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Resumen 

Mediante el uso de las herramientas de la morfometria y la biologia molecular se reporta la 
variación en tres genes distintos, así como la plasticidad fenotípica expresada en la variación 
para algunos caracteres marfométricos entre poblaciones de dos especies de camarones. 

Se analizaron 24 caracteres morfológicos de 140 organismos procedentes de dos 
poblaciones de Li/openaells selifems del Golfo de México y de dos poblaciones de L. 
wmnamei del Pacífico, COn un equipo para la captura y procesamiento de imágenes, se 
estableció un sistema para camarones, se calibró la técnica encontrando un error de medición 
de 1.7xlO·s %. Se encontraron diferencias significativas entre sexos de la población 
procedente de Veracruz para el largo del cefalotórax y del abdomen, en la población de 
Campeche las diferencias entre sexos se reportan para los segmentos abdominales, entre 
ambas poblaciones las diferencias son para los largos del cefalotórax, del abdomen y los 
anchos del los segmentos abdominales 1 y 6. Para de L. vaullamei las poblaciones se 
diferencian por el largo y ancho del segmento abdominal 6 y por el largo del cefalotórax y 
del abdomen. Dentro de las poblaciones se observó diferencia entre los sexos para los largos 
del cefalotórax y abdomen y para los largos y anchos de los segmentos abdominales. Los 
datos fueron ajustados, y se realizaron un análisis de componentes principales y de 
coeficientes de variación reportando diferencias entre las poblaciones de cada especie 
encontrando al largo del segmento 4 como uno de los caracteres con mayor valor de 
coeficiente de variación en L. selifenls para las hembras y en machos para L. vannamei. 

Se secuenciaron, amplificaron y analizaron 3 genes, (eO 1, 16 S Y Amilasa S-R) para L. 
l'olluomei. Se diseñaron juegos de oligonucleótidos y se realizó un análisis de dos 
poblaciones de L. varmamei y dos poblaciones de L. selifems mediante RFLPs, se 
estandarizó la técnica y se obtuvieron patrones de bandas diferentes a los teóricos. Se 
utilizaron los mismos oligonucleótidos para los análisis en L. setifenls ya que se emplearon 
secuencias conservadas. Se observaron diferencias entre el número de genes amplificados en 
fa PCR en L. setifenls y L. vannamei para la Amilasa S-R, y se encontraron diferencias en 
los patrones de bandas de los RFLPs, para los tres genes estudiados cuando son digeridos 
con taq 1, así como para los sitios de corte entre las dos especies Adicionalmente se 
estandarizó la técnica de microsatélites la cual c,letectó niveles de variación entre individuos 
de L. vanllamei, encontrando diferencias en la frecuencia alélica, entre las poblaciones de 
esta especie. 
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Résumé 

L'ulilisalion de la morphométrie et de la biologie moléculaire a permis de différencier deux 
populations de deux especes de crevettes Litopenaells setiferus du Golfe du Mexique et de 
deux de L. val111amei du Pacifique. Ainsi la plasticité phénotypíque est bien corrélée a la 
variatian de certains caracteres morphométriques et l'analyse de deux genes mitochondriaux 
(ARN ribosomaJ 16S et Cytochrome oxydase 1) et d'un gene nucltlaire (amylase) confirme 
ces différences. 

L'analyse de 24 caracteres morphologiques de 140 organismes provenant des deux 
populations de chaque espece de crevette a été faite avec un équipement permettant la 
capture et le traitement des images. Cet équipement spécialement adapté a l'observation des 
crevettes a été calibré ave<; une erreur sur Ja mesure de 1.7x J 0-5 %. Chez L setiferus, 00 a 
mis en éviden(~ des différences signíficatives entre les males et les femelles de la population 
de Veracruz au niveau de la longueur du céphalothorax et de rabdomen. Dans la population 
de Campeche. les différences entre sexes se situent sur les segments abdominaux, pour les 
autres populations. on observe des différences dans la longueur du céphalothorax, de 
¡'abdomen et les largeurs des segments abdominaux de 1 a 6. Chez L. l'Glll1amei les 
populations se différencient par la largeur et la longueur du segment abdominal 6 et par les 
longueurs du céphalothorax et de l'abdomen. Parmi ces populations, on observe une 
différence entre les sexes concernant les longueurs du céphalothorax et de Pabdomen, et 
pour les longueurs et largeurs des segments abdominaux Les données ont été ajustées, et 
une analyse en composante principale, et des coefficients de variations, a mis en évidence les 
différences entre les populations de chaque espece, définissant la longueur du segment 4 
comme un des caracteres présentant la plus importante valeur du coefficient de variation, 
chez L. setiferus pour les femelles et chez les males pour L. vannamei. 

Trois genes (CO l. 16S et a-amylase) ont été clonés et séquencés chez L. lIannamei A partir 
de ces séquem:es, on a choisi un jeu d'olígonucléotides et réalisé une analyse sur les deux 
populations de L. vannamei, en utilisant la digestion par plusieurs enzymes de restriction 
(Rsa 1, Taq 1 et Alu 1) et I'analyse electrophorétique des fragments obtenus (RFLPs). Le 
pattem théorique a été retrouvé : certains individus présentent cependant I'absence de 
certains sites de coupure. C'est le cas par exemple du gene 16S digéré par Alu I. L'ulilisatíon 
des memes oligonucléotides pour I'analyse de L. setiferlls a montré la conservation des 
séquences choisies. Des différences ont été mises en évidence entre le nombre de genes 
d'arnylase arnplifiés par PCR chez L. vannamei el avec les genes amplifiés chez L. selijems. 
Ainsi, des différences entre les bandes obtenues apres RFLPs, pour les trois genes étudiés 
sont différentes quand ils sont digérés par Taq 1 et correspondent il des positions des sites de 
digestion différents entre les deux especes. De plus, rexistence d'un microsatellite daos 
I'intron 6 d'un des genes d'arnylase a permis de mettre au point la technique d'analyse des 
microsatellites sur gels de séquence el d'utíliser la méthode pour détecler des niveaux de 
polyrnorphisme entre les individus de L. vannamei. Des différences de fréquence allelique 
entre les populations de cette espece ont pu ainsi etre mises en évidence et en faire un outíl 
puissant pour hnalyse des populations. 

