obtuvieron los valores
de numero de alelos observados (4,,) y alelos efectivos (4,) (Hartl, 1987; Gillespie,

2004).

Se uso el programa Fstat (Goudet, 1995) para el calculo de los valores de F,; para
todas las poblaciones (Weir y Cockerham, 1984) y entre pares de poblaciones
(Slatkin, 1995). Los valores de R, (Slatkin, 1995) fueron calculados usando el

programa RstCalc (Goodman, 1997).

También se comprobd la probabilidad de eventos de cuellos de botella en las
poblaciones bajo los supuestos de tres diferentes tipos de modelos de mutacion, el
Modelo de Alelos Infinitos (IAM por sus siglas en inglés), el Modelo de Mutacion a
Manera de Pasos (SMM por sus siglas en inglés) y el Modelo de Dos Pasos (TPM
por sus siglas en inglés) usando el programa Bottleneck (Cornuet y Luikart, 1996)

el cual realiza una prueba de significancia comparando la heterocigosidad
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observada con respecto de la heterocigosidad esperada en equilibrio de deriva
génica y mutacién (Heq) ambos calculados a partir del niumero de alelos
observados; para el caso del modelo TPM se supuso un 90% de los loci bajo un
modelo de SMM. Se estimaron ademas los tamafos efectivos de poblacion para
las poblaciones mediante el analisis propuesto por Hill (1981) haciendo uso del

software NeEstimator V1.3 (Peel et al., 2004).

Para la construccion de los dendrogramas se usé el software Populations;
primeramente se construyd un arbol filogenético para las poblaciones el cual se
realiz6 mediante el método de neighbor joining (NJ) a partir de matrices de las
distancias Da entre las poblaciones bajo estudio de acuerdo al método de Nei
(1987); separadamente se realizd un dendrograma por individuos mediante el
método NJ de alelos compartidos usando el método de Ds descrito por Jin y

Chakraborty (1994).
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6. Resultados

6.1 Niveles de Polimorfismo
Todos los loci analizados en el estudio fueron polimoérficos, es decir, se observaron

mas de dos alelos en cada una de las poblaciones analizadas.

En el cuadro 3 se muestra el resultado de los analisis de equilibrio Hardy-
Weinbergh (H-W) a través de todas las poblaciones. De los 26 loci usados en el
estudio 23 presentaron un desequilibrio H-W (P<0.05), y solo los loci CNM-MG
364, CNM-MG 386 y Lvan 07 se encontraban en equilibrio H-W. El mismo analisis
para cada poblacién mostré que para la generacion 2005 los loci CNM-MG 412,
CNM-MG 479, CNM-MG 364, CNM-MG 384, CNM-MG 386, CNM-MG 390, Lvan
07, CNM-MG 496, Lvan 01 y Pvan 1758 no mostraron desviaciones del equilibrio
H-W. Para la generacion 2007 los loci CNM-MG 364, CNM-MG 390, Lvan 07 y
Lvan 01 mostraron desviaciones del equilibrio H-W. Finalmente para los
organismos silvestres los loci CNM-MG 412, CNM-MG 364, CNM-MG 384, CNM-

MG 390, CNM-MG 496 y Lvan 01 no presentaron desviacion en el equilibrio H-W.
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Cuadro 3. Resultado de la prueba para comprobar equilibrio H-W por cada poblacién.

Generacion 2005 Generacion 2007 Silvestres
LOCUS Equilibrio H-W F Equilibrio H-W F Equilibrio H-W F
P(ds) L P(ds) ts P(ds)) Ls

CNMMG339 0.0128(0.0008) 0.0690 0.0002(0.0001) 0.1810 0.0002(0.0002) 0.2660
CNMMG356 0.0239(0.0007) 0.3170 0.0000(0.0000) 0.4350 0.0000(0.0000) 0.0030
CNMMG387 0.0000(0.0000)  0.3640 0.0000(0.0000) 0.4180 0.0000(0.0000) 0.7280
CNMMG412 0.8806(0.0007) -0.0870 0.0061(0.0005) 0.1180 0.0001(0.0001) 0.2110
CNMMG421 0.0065(0.0001) 0.2650 0.0000(0.0000) 0.6990 0.0001(0.0000) 0.5150
CNMMG479 0.3622(0.0048)  0.0650 0.0017(0.0004) -0.0160 0.0097(0.0011) 0.1190
CNMMG351 0.0000(0.0000) 0.3720 0.0000(0.0000) 0.5930 0.0004(0.0002) 0.3450
CNMMG364 0.1134(0.0017) 0.1000 0.4487(0.0028) 0.0180 0.1249(0.0028) 0.0330
CNMMG384 1.0000(0.0000) -0.3000 0.9829(0.0013) -0.1930 0.9292(0.0070) -0.0650
CNMMG386 0.7586(0.0004) -0.0280 0.0210(0.0002) 0.3370 0.3860(0.0030) 0.0840
CNMMG390 0.2615(0.0005) 0.1260 0.9170(0.0003) -0.1030 0.0000(0.0000) 0.5170
CNMMG369 0.0000(0.0000)  0.3680 0.0003(0.0001) 0.2560 0.0000(0.0000) 0.5650
CNMMG430 0.0339(0.0021)  0.0950 0.0034(0.0004) 0.1480 0.0458(0.0046) 0.1350

Lvan07 0.4361(0.0037) -0.0180 0.0003(0.0001) 0.0960 0.0002(0.0001) 0.1060
CNMMG487 0.0429(0.0009) 0.1300 0.0007(0.0000) 0.1670 0.0000(0.0000) 0.3520
CNMMG496 1.0000(0.0000) -0.7430 1.0000(0.0000) -0.7510 0.6973(0.0027) -0.1340
CNMMG507 0.0000(0.0000) 1.0000 0.0000(0.0000) 0.9720 0.0000(0.0000) 0.7960