Résumé 
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1 Introducción General 

Dada la importancia comercial de los camarones, estos organismos han sido objeto de 

numerosos trabajos. Entre otros aspectos se han explorado las características biológicas de 

eSlas especies (B1iss, 1983; Chow y Sandifer, 1991), las relaciones evolutivas (Chow y 

Sandifer, 1991; Mulley y Latter, 1981), la estructura y variación genética (Benzie et al., 1993, 

Lester. 1979; Rodríguez et al. 1982), Y el monitoreo del estado genético de las poblaciones 

silvestres. Estos estudios se han enfocado en la obtención de herramientas en la protección de 

poblaciones naturales e implementar programas de protección ecológica (Chow y Sandifer, 

1991) Y progf amas de seguimiento del cfecto de cerrar ciclos de vida en cultivo, en países 

donde la camaronicuItura es una actividad importante. En nuestro país el camarón es el 

recurso marino que más divisas aporta Según el anuario estadístico de Pesca 1997, en ese año 

se pescaron 88,489 toneladas en el Pacifico y 21,984 toneladas en el Golfo y Caribe. Debido a 

su alto y rápido crecimiento, a su resistencia y adaptabilidad en condiciones de cultivo, a su 

aceptable maduración en cautiverio y al conocimiento existente sobre sus requerimientos 

nUlricionales, las especies cultivables de camarón preferidas en el hemisferio occidental han 

sido LitopeJlaeus VGnnamei Boone, 1931 en el Pacífico (Martínez, 1993), y Litopenaeus 

se/ijems Linnaeus 1767, (Food and Drug Administration, 1992) en el Golfo de México. El 

camarón blanco del Pacífico L. vGl1namei, es una especie nativa de la Costa Oeste del Pacífico 

y su distribucivn se extienQe desde Sonora en el Golfo de California, México, hasta las costas 

del Norte de Perú (Farfante, 1997) En tanto que el camarón blanco L. se/ifems se distribuye 

desde la costa Atlántica Norte de los Estados Unidos hasta el Noreste de la Península de 

Yucatán (Farfante, 1997). Para el caso de los camarones, existen numerosos tipos de estudios 

con base en las diferencias morfológicas entre especies usados para distinciones taxonómicas, 

pues las especies del género Litopenaells difieren en una variedad de características 

morfológicas, reflejo de las diferencias genéticas entre ellas (Lester y Pante, 1992). Este tipo 

de estudios están enfocados a la estructura de los genitales, apéndices, rostrum o a la forma del 

caparazón. No obstante, los estudios de la variación entre especies en caracteres relacionados 

con la talla, la forma y otros caracteres comerciales son muy escasos. 

Introducció" General 
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Los estudios d~ morfometría de camarones son ampliamente utilizados en la identificación de 

postlarvas donde características como diferencias en el radio antenular pueden ser una 

herramienta importante para la descripción de especies y para distinguir entre ciertos géneros. 

Además de que existen evidencias de que caracteres como el largo del rostrum y el tamaño de 

espinas y espínulas es distinto en poblaciones silvestres y de cultivo (Kitani, 1993). Por otro 

lado están los estudios dentro de programas de cultivo, con fines de selección y mejora en la 

que se utilizan estructuras de interés comercial, como lo son el largo y peso del abdomen, el 

largo total y ancho de los organismos, etc. (Acosta, 1994) También ha sido analizada la 

relación de la variación morfométrica con la tasa de crecimiento (Conceicao, 1993) Las 

características morfológicas en particular son ampliamente utilizadas en los estudios de los 

patrones de vflriaGÍón geográfica debido a que pueden ser causadas tanto por condiciones 

ecológicas como factores históricos (Thorpe, 1976). 

La interpretación de los datos resultantes de la medición de variables discretas ó continuas 

(peso del cuerpo, O distancia entre dos puntos) ha sido de gran importancia en el entendimiento 

de algunos fenómenos biológicos, como por ejemplo: en estudios de relaciones tilogenéticas, 

ecomorfología, historias de vida, desarrollo animal, estructura de comunidades, procesos 

ecoióg1cos, así como en el esclarecimiento de pro1..temas en sistemá.tica, ecología, medicina, 

agrononúa y olros campos (Molvray el al., 1993; Yezerinac el al., 1992). No obslante en 

organismos marinos de importancia económica, donde históricamente se trabajaba con base en 

la morfometría y en las historias de vida, actualmente se ha reconstruido la filo genia a partir de 

la combinación de distintas herramientas como lo son los caracteres morfológicos, fisiológicos 

y ontogénicos, hibridación del ADN, variación en la movilidad de proteínas, cariotipos y 

polimorfismos en secuencias de ADN (McKay et al., 1996). 

En el afan de obtener conocimiento de la estructura de las poblaciones y las relaciones 

filogenéticas, en los camarones, se ha incrementado el uso de técnicas moleculares (Benzie et 

al, 1993; Bouchon el al., 1994; Machado et al., 1993; Machado, 1996; Van Worrnhoudt y 

Sellos, 1996). Se ha recomendado complementar los estudios con base en la morfometría 

(Arena, 1995; MuUeyy Latler, 1981; Rodríguezet al., 1982, Van Wormhoudt y Sellos, 1996) 

pues se ha observado que los datos morfológicos y moleculares se complementan (Lawrence, 

1991). En los últimos años los avances en la tecnologia de la biología molecular y la 

Introducción General 
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bioquímica, han permitido el desarrollo de una gran variedad de marcadores genéticos, que 

pueden ser utilizados para responder a problemas de manejo y consetvación de especies, 

caracterizando la variación entre poblaciones (Rigaa, 1997). En el caso de los peces los 

marcadores genéticos ya se han aplicado al análisis de stocks para el cultivo, en la acuacultura 

y en la sistemática (Moira y Danzmann, 1998). También estos han sido adoptados como 

herramientas para el estudio de los ahora Litopeneidos. En relación con otros organismos, los 

camarones Litopeneidos tienen niveles bajos de variación de alonzimas, (Hedgecock et aL, 

1982), por lo que se han desarrollado métodos para analizar la variación de ADN mitocondrial 

(ADNmt), para conocer con más detalle la estructura tanto de poblaciones silvestres como 

pw ,,¡¡entes de cultivo (Benzie et al., 1993; Bouchon et al., 1994; Tassankajon et al, 1997) 

Las secuencias de ADN mitocondriaJ, se han usarlo para examinar diferencias moleculares 

entre especies de camarones Litopeneidos y los datos demuestran diferencias genéticas entre 

especies mortológica y ecológicamente similares (palumbi y Benzie, 1991). Como el ADNmt 

presenta variación tanto entre individuos como entre poblaciones, lo hace un efectivo marcador 

de la estructura de poblaciones y de los patrones de variación geográfica. También puede ser 

una herramienta útil para detectar diferencias dentro de poblaciones y entre especies (Harrison, 

1989, Silberman et al., 1994). 

Otra de las técnicas que ha sido desarrollada y utilizada para monitorear variación genética es 

el polimorfismo en el largo de los fragmentos de restricción (RFLPs). Esta es una técnica para 

los camarones es relativamente rápida. y en la cuaJ no se requiere de radioactividad o 

equipamiento caro, (Lessa y Applebaum, 1993). Recientemente el uso de microsatélites ha 

surgido como una herranúenta muy poderosa en la investigación de genética de poblaciones 

(Morán et al., 1997). También se ha observado que todos los tipos de microsatélites muestran 

variación en el numero de repeticiones y reflejan un nivel de polimorfismo generalmente mayor 

que el de una hebra de una secuencia única, por lo tanto los microsatélites se usan en pruebas 

de identidad, en estudios de poblaciones en análisis de linajes y mapeo genético (Estoup et al , 

1993). 

Por otro lado, en los últimos años en el caso particular de los Decápodos el uso del ADN 

mitocondrial asi como el estudio de genes como el 18S Ribosomal y el estudio de los 

polimorfismos en las isoenzirnas de la ami lasa, corno marcadores genéticos adicionales, se han 

Introducción General 
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implementado en los estudios poblacionales y de evolución (Van Worrnhoudt, 1995, Van 

Wormhoudt y Sellos, 1996). 

Con base a la experiencia de trabajo anterior (Arena, 1995), estudio en el que se utilizaron 

algunos caracteres morfológicos de interés comercial como el largo y peso del abdomen, con 

lo cual es posible hacer cálculos de rendimientos alimenticios y a su vez se analizaron los 

polimorfismos de ocho enzimas para comparar los niveles de variación morfológica y 

heterogeneidad gen~tica, entre dos poblaciones del antes Penaeus setiferlls ahora L. sefijerus 

(Farfante. 1997) del Golfo de México, se obtuvieron resultados preliminares de diferencias en 

la variación morfológica y genética entre estas dos poblaciones. Estos resultados abrieron el 

camino para estudios con el uso de técnicas mas finas que permitan acercarse más al estado de 

las poblaciones de esta especie que es de gran importancia económica en México. 

Objetivo 

En el presentp. trabajo se han elegido las herramientas de la morfometría y la biología 

molecular. para explorar la variación geográfica entre sexos de dos poblaciones de camarón 

blanco, L. setiferus del Golfo de México y dos poblaciones de L. val/l/ame; del Pacífico. 

Introducción General 



SECCiÓN I 

Variación morfométrica en dos especies de camarón blanco, Litopelllleus 
setifems y L. vmmameL 

1 Antecedentes 

6 

El campo de la morfometría está interesado en los métodos de descripción y análisis 

estadisticos de la variación de la forma entre y dentro de muestras de organismos. Las 

muestras que pueden representar localidades geográficas, estadios del desarrollo, efectos 

genéticos, ambientales, etc., así como el análisis de los cambios de forma resultantes del 

crecimiento, de tratamientos experimentales o de la evolución, utilizando la descripción o la 

comparación de formas de organismos o de estructuras en particular. Para Bookstein (1982), 

la morfometría es una fusión empírica de la geometría con la biología, ya que en este método 

se obtiene infannación de las fuentes geométrica y biológica de los individuos, con el propósito 

comparativo tanto en estudios de crecimiento, anormalidades o diferencias taxonómicas (Davis 

y Gilmartin, 1985; Rohlf y Marcus, 1993). En el caso de los organismos marinos de 

importancia comercial y en particular para los camarones la morfometría ha sido una de las 

herramientas en investigaciones enfocadas a los análisis filogenéticos (Lawrence, 1991) en 

estos, las estructuras centrales de los análisis son características específicas de estructuras 

como antenas, las maxilas, maxilípedos, pereiópodos, urópodos, etc En otros casos la 

descripción y comparación de caracteres morfométricos en los diferentes estadios de mudas, 

sirven en la identificación de postlarvas entre diferentes especies (Kitani, 1991). Por otro lado 

también en algunos de los estudios relacionados con fines comerciales, en estudios de selección 

o bien de mejora se emplea la información proveniente del análisis de datos rnorfométricos 

(Acosta, 1995; Espinosa, 1989; Martínez, 1993; Prímavera et al., 1998, Rodríguez et al, 

1982). Así mismo esta herramienta ha contribuido a la ¡nfonnación de la variación geográfica 

para caracteres morfométricos (Lester, 1979; Rodríguez et al, 1982). En este sentido en un 

trabajo preliminar (Arena, 1995), se relacionaron la varianza poblacional de algunos caracteres 

morfológicos de interés comercial con el nivel de heterocigosidad en loci enzimáticos, para 

Sección L Antecedentes 
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dos poblaciones de camarón blanco L. se¡ifems en el Golfo de México, encontrándose 

diferencias en los niveles de variación morfornétrica y bioquímica. 

En las últimas décadas se ha aplicado la estadística multivariada a los grupos de variables de 

interés (algunos ejemplos, son los análisis de componentes principales, los análisis canónicos y 

las funciones discriminantes). Estas variables corresponden usualmente a varias distancias 

medidas en un organismo e implica la digitalización (adquisición de la información geométrica) 

y la manipulación estadística de las medidas Las medidas son usualmente largos y anchos de 

estructuras y distancias entre algunos puntos definidos. Algunas veces se utilizan ángulos y 

proporciones, y en algunos estudios se analiza la alometría (cambios en forma en función del 

tamaño) y corrección de la talla (para pennitir el estudio de las diferencias en forma entre 

muestl as de organismos ajustados a una talla común). Los resultados son expresados numérica 

y gráficamente en términos de combinaciones lineales en las variables medidas. Como 

resultado, un grupo de datos marfométricos es una representación abstracta de la información 

original, archivada en un número adecuado de patrones de distancias, o bien par coordenadas 

cartesianas, o vectores como se emplea actualmente (Roh1fy Marcus, 1993) 

Los datos morfométricos, tienen cierta variación que ha sido denominada error de medición 

(EM). Este puede ser determinado por la medición repetida de un carácter y ser expresada 

como un porcentaje. Dicho porcentaje es el valor de la variación de la muestra asociado a la 

imprecisión de la medida (B.iley y Byrnes, 1990). El EM puede deberse. la falta de puntos 

bien definidos al medir a los organismos, flexibilidad en la estructura medida, experiencia en 

buscar y tomar medidas, variación entre observadores, precisión del aparato con el que se 

mide, continuidad con que se hacen las medidas, y tamaño de la estructura en relación al 

método de medición, entre otras (Yezerinac et al., 1992). Por este motivo en los análisis 

morfométricos se ha utilizado el concepto de error de medición como la variación que aporta 

el sistema de medición a un carácter particular Cuando el EM no es tomado en cuenta los 

trabajos que pueden verse afectados e incluso fracasar son justamente los estudios donde se 

comparan individuos o grupos de la misma especie, tales como las evaluaciones morfológicas 

en que las diferencias entre grupos pueden ser pequeñas, los estudios de heredabilidad donde la 

variación intraespecífica es probablemente pequeña, los estudios en los que la muestra puede 

ser pequeña y el proceso de medición es corto, los estudios a largo plazo en que las 

Sección l Antecedentes 
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comparaciones biológicas son hechas entre animales medidos al comienzo y al final del periodo 

de estudio, etc. (Baley y Byrnes, 1990). 

El desarrollo de las computadoras ha reducido las labores de adquisición de Imágenes, de 

colección de medidas y se ha disminuido el grado de imprecisión, así como también se han 

desarrollado p-ocedimientos poderosos de análisis estadísticos de los datos (Molvray et al , 

1993). Actualmente existen distintas tecnologías para la adquisición de información de formas 

de especímenes biológicos. Una son las tabletas digitalizadoras sobre las cuales se localizan 

puntos de referencia ya sea del organismo o de dibujos o fotografias, las cuales son muy útiles 

cuando el objeto a medir no tiene volumen. La información es registrada en una computadora 

en forma de matriz sin quedar guardada la forma (Molvray et al., 1993). 