HLINO30 0.0145(0.0007)  0.1530 0.0000(0.0000) 0.7300 0.0000(0.0000) 0.6130
CNMMG354 0.0000(0.0000)  0.6840 0.0000(0.0000) 0.8760 0.0000(0.0000) 0.5840
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CNMMG362
CNMMG371
CNMMG380
CNMMG416
HLINOO4
LvanO1
Pvan1758

0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.9708(0.0006)
0.0708(0.0017)

-0.0140
0.5750
0.6440
0.0330
0.9580
-0.1270
0.0760

0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.1713(0.0009)
0.0037(0.0003)

-0.0740
0.6480
0.4830
0.1230
0.9180
0.1040
-0.0320

0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0000(0.0000)
0.0003(0.0001)
0.0146(0.0018)

0.3480
0.8490
0.4110
0.4900
0.8980
0.3420
0.1480

29



6.2 Variabilidad Genética de las Poblaciones.
La H, promedio para todas las poblaciones y todos los loci fue de 0.6212 (Cuadro

5), y el numero de alelos efectivos (A,) por loci para todas las poblaciones fue de

8.49.

Los valores de H, promedio por poblacién fueron de 0.5658, 0.5778 y 0.7198 para
las poblaciones G05, GO7 y Silv respectivamente (Cuadro 4). El A, promedio para
las mismas poblaciones fue de 6.35, 7.15 y 11.97 respectivamente. El nUmero de
A, promedio por poblacion fue de 5.18 para la poblacion G05, 5.48 para la GO7 y
9.77 para la poblacion Silv. EI numero de alelos unicos promedio por poblacién fue
de 0.43, 0.51 y 4.65 alelos para las poblaciones G05, G0O7 y Silv respectivamente

(Cuadro 6).
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Figura 2. Valores de H, y H, por poblacidon. Literales diferentes denotan diferencias
significativas P<0.05.
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Cuadro 4. Resultados de H, y H, por poblacién por locus y promedio.

Generacion 2005 Generacion 2007 Silvestres

H, H, H, H, H, H,
CNM-MG 339 0.8088 0.7532 0.7451 0.6111 0.9233 0.6792
CNM-MG 356 0.4747 0.3247 0.5558 0.3151 0.6128 0.6111
CNM-MG 387 0.6404 0.4085 0.7265 0.4242 0.8349 0.2292
CNM-MG 412 0.2749 0.2987 0.3776 0.3333 0.7085 0.5600
CNM-MG 421 0.0882 0.0649 0.2263 0.0685 0.3416 0.1667
CNM-MG 479 0.6940 0.6494 0.7686 0.7808 0.9024 0.7963
CNM-MG 351 0.7016 0.4416 0.6027 0.2466 0.8733 0.5741
CNM-MG 364 0.6781 0.6104 0.6648 0.6528 0.7466 0.7222
CNM-MG 384 0.7508 0.9740 0.7931 0.9452 0.8699 0.9259
CNM-MG 386 0.2275 0.2338 0.1856 0.1233 0.4848 0.4444
CNM-MG 390 0.2078 0.1818 0.2858 0.3151 0.1909 0.0926
CNM-MG 369 0.7587 0.4805 0.6251 0.4658 0.8468 0.3704
CNM-MG 430 0.8463 0.7662 0.8195 0.6986 0.8984 0.7778
Lvan 07 0.6887 0.7013 0.7416 0.6712 0.8899 0.7963
CNM-MG 487 0.5073 0.4416 0.5257 0.4384 0.8539 0.5556
CNM-MG 496 0.5466 0.9481 0.5661 0.9863 0.5559 0.6296
CNM-MG 507 0.5290 0.0000 0.4861 0.0137 0.3598 0.0741
HLIN 030 0.5897 0.5000 0.3246 0.0882 0.5131 0.2000
CNM-MG 354 0.5325 0.1688 0.4396 0.0548 0.7529 0.3148
CNM-MG 362 0.7685 0.7792 0.7248 0.7778 0.8936 0.5849
CNM-MG 371 0.5862 0.2500 0.6337 0.2239 0.8001 0.1220
CNM-MG 380 0.6616 0.2368 0.6605 0.3425 0.8143 0.4815
CNM-MG 416 0.6801 0.6579 0.7478 0.6567 0.8945 0.4595
HLIN 004 0.3077 0.0130 0.5075 0.0417 0.5102 0.0526
Lvan 01 0.4038 0.4545 0.5196 0.4658 0.7165 0.4737
Pvan 1758 0.7583 0.7013 0.7700 0.7945 0.9253 0.7895
Media 0.5658 0.4631 0.5778 0.4437 0.7198 0.4801
ds (0.2041) (0.2773) | (0.1824) (0.2926) | (0.2080) (0.2576)

*ds: desviacion estandar
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Cuadro 5. Resultados de H, y H, por locus y promedio en todas las poblaciones.