En el pasado la información de los organismos se guardaba básicamente en dibujos y en film 

fotográfico, ya sea en fotografías, negativos, transparencias, etc El desarrollo de la 

digitalización de imágenes supera con mucho las limitaciones del material fotográfico, como es 

el allo costo de reproducción, almacenamiento, formas de envíos etc. y trae consigo numerosas 

ventajas, pues la captura es rápida y se almacenan en una variedad amplia de opciones 

electromagnéticas, formando bancos de imágenes de las cuales se puede~ obtener impresiones 

de alta calidad, reproducción rápida e incluso pueden ser enviadas por correo electrónico para 

intercambio entre investigadores. Otra alternativa es adaptar a las computadoras una cámara de 

video y un paquete de cómputo para procesar esas imágenes (Rohlfy Mareus, 1993) 

En el presente estudio se han elegido dos de las especies de camarón de gran importancia 

comercial en nuestro país Litopellaeus vannamei y L setiferus, para profundizar en el 

conocimiento de la variación geográfica y el dimorfismo sexual para algunos caracteres 

marfométricos, con base en evidencias anteriores de que a lo largo de su distribución estos 

organismos presentan distintos niveles de variación, relacionados quizá al conjunto de los 

factores ambie'1tales, ecológicos, genéticos e históricos de estas especies. Se han elegido dos 

poblaciones de cada especie, para el caso de L. vanl1amei dos puntos separados 

geográficamente dentro del territorio nacional como son las costas de Sonora y Chiapas, y para 

L. selrferus se colecto en las dos zonas de incidencia e importancia pesquera en el Golfo de 

Mexico: Veraeruz y Campeche. 
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Objetivos 

a) Adaptar un sistema de captura de imágenes para camarones Litopeneidos 

b) Caracterizar el nivel de precisión del sistema, calibrando el error de medición que aporta 

esta técnica. 

e) Determinar la variación geográfica para 24 caracteres morfológicos entre sexos y 

poblaciones de L. vOl1l1amei. 

d) Determinar la variación geográfica para 24 caracteres morfológicos entre sexos y 

t'oblaciones de L. setiferus. 

Sección l. Antecedentes 
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11 Metodología 

Colecta 

Los organismos utilizados en el presente estudio fueron colectados utilizando redes de arrastre 

de barcos camaroneros, obteniendo organismos en un intervalo de tallas que están entre 89.6 y 

156.8 mm. (Fig. 1). Se colectaron un total de 140 organismos adultos provenientes de cuatro 

poblaciones, de dos especies de Litopenaeus, identificados como L. setiferus, y L. vannamei. 

(Farfante, 1997). Los organismos fueron fijados en alcohol al 70% para su posterior análisis. 

Figura 1. Mapa de la República Mexicana donde se muestran las zonas de colecta para este estudio. 
I =Huatabampo, Sonora, 2=Costa de Chiapas, 3= Tuxpan, Veracruz, y 4= 01. del Cannen Campeche. 

Sección l. Mttodologla 
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Equipo para la captura de imágenes 

El análisis marfométrico se realizó utilizando equipo y un programa, de captura y 

procesamiento de imágenes (Fig. 2). 

Figura 2. Equipo uli!izado para la captura y procesamiento de imágenes. l=Soporte de la cámara de vídeo y 
de iluminación, 2=Morutor donde se regula la calidad de la imagen antes de su captura, 3=Computadora pe 
donde se almacenar(ln y procesaron las imágenes 

El programa empleado fue Image-Pro plus, un paquete que permite la adquisición de imágenes 

con una cámara de video (CCD, VCR) o un CD, lee y salva las imágenes en todos los 

formatos estándares como, TIFF, JPEG, BMP, GIF, TGA (Media cybernetics, 1994). Se 

lrabajo con una cámara de video Sony CCD- Iris a color modelo DXC-107 A, para capturar las 

imágenes a partir del animal fijado en alcohol. Las imágenes se almacenaron con formato tiff. 

Se trabajó en blanco y negro, debido a que los animales pierden su coloración original al ser 

fijados en alcohol y no era un carácter de interés en este estudio (sin embargo, con este equipo 

se puede trabajar también a color). El programa permite trazar y dar contorno manual o 

automático a objetos, midiendo atributos como área, ángulos, perímetros y diámetros. Por las 

características de los animales se utilizó la opción de medición manual para medir 24 caracteres 

morfológicos para cada uno de los 140 ejemplares (Tabla l) 

Sección I. Metodología 



12 

Tabla 1. Caracteres morfológicos analizados en este estudio. registrados en mm. 

Número Medida 
LT Largo total 
L1 Largo del cefalotórax 
L2 Ancho del cefalotórax 
L3 Largo del segmento 1 
L4 Ancho del segmento 1 
L5 Largo del segmento 2 
L6 Ancho del segmento 2 
L7 Largo del segmento 3 
LB Ancho del segmento 3 
L9 Largo del segmento 4 

L10 Ancho del segmento 4 
L11 Largo del segmento 5 
L12 Ancho del segmento 5 
L13 Largo del segmento 6 
L14 Ancho del segmento 6 
L15 Largo 1 del tel50n 
L16 Ancho pleópodo 1 
L17 Ancho pleópodo 2 
L18 Ancho pleópodo 3 
L19 Ancho pleópodo 4 
L20 Ancho pleópodo 5 
L21 Largo del rostrum 
L22 Largo 2 del cefalotórax 
L23 Largo del abdomen 
L24 Largo 2 del tel50n 

Se calibró la escala espacial para registrar las mediciones en milímetros. Como los datos que se 

generan con este programa puede intercambiarse dinámicamente con excel y otros programas 

de ambiente windows, en este trabajo los datos generados fueron almacenados en una matriz 

166x28, en Excel S.O 

Se tomaron dos imágenes a cada animal, una dorsal y otra lateral (Fig. 3). Cada imagen cuenta 

con la información referente a: sexo, fecha y localidad de colecta, número de dientes rostrales 

(DR) y observaciones como alguna malformación y/o estado de conservación del individuo. 

Debido a la característica transparencia del exoesqueleto que impide distinguir claramente los 

limites entre segmentos, en el caso de la imagen lateral fue necesario colocar alfileres como una 

referencia entre los segmentos abdominales de cada camarón, para resaltar los límites y hacer 

más fácil la medición sobre las imágenes digitales. En cada imagen se incluyó una regla, debido 

a que el programa expresa las medidas espaciales en pixeles, la regla sirve como referencia, 

para calibrar y registrar las mediadas en mm. 

Sección l. Metodología 
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Figura 3. lmág~',es lateral y dorsal que fueron capturadas para cada uno de los organismos en este estudio 
utilizando el programa Image-pro Plus 

Sección l. Me/od%gla 



Calibración del Error de Medición (EM) 

Dada la importancia de la precisión de la fuente de medición en la interpretación de los 

resultados, se realizó un estudio de calibración de la tecnología utilizada. Utilizando el 

prolocolo que reportan Bailey y Byrnes (1990) en el que se divide la varianza lolal de cada 

carácter en los componentes de varianza dentro y entre individuos utilizando la siguiente 

fórmula. 

Donde: 

S2 ~lfc 
%EM~ ------------------- X 100 

52 mire + 52 dentro 

%EM = porcentaje de error de medición 

52 cnlfe == varianza entre individuos (0=10) 

52 dentro = varianza dentro (la varianza que aporta el programa de medición 

que resulta de medir varias veces un mismo caracter) 

Se eligieron 10 organismos al azar de una misma población y se midieron los 24 caracteres 

morfológicos antes mencionados 10 veces independientes, para calcular el porcentaje de error 

de medición. 

Análisis estadístico de los datos 

a) Prueba de nonnalidad 

Ya que tos procedimientos de la estadística paramétrica asumen que los datos tienen 

distribución normaL Existe un número variado de métodos para validar esta suposición (Byrkit, 

1987). Antes de realizar cualquier análisis, para validar esla suposición de nonnalidad, se 

ulilizó la prueba Kolmogorov-Smimov con el programa STATGRAPHICS versión 5. Esta 

prueba provee un vector con los datos observados y un vector con el valor de la distribución 

leórica correspondiente a cada valor, calcula la máxima dislancia entre la distribución 
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acumulada de la muestra y la distribución teórica, si esta distancia es suficientemente grande la 

hipótesis de distribución de las observaciones es rechazada (Statgraphics, 199\). 

b) Estadísticos descriptivos 

Posterior a la prueba de normalidad se calcularon la media aritmética o promedio. Y la 

desviación estándar como medida de la dispersión de los valores respecto a la media El 

valor numérico de la desviación estándar tiene significado solo en relación al valor de la 

media de la muestra. Se calculó el coeficiente de variación para cada variable por especie, 

este cveficientp. expresa la desviación estándar como un porcentaje de la media El CV es un 

indicador de la homogeneidad de las muestras, es usado particularmente cuando se 

comparan muestras de la misma especie en diferentes localidades o cuando se trata de 

investigar la variación de distintas variables en la misma muestra (Lewontin, 1966) 

e) AnaIisis de varianza 

Se utilizó el análisis de varianza como herramienta para explorar las diferencias entre y 

dentro (diferencias entre sexos) poblaciones en ambas especies. Este procedimiento 

determina que tanto de la variación de nuestras observaciones esta dada por diferencias en la 

población y que tanto por la variabilidad al azar, por la comparación de estos dos reinos de 

variación podemos determinar la diferencia en poblaciones (Campel, 1987). Analiza la 

variación total de todos los datos y entonces muestra que tanto de la variabilidad es causada 

por diferencias entre poblaciones y que tanto dentro de las poblaciones separadas. Esta 

técnica fue desarrollada para probar la hipótesis de que la media de poblaciones distintas es 

o no igual (Brykit, 1987). Para el análisis se organizaron los datos en matrices por sexos 

(diferencias dentro de las poblaciones) y se realizó una comparación entre cada población, 

para cada especie. Se aplicó la prueba de HomocedaslÍcidad de Varianzas utilizando el 

programa Statgraphics versión 5, prueba en la que se acepta o rechaza dependiendo del nivel 

de significancia, la hipótesis de que la varianza en los distintos niveles de comparación es 

homogénea, pé\fa posteriormente realizar el análisis de varianzas 
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Análisis de la variación dentro de las especies 

No son muy frecuentes las definiciones de talla y forma (Somers, 1986). La talla describe la 

magnitud de un carácter mientras que la foona implica relación entre dos o mas. caracteres. En 

el presente estudio se realizaron comparaciones a distintos niveles entre los organismos se 

busco una alternativa para eliminar el factor de que los camarones no son todos de la misma 

talla. Se han propuesto varios métodos para remover el efecto de la talla antes o durante los 

métodos multivariados, como son la transformación de los datos, usando proporciones, el 

ajuste de los datos en relación a una talla común, la extracción del primer componente en un 

análisis de componentes principales (Huxley, 1972; Ibáñez, 1996; Rohlf y Marcus, 1993; 

Somers, 1986). El objetivo de este trabajo es comparar los niveles de variación entre sexos y 

entre poblaciones, para lo cual se realizó una transfonnación a la que llamamos "filtrado de los 

datos" siguiendo el protocolo descrito por Ibáñez (1996), en el cual se ajustaron los datos a un 

valor de referencia que se describe mas adelante. 

~I tiltrado de los datos se realizó a través de la notación: 

ZíJ= Yij XJj 
x. 

Zlj= valor que toma la variable Y LJ una vez transformada 

y,,~ variable i del individuo j 

x.~ valor de referencia de la longitud total. 

Los valores de referencia establecidos, correspondientes a la media del LT en cada una de las 

categorías fueron los siguientes: para la matriz agregada de L. setifenls 120.6 mm (llamamos 

agregada a la matriz que contiene los datos de ambas poblaciones), para la población de 

Veracruz, 125.8 mm, para Cd. del Carmen Campeche, 115.42 mm. En el caso de L. vannamei, 

en los datos agrupados 130.4 mm, para Sonora 125.66 y para la población de Chiapas 140.03 

mm. 
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Después de este procedimiento se pierde la primera columna de los datos que corresponde al 

LT convirtiéndose a Xo todas las columnas. 

Posterior a lo" analisis descritos anteriormente cada una de las especies se trabajó de dos 

maneras, de manera agregada, las dos poblaciones en una sola matriz para cada especie y de 

manera desagregada. una matriz de datos para cada una de las poblaciones 

Análisis de Componentes Principales 

Se utilizó el procedimiento analítico de componentes principales como herramienta 

exploratoria que permite cOnocer que porción de la varianza total se atribuye a cada 

componente del análisis. Este método transforma un gmpo complejo de variables en otro 

grupo reducido de variables para su interpretación. Es decir partiendo de una nube de n puntos 

en p dimensiOi.es, este método implica la rotación de los ejes de coordenadas originales en una 

nueva forma de referencia en el espacio de nuevas variables ortogonales. Cada una de las n 

variables originales se describe en términos de A nuevas dimensiones. El primer componente es 

la combinación lineal de las variables originales las cuales contribuyen al máximo de la varianza 

total, el segundo componente principal ortogonal con el primero, contribuye al máximo de la 

varianza residual y así hasta que el total de la varianza es analizada. La suma de las varianzas 

de todos los n componentes principales es igual a la suma de las varianzas de las variables 

originales (Isebrands y Cow, 1975; Pie10u, 1984; Somers, 1986). Así que para conocer ¡a 

estructura en la relación entre las variables, así como a que carácter morfológico se le atribuye 

mayor porcentaje de la variación total, en los distintos niveles de comparación, tanto dentro 

como entre la.> especies, se analizaron los conjuntos de datos mediante varios análisis de 

componentes principales, con el programa Statgraphics v.5. Se realizó un análisis con los datos 

agregados, es decir para ambas especies, y otro para los datos desagregados, es decir en cada 

una de las poblaciones para analizar la variación entre sexos. 
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III Resultados 

Como resultado de la estandarización de un modelo para la captura de imágenes, se 

estableció un sistema de adquisición de imágenes laterales y dorsales para Litopeneldos 

adultos_ Se tiene la distancia focal, el plano focal, fondo e iluminación tales que resultan en 

una toma en la cual se resaltan claramente los 24 caracteres morfológicos que se utilizan en 

este estudio (Fig. 4). 