H, H,
Media(ds) Het. Tot Media (ds) Het Tot
CNM-MG 339 | 0.8257(0.0737) 0.8422 0.6812(0.0711) 0.6832
CNM-MG 356 | 0.5478(0.0567) 0.5972 0.4170(0.1682) 0.3971
CNM-MG 387 | 0.7339(0.0796) 0.7302 0.3540(0.1084) 0.3676
CNM-MG 412 | 0.4537(0.1850) 0.4475 0.3973(0.1419) 0.3769
CNM-MG 421 | 0.2187(0.1036) 0.2092 0.1000(0.0577) 0.0931
CNM-MG 479 | 0.7883(0.0862) 0.7942 0.7422(0.0807) 0.7353
CNM-MG 351 | 0.7258(0.1118) 0.7637 0.4207(0.1647) 0.4069
CNM-MG 364 | 0.6965(0.0358) 0.7027 0.6618(0.0565) 0.6552
CNM-MG 384 | 0.8046(0.0493) 0.8283 0.9484(0.0242) 0.9510
CNM-MG 386 | 0.2993(0.1323) 0.2902 0.2672(0.1632) 0.2500
CNM-MG 390 | 0.2282(0.0413) 0.2333 0.1965(0.1120) 0.2059
CNM-MG 369 | 0.7435(0.0911) 0.7800 0.4389(0.0598) 0.4461
CNM-MG 430 | 0.8547(0.0328) 0.8713 0.7475(0.0428) 0.7451
Lvan 07 0.7734(0.0852) 0.7874 0.7229(0.0653) 0.7157
CNM-MG 487 | 0.6289(0.1593) 0.6659 0.4785(0.0668) 0.4706
CNM-MG 496 | 0.5562(0.0079) 0.5744 0.8547(0.1958) 0.8775
CNM-MG 507 | 0.4583(0.0718) 0.4774 0.0293(0.0394) 0.0248
HLIN 030 0.4758(0.1114) 0.4824 0.2627(0.2129) 0.2707
CNM-MG 354 | 0.5750(0.1314) 0.5908 0.1795(0.1303) 0.1667
CNM-MG 362 | 0.7956(0.0716) 0.8022 0.7140(0.1118) 0.7277
CNM-MG 371 | 0.6733(0.0917) 0.6858 0.1986(0.0677) 0.2111
CNM-MG 380 | 0.7121(0.0723) 0.7211 0.3536(0.1227) 0.3399
CNM-MG 416 | 0.7741(0.0895) 0.8007 0.5914(0.1142) 0.6167
HLIN 004 0.4418(0.0948) 0.4551 0.0358(0.0205) 0.0321
Lvan 01 0.5466(0.1291) 0.5276 0.4647(0.0096) 0.4628
Pvan 1758 0.8179(0.0761) 0.8202 0.7618(0.0524) 0.7553
Media 0.6211(0.0699) 0.6339 0.4623(0.0182) 0.4609
Ds (0.1870) (0.1894) (0.2613) (0.2642)

*ds: desviacidon estandar
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Los resultados del Analisis de Varianza (ANDEVA) para comprobar diferencias en
las medias de la H, fue significativo (P=0.0106). El valor de H, de la poblacién
silvestre fue mas alto con respecto a los valores observados en las poblaciones
bajo seleccion (P<0.05). Entre las poblaciones de las generaciones 2005 y 2007
no se observaron diferencias significativas en los valores de H, promedio
(P>0.05). Al aplicar la prueba no paramétrica de Krustal-Wallis, se obtuvieron
resultados similares a los del ANDEVA para diferencias entre las medianas de H,

(P<0.0001) (Figura 2).
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Figura 3. Resultados de diversidad alélica por poblacién. Literales diferentes denotan
diferencias significativas P<0.05. Ac: Alelos totales corregidos por el método de
rarefaccion. Au: Alelos Unicos corregidos por el método de rarefaccion. An: Alelos
totales observados. Ae: Alelos efectivos.
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Cuadro 6. Resultados de Diversidad Alélica por poblacién, por loci y media a través de todos los loci.

Generacion 2005

Generacion 2007

Silvestres

Altarefaca;)lz A, A, j:nrefaccuj:u A, A, jjrefaCC|cj4nu A, A,

CNM-MG 339 8.0 0.7 10 5.1 10.5 1.9 18 3.8 19.2 10.1 26 11.7
CNM-MG 356 5.1 0.9 6 1.9 5.6 1.1 9 2.2 6.0 2.0 7 2.5
CNM-MG 387 4.0 0.0 4 2.7 6.4 1.1 8 3.6 11.4 6.1 14 5.8
CNM-MG 412 2.9 0.0 3 1.4 4.4 0.7 7 1.6 9.8 5.6 13 3.3
CNM-MG 421 2.4 0.0 3 1.1 3.7 0.3 5 1.3 4.4 0.5 5 1.5
CNM-MG 479 7.8 0.0 9 3.2 9.2 0.7 13 4.2 13.5 3.9 15 9.4
CNM-MG 351 6.0 0.1 8 3.3 5.8 0.6 7 2.5 12.3 6.2 14 7.4
CNM-MG 364 3.5 0.0 4 3.1 3.3 0.0 4 2.9 7.7 4.1 9 3.8
CNM-MG 384 7.7 0.1 11 3.9 9.4 0.3 11 4.7 16.1 7.0 22 7.2
CNM-MG 386 2.0 0.0 2 1.3 2.0 0.0 2 1.2 3.9 1.9 5 1.9
CNM-MG 390 2.0 0.0 2 1.3 2.0 0.0 2 1.4 3.5 1.6 4 1.2
CNM-MG 369 7.2 0.5 9 4.1 7.4 1.3 10 2.6 9.5 3.9 12 6.2
CNM-MG 430 9.8 1.6 13 6.3 8.5 0.4 11 5.4 16.3 8.2 21 9.1
Lvan 07 6.2 0.2 7 3.2 7.2 1.0 8 3.8 13.8 7.6 18 8.5
CNM-MG 487 4.0 0.0 5 2.0 3.6 0.0 4 2.1 10.8 6.3 14 6.5
CNM-MG 496 3.3 0.1 4 2.2 4.3 0.7 6 2.3 5.2 1.1 6 2.2
CNM-MG 507 3.0 0.0 3 2.1 3.3 0.3 4 1.9 5.5 2.8 6 1.6
HLIN 030 5.6 1.7 7 2.4 4.9 0.5 7 1.5 7.7 3.9 9 2.0
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CNM-MG 354 5.2 0.7 8 2.1 3.9 0.1 5 1.8 8.2 3.6 11 3.9
CNM-MG 362 8.2 1.7 11 4.2 7.5 0.9 11 3.6 13.3 6.3 17 8.7
CNM-MG 371 6.6 1.4 8 2.4 5.4 0.0 6 2.7 9.1 3.5 10 4.8
CNM-MG 380 5.9 1.2 7 2.9 5.1 0.3 6 2.9 8.3 4.3 10 5.2
CNM-MG 416 6.1 0.0 7 3.1 6.1 0.1 7 3.9 12.5 6.1 14 8.5
HLIN 004 2.0 0.0 2 1.4 2.3 0.3 3 2.0 3.3 1.3 4 2.0
Lvan 01 3.3 0.0 4 1.7 3.0 0.0 3 2.1 7.2 3.9 8 3.4
Pvan 1758 6.8 0.1 8 4.1 7.7 0.7 9 4.2 15.4 9.1 17 11.5
Media 5.2 0.4 6.3 2.8 5.5 0.5 7.2 2.8 9.8 4.6 12.0 5.4
d.s. 2.2 0.6 3.1 1.3 2.4 0.5 3.7 1.1 4.4 2.6 5.8 3.2

*ds: desviacidn estandar
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Las comparaciones para A., fueron estadisticamente significativas (P<0.0001).
Los resultados para este indice fueron similares a los de H,, la poblacion Silv tuvo
el mayor valor (P<0.05) y no se observaron diferencias entre las poblaciones G05
y GO7 (P>0.05). La prueba de Kruskal-Wallis fue consistente con esos hallazgos
mostrando diferencias entre las medianas de A, entre las poblaciones silvestres y

las de cultivo (P<0.05), pero no entre las poblaciones G05 y GO7 (P>0.05).

Para el caso de 4,, se observaron diferencias entre las medias de las poblaciones
(p<0.0001) a partir del ANDEVA. El valor de A, de la poblacion Silv fue superior a
los de las poblaciones bajo seleccion (p<0.05). No se observaron diferencias entre
las poblaciones seleccionadas (p>0.05). Nuevamente se aplico el estadistico
Kruskal-Wallis obteniendo valores que corroboraban las diferencias entre las
medianas de las poblaciones (P<0.05) (Figura 3).

Cuadro 7. Resultados de la prueba de cuello de botella de acuerdo a los diferentes
modelos de mutacion: IAM (Modelo de alelos infinitos), TPM (Modelo de dos pasos) y
SMM (Modelo de mutacién por pasos).

Generacién  Generacién Silvestres
2005 2007
IAM
NUumero de loci esperados con exceso de
Heterocigosis 14.38 14.66 15.52
Hd:He 6:20 9:17 9:17
P 0.01852 0.23396 0.35254
TPM
NUumero de loci esperados con exceso de
Heterocigosis 14.97 15.05 15.41
Hd:He 18:8 21:5 23:3
P 0.00510 0.00006 0.00000
SMM
Numero de loci esperados con exceso de
Heterocigosis 14.98 14.99 15.31
Hd:He 21:5 22:4 24:2
P 0.00007 0.00001 0.00000

*He: Numero de loci en equilibrio de heterocigosis. Hd: Numero de loci en desequilibrio de heterocigosis. P:
valor de probabilidad
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Los analisis para comprobar la existencia de cuellos de botella bajo el supuesto de
el modelo IAM la poblacion G05 mostrd evidencia de compatibilidad con un evento
parecido (P=0.019), mientras que en las poblaciones G07 y Silv no fue asi. Sin
embargo, bajo los supuestos de los modelos tipo TPM y SMM todas las
poblaciones presentaban evidencia de compatibilidad con un evento de cuello de

botella (P<0.01) (Cuadro 7).

En el cuadro 8 se observan los resultados de estimacion de los tamafios efectivos
de poblacién (Ne), los cuales fueron de 141.6 para la poblacion G05 y 271.9 para
la poblacién silvestre. Para la poblacion GO7 no fue posible estimar de forma
directa el Ne por lo cual se estimé una aproximaciéon usando los datos de la
poblacién G05 y G07 dando un resultado de 128.1 para estas poblaciones en
conjunto. El valor de asociacion (R) producto del mismo analisis de Ne es un
indicativo del numero de familias usadas para formar cada una de las poblaciones,
por lo que se observa que en la poblacién Silv estan presentes un nimero mayor
de familias que en la poblaciéon GO05, la cual a su vez observé un nimero mayor de
familias presentes que en la ponderacion para la poblacion G05 con la poblacion

GO7.

Cuadro 8. Resultados de tamafiio efectivo de poblacién (Ne) por poblacion.

Intervalo de Confianza

Poblacion R* Ne Limite inferior | Limite superior
Generacion 2005 0.016 | 141.6 121.5 168.4
Generaciéon 2005 y 2007 0.009 | 128.1 119.9 137.2
Silvestre 0.023 | 271.9 218.5 357.7

*R: Asociacion
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6.3 Distancias Genéticas
Se obtuvieron los resultados de F,; (Weir y Cockerham, 1984) y los resultados de

R,; (Slatkin, 1995) (Cuadro 9). Los resultados de F,;; mostraron que los organismos
de las poblaciones G05 y GO7 presentaban distancias menores entre ellas que
cuando se comparaban contra la poblacién Silv. Estos resultados fueron
consistentes cuando se aplicé el estadistico R;; mostrando la misma tendencia

(P<0.05).

Cuadro 9. Resultados de distancias pareadas entre poblaciones (F,, bajo la diagonal y
R, sobre la diagonal).