Figura 4. Modelo para la captura de imágenes estandarizado en este trabajo. La plataforma donde se 
encuenlra el camarón soluciona el efecto de la iluminación reduciendo sombras)' junto con la posición de las 
lámparas )' la distancia de la cámara se logra la mejor imagen. 
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Se cuenta con un banco de 280 imágenes en blanco y negro en formato Tiff almacenadas en 

discos de alta densidad, con información individual referente a especie, sexo, localidad, 

numero de dientes rostrales y fecha de colecta Se generó una colección de datos en una 

matriz (140x28), de todos los caracteres morfológicos registrados en mm. 

Error de Medición 

Los valores obtenidos en el estudio de calibración para calcular del Error de Medición 

asociado a cada caracter morfológico fluctuó entre valores de l.07xl0,5 a 6.0326 % (Tabla, 

2). El programa utilizado en este estudio es de alta precisión y se encontró que la variación 

que aporta la técnica, es de alrededor de 1.7xlO-5 %, para cada carácter. Estos resultados 

muestran que esta técnica es altamente confiable. Se observó que algunos caracteres, el 

largo del rostrum y el largo del telson experimentan cambios durante el proceso de 

conservación de los individuos o bien se pierde parte durante la captura. Por otro lado los 

pleópodos en este modelo tienen el problema de no ftiarse en la misma posición cada vez, lo 

cual produce un error de medición mayor que el encontrado para otras medidas Por esta 

razon estos caracteres (L 15 a L20) fueron eliminados y no se consideraron en el resto de los 

tratamientos 

Seccit$n l. ResultadOl. 
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Tabla 2 Valores obtenidos en el estudio de C<llibraeión para calcular el porcclllajc de Error de MedicIón 

(EM) asocwdo a los caracteres morrológicos ulillzadoscn este estudio. 

Códig Medida %EM 

L1 Largo 1 del cefalotórax 0.0000107 
L2 Ancho del cefalotórax 0.0056 
L3 Largo del segmento 1 0.0036 
L4 Ancho del segmento 1 0.0006 
L5 Largo del segmento 2 0.0048 
L6 Ancho del segmento 2 0.0098 
L7 Largo del segmento 3 0.0236 
L8 Ancho del segmento 3 0.258 
L9 Largo del segmento 4 0.987 

L10 Ancho del segmento 4 0.065 
L11 Largo del segmento 5 0.0452 
L12 Ancho del segmento 5 0.0078 
L13 Largo del segmento 6 0.265 
L14 Ancho del segmento 6 0.043 
L15 Largo 1 del telson 1.943 
L16 Ancho pleópodo 1 2.186 
L17 Ancho pleópodo 2 5.1628 
L18 Ancho pleópodo 3 6.0326 
L19 Ancho pleópodo 4 2.0067 
L20 Ancho pleópodo 5 0.0004 
L21 Largo del rostrum 0.687 
L22 Largo 2 del cefalotórax 0.0086 
L23 Largo del abdomen 0.000085 
L24 Largo 2 del telson 4.0308 

Análisis estadístico 

Los resultados de las pruebas de Kolmogorv-Smirnov demuestran que todos los datos 

analizados tienen distribución normal (a.=O.OS) En la tabla 3 se presentan los tamaii.os de 

muestra utilizados, la media de la longitud total (mm), la varianza y el rango de tallas de los 

organismos. 

Tabla J. Tama¡10 de mllcslIa (n), media. varianza y rango de tallas (rango) del largo lotal (LT) en 111m para 
los org..101smos utilizados en este estudio. 

L. setiJerus n media va, rango 
Veracruz Hembras 20 128.79 47.03 I t6.8 - 142.8 

Machos 20 122.74 47.23 109.6 - 136.7 
Carmen Hembras 20 104.57 48.80 89.6· 116.8 

Machos 20 126.27 40.43 116.6· 134.0 

L "O/mame; 
Sonora hembras 20 129.07 48.97 117.4· I.J..I. 3 

machos 20 122.25 20.55 114.2 -1320 

Clúapas hembras 10 151.86 15.83 146.3 - 156.8 
machos 10 12819 28.74 121.8· 137.5 
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Los valores de los estadísticos descriptivos para cada especie se muestran en las tablas 4 y 

S. En promedio, en el caso de L. setiferus. para los largos del cefalotórax y del abdomen en 

la población de campeche, los machos son de mayor tamaño que las hembras, en la 

población de Veracruz es al contrario, las hembras son mayores, para el caso del largo del 

ab?omen en el caso de la población campechana las hembras tienen mayor tamaño del 

abdomen que los machos y éstos son mayores en cefalotórax El valor de medición para 

estos caracteres en la población sureña de Campeche es de mayor tamaño que la 

veracruzana. Para L. vannamei en ambas poblaciones y para estos dos caracteres las 

hembras son de mayor tamaño que los machos. 

Tabla 4. Estadísticos descriptivos para 17 medidas (mUl) de dos poblaciones del camarón blanco L. sellJerus 
del Golfo de MéXICO. r""hembras, m=machos. 

Ciudad ckl Cannen. Campeche T u'vall, V.::racurz 

Medida I sexo Promedio Des. Est. e\' Promedio Des. Esl. e" 
Ll r 49.13 192 386 42.30 381 9.02 

m 5457 301 552 37.12 8.1i 21.8; 

1.2 r 1695 0.94 351 1986 0.29 1.41 

m 32.32 244 7.56 1719 1.45 8.15 

L3 r 11.39 210 1204 \3 36 016 120 
m 21.14 033 151 1280 0.35 6.6\ 

lA r 2651 120 451 2348 0.42 177 
m )128 0.49 1.57 19S0 163 8.24 

L5 r 12.54 052 4.12 11 59 0.11 0.97 
m 15.39 0.45 292 1095 108 9.87 

L6 r 28.60 2.41 842 2378 063 2.66 
m 3496 001 003 21.46 246 11.44 

L7 r 1408 251 11.84 11.26 0.99 8.83 
m 1536 0.74 4.84 1068 0.52 4.90 

L8 r 28.QJ 227 8.09 2291 054 2.36 
m 34.46 030 087 2\.23 '" 1216 

L' r ti 96 048 4.05 8.86 0.11 123 
m 14.42 0.60 4.14 1009 0.69 6.88 

LI0 r 24.87 0.26 1.0; 200l 0.64 3.21 
m 31.35 0.53 1.70 1762 133 756 

Lil-:- r 14.79 1.28 867 11 22 0.94 835 

m 1579 050 3.19 1087 0.72 '" LI2 r 2221 0.30 1.33 184:5 0.12 0.65 
m 21.12 0.25 0.93 1607 18' 11.'13 

LI3 r 21.74 2" 11 85 2003 078 3'1 
m ]025 0.28 092 17.95 2.17 12.10 

L14 r 1178 '" 663 14.89 0.37 2.50 

m 2188 0.40 1.83 1457 1.72 11.78 

L22 r 31.43 0.00 0.00 34 10 20. 612 
m 39.45 28' 1.20 3832 5.68 14.82 

L23 r 89.91 0.00 000 1302 1.51 2.\4 
m 8824 0.95 1.07 79.81 10.64 1333 

1.2. r 1505 0.00 0.00 15.20 1.24 8.18 

m 17.75 0.45 251 17.12 077 4.48 
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Tabla 5 Estadísticos descriptivos para 17 medidas (111m) de dos poblaciones del camarón blanco r 
I'annamei del Pa1..:fico. f""hembras. m=machos 

Ihlabambo Sonorn Chiapa~ 

Medida R'O Pronlcdio Dcs..Est. C" Promedio Dcs. Kst. CV 
ti r 55.49 4.06 7.32 49 SS 4.42 8.92 

m 45.7\ '.99 8.74 47.34 268 5.66 

L2 r JO 63 1.91 6.24 21.83 26' '" m 2598 2.49 9.59 26.18 228 ,,, 
Ll r 1700 1.34 7.86 16.79 '05 62' 

m 15.78 159 1008 16.98 1.95 11 45 

lA r 28.96 1.31 452 28.07 197 7.03 
m 24.85 2.29 9.21 28.26 2.20 7.18 

L5 r 15 07 0.98 6.52 13.74 1.05 7.64 
m 1350 1.S4 1\ 41 14..13 127 883 

U; r 3062 1.64 5.36 29.69 '" 5.25 
m 2727 2.68 9.85 31.00 22' 7.18 

L7 r 14.97 1.23 8.19 13.13 130 '" m D5S 1.48 1092 13.94 '" '23 
,~ r 3084 151 4.90 29.3) '92 "4 

m 2746 2-12 9.90 30 2~ 182 602 
LO r IJ 43 '44 1075 1123 "O '" m 

, 
13.18 1041 10 71 11 67 '" 1705 

UO r 2663 1.42 '33 25.99 1.1J 66" 
m 2326 2.63 11 31 26.29 1.77 (; 73 

LII r 14.24 1.04 7.32 IJAS 0.9.5 7.08 
m 13 38 1.72 1285 14.06 093 664 

LIZ r 2290 1.56 6.82 2288 1-25 5.46 
m 2059 2.18 10.58 2284 1.38 6.02 

LIJ r 2764 1.81 654 2 .. 1.55 132 '-38 
m 1~ OS 253 10 51 2472 235 9 .. 52 

W r 20 SS 1.44 701 19/J 1.37 6.96 

m 1769 1.83 10.36 1978 1..59 8.06 

U2 r 04038 4.09 10 12 4334 2.94 6.79 
m 3559 3.14 8.83 3536 2.48 7.01 

UJ r 8&68 390 4.40 9424 3.95 4.19 
m 8666 296 342 85 11 3.96 4.65 

L14 r 1~ .. g5 192 t212 1179 2.08 11 69 
m 15.24 280 18.37 1675 \.20 7.16 
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Coeficiente de variación 

El coeficiente de variación (CV) es usado particularmente cuando se comparan muestras de la 

misma especie de diferentes localidades o cuando se trata de investigar la variación de distintas 

variables en la misma muestra (Rohlf, 1993). Al analizar los CV para la población de Cd del 

Carmen Campeche, (fig. 5) se observa que los rangos de variación están entre 5 y 15 %, los 

valores mas altos <;e encuentran en el largo del segmento abdominal 3 (L7) Y largo del segmento 5 

(l 11) para las hembras de esta población. 

2O,------------cL 

.5 

-+-Seriel 
-e-Sene2 

5 

o'---~---------' 

medIdas 

Figura 5. Gráfica de los coeficientes de variación (CV) para algunos caracteres morfométricos del camarón blanco 
/. oHmfelus. comparando hembras y machos de la población de Ciudad del Cannen Campeche. 

Para la población de Veracruz se observa un rango de variación distinto ,1 la població!1 anterior 

(fig, 6), los valores se encuentran entre 6 y 18%, los valores más altos se encontraron para el largo 

del segmento abdominal 3 (L7), Y el largo del segmento abdominal 4 (l9) para las hembras. En 

esta población se observaron valores del CV bajos para los largos del cefalotórax, del abdomen y 

del telson (L22, l23 Y l24) en ambos sexos. 

20 

15 

10 

5 

O'----~-------' 

"' "­..J ..J 

-+-Serie1 
-e-Serie2 

Figura 6. Gráfica de los coeficientes de vanación (CV) para algunos caracteres morfométricos del camarón blanco 
I~ seliferus. comparando hembras y machos de la población de Tuxpan. Veracruz. 
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Para L vol1J1Gmei en la población de Sonora (fig. 7) el rango de variación se obtuvo entre 5 y 

19%. en esta población para todos los caracteres, los machos muestran valores mas altos del CV, 

con excepción del (argo del segmento abdominal 4 (L9) donde el valor es igual en hembras que en 

machos. 

20 '. '. 
" 12 

> 10 U 

• • , 4 

2 
O 

:; ro m o 
...J ...J :; 

medidas 

-+--Serie1 
-a-Serie2 

Figura 1. Gráfica de los coeficientes de variación (CV) para algunos caracteres morfométricos del camarón blanco 
L I'nnnamel. comparando hembras y machos de la población de Sonora. 

Para la población de L. vanl1Gmei proveniente del Estado de Chiapas (fig_ 8), 1m: valores para el 

CV se encuentran entre S y 18%, el valor mas alto lo presenta el largo del segmento abdominal 4 

(L9) par los machos, y el largo del rostrum (L24) es mayor en las hembras que en los machos. 

20,----------------------------, 

> 10 u 
-+-Hembras 

-it-Machos 

: I 
:; N '3 v ~ "1 ~ "1 "1 o N ~ v N ~ v 

~ ~ ~ ~ :; :; :; :; :; ~ N N 
~ ~ 

medidas 

Figura 8. Gráfica de los coeficientes de variación (CV) para algunos caracteres morfométricos del camarón blanco 
L. l'onnQmet. comparando hembras y machos de la población de Chiapas. 
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Análisis de Varianza 

Se anaJizaron ambas poblaciones L se/iferus, para explorar las diferencias entre sexos Se 

encontró que existen diferencias significativas entre hembras y machos, que difieren en una y otra 

población es decir, mientras que en la población de Tuxpan, Veracruz los sexos se diferencian en 

los largos del cefalotórax y del abdomen (diferencia en talla), en la población de Ciudad del 

Carmen las diferencias se encuentran en los largos y anchos de los segmentos (diferencia en forma) 

tabla, 6. Cuando se compararon entre poblaciones los sexos, se observó que casi en la totalidad de 

los caracteres las hembras de ambas poblaciones son diferentes significativamente y en los machos 

se oto .:r"ó, que son diferentes en todos los caracteres. 