Generacién 2005 Generacién 2007 Silvestres

Generacién 2005 0.01094* 0.0436%*

Generacién 2007 0.0182* 0.0298*
Silvestres 0.0857* 0.0800%*

*P<0.05

6.4 Diferenciacion Génica
Los resultados de diferenciacion génica para todos los loci (Cuadro 10), mostraron

que habia una diferenciacién génica estadisticamente significativa entre todos los

pares de poblaciones (p<0.0001).

Cuadro 10.Diferenciacion Génica. Resultados de la prueba de Ji cuadrada para todos

los loci.
GO05 vs G07 GO5 vs Silv GO07 vs Silv
Valor de Ji Infinito Infinito Infinito
cuadrada
Grados de
libertad 52 52 52
Valor de P P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001

*G05: Generacion 2005; GO7 Generacion 2007; Silv: Silvestres.
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Cuadro 11. Valores de probabilidad de diferenciacién génica pareadas por locus.

Locus GO05 vs GO7 GO5 vs Silv GO07 vs Silv
Valor de P (ds) Valor de P (ds) Valor de P (ds)

CNM-MG 339 0.00087 (0.00021) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 356 0.00003 (0.00002) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 387 0.08222 (0.00206) | 0.00000 (0.00000) | 0.00001 (0.00001)
CNM-MG 412 0.03866 (0.00125) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 421 0.00066 (0.00007) | 0.00003 (0.00001) | 0.10877 (0.00126)
CNM-MG 479 0.01969 (0.00085) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 351 0.06696 (0.00172) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 364 0.70724 (0.00206) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 384 0.17488 (0.00313) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 386 0.47967 (0.00130) | 0.00004 (0.00003) | 0.00001 (0.00001)
CNM-MG 390 0.19107 (0.00129) | 0.01035 (0.00036) | 0.00084 (0.00010)
CNM-MG 369 0.00412 (0.00036) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 430 0.20028 (0.00370) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
Lvan 07 0.15953 (0.00277) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 487 0.02170 (0.00100) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 496 0.18848 (0.00297) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 507 0.60148 (0.00269) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
HLIN 030 0.00001 (0.00001) | 0.00004 (0.00002) | 0.00116 (0.00021)
CNM-MG 354 0.01709 (0.00096) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 362 0.10510 (0.00256) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 371 0.00006 (0.00002) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 380 0.04139 (0.00123) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNM-MG 416 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
HLIN 004 0.00000 (0.00000) | 0.00065 (0.00011) | 0.20169 (0.00262)
Lvan 01 0.00219 (0.00020) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
Pvan 1758 0.15336 (0.00269) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)

*G05: Generacion 2005; G07 Generacion 2007; Silv: Silvestres. ds: Desviacion Estandar.

Al realizar el analisis por locus (Cuadro 11), se puede observar que no en todos
los loci existe diferenciacion entre las poblaciones. Asi los loci CNM-MG 387,
CNM-MG 351, CNM-MG 364, CNM-MG 384, CNM-MG 386, CNM-MG 390, CNM-
MG 430, Lvan 07, CNM-MG 496, CNM-MG 507, CNM-MG 362 y Pvan 1758 no
mostraron evidencias de diferenciacion entre las poblaciones G05 y G07 (p>0.05).
Este mismo analisis comparando entre las poblaciones GO7 y Silv mostré que los

loci CNM-MG 421 y HLJN-004 no evidenciaron diferenciacion entre la poblacion
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GO07 y la poblacién Silv; mientras que la comparacién entre las poblaciones GO07 y
Silv. mostr6 que todos los loci observaban diferenciaciéon génica entre las

poblaciones.

6.5 Diferenciacion Genotipica
Los resultados de diferenciacion genotipica para todos los loci (Cuadro 12),

mostraron que habia una diferencia estadisticamente significativa entre las

poblaciones (P<0.0001).

Cuadro 12. Diferenciacidon genotipica, resultados de la prueba de Ji cuadrada para
todos los loci.

GO05 vs G07 GO05 vs Silv GO07 vs Silv
Valor calculado 163.69 Infinito Infinito
de Ji cuadrada
Grados de
libertad 22 32 32
Valor de P P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001

*G05: Generacidon 2005; GO7 Generacion 2007; Silv: Silvestres.

En los andlisis por locus (Cuadro 13), se puede observar que en algunos casos no
existe diferenciacién entre las poblaciones. Entre las poblaciones bajo seleccion
de las generaciones 2005 y 2007 no se observa diferenciacion genotipica (p>0.05)
en los loci CNM-MG 387, CNM-MG 351, CNM-MG 364, CNM-MG 384, CNM-MG
386, CNM-MG 390, CNM-MG 430, Lvan 07, CNM-MG 496, CNM-MG 507, CNM-
MG 354, CNM-MG 362, CNM-MG 380 y Pvan 1758. Mientras que en los loci CNM-
MG 421 y HLJN-004 no se observé diferenciacion genotipica entre la poblacién
GO07 y la poblacion Silv. Ademas entre la poblacion G05 y la poblacion Silv no

existe ausencia de diferenciacion en ninguno de los loci.
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Cuadro 13. Valores de probabilidad de diferenciacién genotipica pareadas por locus.

GO05vsG07 GO5vsSilv GO7vsSilv
Valor de P (ds) Valor de P (ds) Valor de P (ds)

CNMMG339 0.00304 (0.00026) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG356 0.00047 (0.00010) | 0.00000 (0.00000) | 0.00005 (0.00002)
CNMMG387 0.27428 (0.00274) | 0.00011 (0.00004) | 0.01509 (0.00057)
CNMMG412 0.04310 (0.00097) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG421 0.01445 (0.00042) | 0.00139 (0.0001) | 0.38054 (0.00203)
CNMMG479 0.02824 (0.00092) | 0.00000 (0.00000) | 0.00001 (0.00001)
CNMMG351 0.44801 (0.00280) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG364 0.72029 (0.00171) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG384 0.15960 ( 0.00205) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG386 0.50540 (0.00133) | 0.00000 (0.00000) | 0.00001 (0.00000)
CNMMG390 0.19179 (0.00145) | 0.03428 (0.00070) | 0.00178 (0.00014)
CNMMG369 0.03869 (0.00124) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG430 0.22815 (0.00279) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)

Lvan07 0.18589 (0.00219) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG487 0.03427 (0.00083) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG496 0.05462 (0.00079) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG507 0.78971 (0.00130) | 0.00010 (0.00003) | 0.00048 (0.00008)

HLINO30 0.00013 (0.00003) | 0.00016 (0.00004) | 0.03881 (0.00089)
CNMMG354 0.12495 (0.00206) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG362 0.37294 (0.00268) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG371 0.04251 (0.00080) | 0.00150 (0.00015) | 0.00062 (0.0001)
CNMMG380 0.24282 (0.00235) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
CNMMG416 0.00293 (0.00018) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)

HLINO0O4 0.00040 (0.00009) | 0.01412 (0.00066) | 0.33449 (0.00300)

LvanO1 0.00224 (0.00021) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)
Pvan1758 0.20821 (0.00239) | 0.00000 (0.00000) | 0.00000 (0.00000)

*G05: Generacion 2005; GO7 Generacion 2007; Silv: Silvestres. ds: Desviacion Estandar

6.6 Dendrogramas
Una vez elaborados los dendrogramas (Figuras 4 y 5) se observd que las

poblaciones bajo un esquema de seleccion se agrupaban y se separaban de las
poblaciones silvestres, denotando, al igual que en los analisis anteriores,
diferenciacion entre las poblaciones bajo seleccion y las silvestres. Ademas en la

Figura 6 podemos observar que las poblaciones bajo cultivo de la generaciéon 2005
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y 2007 presentan una tendencia a agruparse separadas una de la otra, aunque
esta agrupacién no es completa y se intercalan conglomerados de una poblacion

con la otra.

=07

Silvestres

Figura 4. Dendrograma mostrando la distancia existente entre las poblaciones. GO05:
Generacion 2005; G07 Generacion 2007; Silv: Silvestres.
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7. Discusion
Algunos autores han observando usando microsatélites que la diversidad alélica
en camarones cultivados es menor que en poblaciones silvestres (Bierne et al.,
2000; Xu et al., 2001; Cruz et al., 2004; Luan et al., 2006; Dixon et al., 2008), sin
embargo, empleando isoenzimas se han encontrado diferencias tanto a nivel de

H, como de diversidad alélica (Arena et al., 2003).

En este trabajo, los resultados tanto a nivel de H, como de diversidad alélica no
mostraron diferencias entre las poblaciones G05 y GO07 coincidiendo con los
resultados obtenidos por Luvesuto et al. (2007), y Souza de Lima et al. (2008) los
cuales usando 4 y 3 loci respectivamente y al comparar en un rango generacional
similar al estudiado en nuestro trabajo, no encontraron diferencias en la H, y
diversidad alélica de estas poblaciones. De igual manera Norris et al. (1999) en su
estudio en salmén del Atlantico no pudieron encontrar diferencias entre los valores
de H, y diversidad alélica observada entre poblaciones de cultivo de esta especie

usando microsatélites como marcadores genéticos.

Al contrario que en nuestro estudio, Luan et al. (2006) usando microsatélites para
comparar la variabilidad genética de poblaciones cultivadas y silvestres de
camardn Kuruma (Marsopeneus japonicus) no observaron diferencias entre los
valores de H, y diversidad alélica; de igual forma, en el trabajo de Norris et al.
(1999) en salmon del Atlantico y los trabajos de Xu et al. (2001) y de Dixon et al.
(2008) ambos en camaron Tigre (Peneaus monodon) no se encontraron

diferencias en los valores de H, entre las poblaciones cultivadas y silvestres, sin
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embargo, usando medidas de A, y A, pudieron establecer diferencias entre

poblaciones cultivadas y silvestres.

El hecho de que en nuestro estudio pudiéramos observar diferencias de H, entre
las poblaciones de cultivo y las silvestres a diferencia de Luan et al. (2006) en M.
Japonicus), Norris et al. (1999) en S. salar y Dixon et al. (2008) en P. monodon
pueden deberse a que en dichos estudios se utilizaron 6, 15 y 12 microsatélites
respectivamente, vs. 26 usados en nuestro trabajo, dado que el numero de loci
impacta en forma importante la potencia de las comparaciones. Ademas se ha
comprobado haciendo uso de simulaciones un aumento del 75% en la estabilidad
de distancias genéticas en indices basados en heterocigosidad esperada cuando
se pasa de 6 a 17 loci (Koskinen, 2004), lo que representa un indicador claro de la
influencia del numero de loci en estudios de variabilidad genética de poblaciones,
aunque no se pueden descartar diferencias causadas por la estructura en cada
una de las poblaciones, su historia, tamafo efectivo de las poblaciones y
diferencias entre los programas de mejora genética, ademas de las diferencias en

especie.

Algunos autores han sugerido el uso de valores de diversidad alélica sefalando
que estas medidas son mas sensibles para mostrar cambios en las estructuras de
las poblaciones que valores de H,, debido a que en muchas ocasiones no fue
posible establecer diferencias entre las poblaciones para H,, pero como ha sido
evidente en este trabajo, en ciertos casos, el uso de un mayor numero de loci,

permite establecer diferencias entre poblaciones haciendo uso de medidas de H,.
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Al realizar los analisis de diferenciacion génica en la comparacion locus por locus
entre las poblaciones G05 y G07 existian 12 loci que no mostraban evidencia de
diferenciacién génica entre las poblaciones, mientras que al realizar las
comparaciones entre las poblaciones de organismos cultivados contra la poblacion
Silv s6lo en la comparacion de la poblacion GO7 contra la poblacion Silv se
observé que 2 loci no presentaban diferenciacion entre las poblaciones; estos
resultados nos dicen que a pesar de que existe diferenciaciéon génica al comparar
entre todos los pares de poblaciones haciendo uso de todos los loci, las
poblaciones G05 y G0O7 presentan una menor diferenciacion al compararse entre
si y que existe una mayor diferenciacion génica cuando se realiza esta misma
comparacién entre las poblaciones G05 y GO7 con respecto a la Silv. Estos
resultados son consistentes al realizar los analisis de diferenciacién genotipica
donde la comparacion locus por locus resultdé en 14 loci donde no se observaba
diferenciacion genotipica al comparar la poblacién G05 contra la poblacién G07,
mientras que al comparar la poblacion G0O7 contra la poblacién Silv sélo 2 loci no
mostraron evidencia de diferenciacidén genotipica y ningun loci mostré evidencia de
ausencia de diferenciacion genotipica al comparar entre las poblaciones G05 y

Silv.

Ademas en este trabajo, los resultados del analisis para posibles eventos de
cuellos de botella mostraron que bajo los supuestos de un modelo IAM la
informacion de la poblacion G05 era compatible con este tipo de eventos, mientras
que, bajo los supuestos de un modelo SMM y TPM todas las poblaciones eran

compatibles con este tipo de eventos, Schidtterer et al. (2004) mencionan que
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para el caso de los microsatélites el modelo de SMM es mas adecuado que el
modelo IAM y aun mas, la variante TPM es mas adecuada. Con ésto podemos
pensar que durante la fundacién de la poblacién del nucleo genético se suscité un
evento de esta naturaleza, a pesar de que la poblacién fue fundada a partir de un
muestreo de varias poblaciones. Sin embargo, no podemos descartar que estos
resultados sean debido al tipo de loci que fueron utilizados para el estudio, ya que
algunos de ellos fueron generados a partir de ADN complementario o al método

empleado (Balloux et al., 2000; Balloux y Lugon-Moulin, 2002).

Debido a que tanto en las poblaciones G05, GO7 y Silv encontramos loci con
exceso de heterocigotos, el efecto de desviacion del equilibrio H-W  puede

deberse a algun artefacto derivado del tipo de loci usados.

Los valores de F,; y R;; mostraron una moderada diferenciacion genética entre las
poblaciénes Silv y la poblacion G05 y la poblacién Silv y GO7, con lo cual se
confirma el hecho de la clara diferenciacion de la poblacién Silv, mientras que la
baja diferenciacion entre la poblacién G05 y G07 es una indicacion de que
pudieran existir diferencias entre estas poblaciones debido a la seleccién, lo cual a
su vez puede verse reflejado en los resultados de Ne, donde existe una
disminucién en el numero de familias entre la poblacion G05 y el estimado en
conjunto ponderado de las poblaciones G05 y GO7 coincidiendo con los resultados
obtenidos por Dixon et al. (2008) y que también pueden observarse en la figura 6,
donde podemos observar agrupacion de individuos de las poblaciones G05 y GO7
en algunos conglomerados o closters del dendrograma que se intercalan uno con

otro mostrando un cierto grado de diferenciacion pero sin ser completa, aunque
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estos cambios no pudieron ser comprobados haciendo uso de H, e indices de

riqueza alélica.

En el dendrograma donde se agrupan a los individuos mediante el método de
alelos compartidos (Figura 5) se observa que los organismos de la poblacion Silv
se agrupan juntos pero compartiendo una raiz comun con organismos de las
poblaciones G05 y GO7, lo cual se esperaba, dado que la construccion del
dendrograma con el método neighbor joining se hace a partir del numero de alelos
compartidos y siendo la poblacién Silv la que mayor numero de alelos contenia,
los individuos de esta poblacién seran los unicos en compartir alelos que no estan
presentes en el resto de las poblaciones evitando el traslape con individuos de
otras poblaciones con excepcion de algunos organismos, los cuales se agruparon
separadamente del gran conjunto de individuos de la poblacion Silv, traslapandose
con individuos de las poblaciones G05 y GO7. Ello también es indicativo de que
algunos alelos presentes de las poblaciones en cautiverio estan presentes también

en la poblacién silvestre.

El hecho de que los analisis para comprobar cuellos de botella hayan sido
significativos para esta poblacién sugieren que este evento tuvo influencia en la
disminucion de variabilidad genética. Esto es debido a que un evento de cuello de
botella provoca una disminucion en el numero de alelos y un mayor numero de
Heterocigotos en la poblacién debido a la presencia de alelos en frecuencias
pequefas, causando desequilibrio de H-W debido a esta circunstancia (Cornuet y

Luikart, 1996).
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Aunque la poblacién silvestre mostrd poseer una variabilidad genética mayor que
la de cultivo, es imposible con este estudio determinar qué porcentaje de esta
diferencia en la variabilidad genética se perdié cuando la poblacién del nucleo fue
fundada y cuanta de ella se perdio por el efecto de seleccion en la misma a través

de los anos.

Es necesario realizar estudios que abarquen un mayor numero de generaciones
con el fin de observar cambios a largo plazo en las poblaciones debidos a la

seleccion.

50



8. Conclusiones
La variabilidad genética de las poblaciones G05 y GO7 medida como H, e indices
de riqueza alélica no presentd diferencias, por lo que podemos concluir que a
corto plazo (2 ciclos de seleccion), el programa de mejora no afecté en forma
significativa la variabilidad genética del nucleo genético. La variabilidad genética
de los organismos silvestres es mayor que en los organismos de cultivo a pesar de
que la segunda fue fundada a partir de muestras de individuos provenientes de
varias poblaciones de diferente origen geografico. Sin embargo, en las
comparaciones de diferenciacion genética si se observaron diferencias

significativas entre las dos generaciones de la poblacién en cautiverio.

Las poblaciones del nucleo genético tuvieron una clara diferenciacion génica y
genotipica de la poblacién formada por organismos silvestres, esta diferenciacion
se debe al efecto fundador y a los efectos de la seleccidn sobre la poblacion del

nucleo genético.

Los valores de F,; entre pares de poblaciones indican que puede existir una leve
diferenciacién entre la generacion 2005 y 2007, diferenciacion que podria deberse

al efecto de seleccion en el nucleo genético o a otras causas como deriva.

El hecho de que en este estudio se pudieran establecer diferencias entre
poblaciones usando valores H, en comparacién a trabajos previos, fue debido al
numero de loci utilizado, el cual fue superior comparado con estudios similares en

L. vannamei y otras especies.
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Los resultados de este estudio indican que la introduccion de organismos
silvestres puede ser beneficioso para conservar o incrementar la variabilidad

genética en nucleos de seleccion.
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Anexo A
Protocolo de precipitacion por sales para extraccion de ADN

. En un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml afiadir 400 pl de solucién de lisis.

. Anadir el tejido y macerar manualmente algunos segundos.

. Anadir 20 pl de proteinasa K.

. Incubar a 95° C por 15 minutos. Alternativamente se puede incubar a 55° C
por toda la noche.

. Anadir 200 pl de NaCl saturado y agitar vigorosamente varias veces.

. Incubar en hielo 10 minutos.

. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos.

. Transferir el sobrenadante (aproximadamente 500 pl) a un tubo con 1 ml de
etanol absoluto.

. Invertir el tubo varias veces para precipitar el ADN. EI ADN debe ser visible
en etanol. Si el ADN no es visible se recomienda centrifugar a 13,000 o

14,000 rpm durante 10 minutos.

10.Tomar el ADN con la punta de la pipeta transferirlo a 100 ul de solucion TE.

11.Incubar a temperatura ambiente hasta el dia siguiente o de 30 a 60 minutos

para disolver el ADN.

Solucidn de lisis

NaCl 5M 1ml
Tris 1M, pH 8 2.5 ml
EDTA 0.5 M pHS8 10 ml
SDS 10% S5ml

Aforar a 50 ml
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NaCl 5M

NaCl 292g

H20 Aforara 1L
EDTA 0.5M pHS8.0

EDTA 186.1g

H20 Aforara 1L
Ajustar pH a 8.0

Tris 1M

Tris Base 121g

H20 Aforar hasta 1L

Ajustar pH a 8.0

Solucién TE (Tris/EDTA)

Tris - HClpH 7.4, 7.5 6 8.0 10mM

EDTA pH 8.0 1mM

Soluciéon NaCl saturada

H20 500ml

NaCl Hasta el punto de no disolucién
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Grupo LvMG1

Anexo B

Protocolos de PCR

Componente Volumen | Volumen

X1 X8
H20 5.5 44
Multiplex Master Mix 12.5 100
Sol Q 2.5 20
Primers 2.5 20
ADN 2 -

Tiempo Temperatura

Activacion Inicial 15min 95°
Desnaturalizacion 30s 94° X 30
Alineacion 90s 53.3° ciclos
Extension 60s 72°
Extension final 30min 60°
Grupo LvMG2
Componente Volumen | Volumen

X1 X8
H20 8 64
Multiplex Master Mix 12.5 100
Primers 2.5 20
ADN 2 -

Tiempo Temperatura

Activacion Inicial 15min 95°
Desnaturalizacion 30s 94° X 30
Alineacion 90s 48.1° ciclos
Extension 60s 72°
Extension final 30min 60°
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Grupo LvMG3-1

Componente Volumen | Volumen

X1 X8
H20 5.5 44
Multiplex Master Mix 12.5 100
Sol Q 2.5 20
Primers 2.5 20
ADN 2 -

Tiempo Temperatura

Activacion Inicial 15min 95°
Desnaturalizacion 30s 94° X 30
Alineacion 90s 46.4° ciclos
Extension 60s 72°
Extension final 30min 60°
Grupo LvMG3-2
Componente Volumen | Volumen

X1 X8
H20 5.5 44
Multiplex Master Mix 12.5 100
Sol Q 2.5 20
Primers 2.5 20
ADN 2 -

Tiempo Temperatura

Activacion Inicial 15min 95°
Desnaturalizacion 30s 94° X 30
Alineacion 90s 53.2° ciclos
Extension 60s 72°
Extension final 30min 60°
Grupo LvMG4-1
Componente Volumen | Volumen

X1 X8
H20 8 64
Multiplex Master Mix 12.5 100
Sol Q 2.5 20
Primers 2.5 20
ADN 2 -
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Tiempo Temperatura

Activacion Inicial 15min 95°
Desnaturalizacion 30s 94° X 28
Alineacion 90s 50.2° ciclos
Extension 60s 72°
Extension final 30min 60°
Grupo LvMG4-2
Componente Volumen | Volumen

X1 X8
H20 5.5 44
Multiplex Master Mix 12.5 100
Sol Q 2.5 20
Primers 2.5 20
ADN 2 -

Tiempo Temperatura

Activacion Inicial 15min 95°
Desnaturalizacion 30s 94° X 28
Alineacidn 90s 51.9° ciclos
Extensidn 60s 72°
Extension final 30min 60°
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