Tabla 6. Tabla donde se resumen los resultados de los análisis de varianza en la especie L. seliferus. 
SV=comparación entre sexos en la población de Veracruz. se= comparación entre sexos de la población de Cd. del 
Carmen, Campeche, H= comparación entre hembras de ambas poblaciones, M= comparación entre machos de 
ambas poblaciones, GL= 39 en ambas poblaciones, a.=0.05, *=p<0.05, u=p<O.OI, *U=O.OO l 

Medida SV se H M 
F F F F 

L1 

L2 3977'" 4832·" 

W lO 979" 1119u 124,46"'u 

lA 17102" 34097'" 

L5 74.91'" 

L6 17.58-- 40.906"· 

L7 10.11 00 1251' 58.41'" 

L8 11.78·u 43.24'" 

L' 637' 56.951'" 

L10 1624" 26025'" 

LII 13.13'" 82.095'" 

L12 1463'" 11.902· 86.542'· 

LI3 14.98'" 90436"· 

Ll4 8.313" 38.88'" 

L21 8.028·' 

L22 36.447"· 8.102'" 

L23 115.23· h 148.79'" 

L24 
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También se realizaron comparaciones a distintos niveles, explorando las diferencias entre sexos 

dentro de cada población de L. vannamei y entre ellas. Al analizar los sexos de la población del 

Estado de Sonora, se encontró diferencias en el largo y ancho del cefalotórax y de los segmentos, 

en las costas de Chiapas la diferencia se encuentra en los largos del cefalotórax y del abdomen 

(tabla 7). Cuando se comparan las hembras de ambas poblaciones se encuentran diferencias 

significativas en el largo y ancho de tos segmentos y del abdomen, como es el caso de los machos 

de ambas poblaciones. 

Tabla 7. Tabla donde se resumen los resultados de los análisis de varianza en la especie L. vannamei. 
SS=comparación entre sexos en la población de Sonora, se"" comparación entre sexos de la población de la costa 
de Chiapas. H= comparación entre hembras de ambas poblaciones. M= comparación entre machos de ambas 
poblaciones. GIr 39 en la poblaciones de Sonora y Glr29 en la población de Chiapas, a.=O.05, *=p<O.05, 
u=p<O.Ol, "'*=0.001 

Medida SS se H M 
F F F F 

Lt 5S.0S"· 123S2" 

L2 4377'" 

L3 8.73" 16.752"· 

lA 48 SI'" 10545" 41535"· 

LS 14.84*" 15.65'" 

L6 2266'" 10.019" 40.562'" 

L7 10.S6" 8.216' 

LB 23.71·" 30.299"· 

L. 

LtO 25.38" 10.471" 32.196u 

Lit 10.252· 

LI2 14.74" 15A67'" 29.025'" 

LI3 

Lt, 30.05'" 27.28· ... 

1.2t 

1.22 79.98"· 27.412'" 

L23 5229"· 9996'" 11.79" 

L24 

Análisis de la variación entre especies 

Para el análisis de componentes principales la matriz de datos de entrada para ambas especies 

estuvo constituida por el número total de individuos (140) y por los caracteres (Ll a L14 , L21, 

L22 Y L23) (tabla 8), se encontró que los dos primeros componentes explican el 87.57 % de la 

variación. Asociados al primer componente se encuentran el largo y ancho del cefalotórax (L I Y 
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L2) Y los largos y anchos de los segmentos abdominales del I al 5 (L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, 

L9, LIO, L11, y L12) Y el largo del segmento 6 (L13) (tabla 9). 

Tabla 8. Tabla que muestra los resultados del análisIs de colllIxmenles pnncipales para los datos de L. setiferus y L 
I'lmnnmel. 

Número de Porcentaje de Porcentaje 
comlloncntc variación acumulado 

1 78.51 78.51 
2 9.05 87.57 

Tabla 9. Tabla donde se muestra la relación de las variables asociadas a los dos principales componentes del 
análisis oara datos de L seriferus y L I'flnnomei. 

:\fcdldll Componente I C()mponcntc Z 

LI D.90-l 0017 

L2 0.928 ·(1044 

L3 0.8-18 0328 

lA 0969 0.077 

L5 0.907 -0.056 

L6 0.960 0.090 

L7 0.905 .(tOI4 

es 0.980 0.063 

L' 0.751 0.153 

[,10 tJ.965 0.120 

LII 0.901 0123 

LI2 0.953 0.162 

LI3 0.957 -0.064 

LI4 0.955 0.0-16 

L2I 0529 -0.812 

L23 0.609 ·0.757 

Del anáJisis de componentes principales para ambas poblaciones (fig. 9) se obtuvieron dos nubes 

de datos, cada una perteneciente a una especie, las grupa¿iones de datos muestran por la forma un 

gradiente de variación, en los caractéres. En la figura 10, se observan estos agrupamientos de 

puntos etiquetados para cada una de las cuatro poblaciones de las dos especies analizadas, se 

observó que en cada especie existe un par de nubes con una zona de traslape de cada población. 
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Figura 9. Gráfica donde se muestran los dos primeros componentes principales para el análisis de dos especies de 
camarón blanco. I=L seIi/erus y 2=L. vonnameí 
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Figura 10. Gráfica donde se mueslran los dos primeros componentes principales para el análisis de cuatro 
poblaciones de dos especies de camarón blanco, L. setiferus y L vannamei. V=Veracruz. C=Campeche, S=Sonora y 
H=Chiapas. 

Análisis de la variación entre sexos dentro de las poblaciones. 

Para el análisis de componentes principales de la población de Veracruz de L selifems, donde se 

analizaron ambos sexos y para los siguientes análisis la matriz de datos de entrada estuvo 

constitutida con los mismos caracteres que el anterior, el número de organismos en cada 

tratamiento es el total de los colectados para cada población. 
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Se encontró que los dos primeros componentes explican el 76 23% de la variación (tabla, 10) 

Asociados al primer componente se encuentran el largo y ancho del cefalotórax (L! y L2), Y los 

largos y anchos de los seis segmentos abdominales (L3 a L!4) (tabla, 11). 

Tabla 10. Tabla que muestra los resultados del análisis de componentes principales para L setiferus de la 
población de Veracruz. 

Núrncrode Porcentaje de Porcentaje 
componente variación acumulado 

1 68.52 68.52 
2 7.07 76.23 

Tabla 11. Tabla donde se muestra la relación de las variables asociadas a los dos principales componentes del 
análisis para datos de la población de Veracruz de L. setiferus. 

Medida Componente 1 Compol1cnle 2 

LI 0.83165688 0.0183616 

L2 0.85149281 019614128 

L3 0.90790887 -0.00322008 

lA 0.94413747 -006852785 

L5 0.75153943 -0.11525844 

L6 0.93843214 0.02076793 

L7 0.82358554 -0.12738983 

L8 0.96715.113 000175206 

L' 0.72146593 002583976 

LIO 0.95616534 0.07381611 

LII 0.83075267 ..0,06927117 

L12 0.93263737 0.10195545 

L13 0.8919618 0.14664715 

LI4 0.91426565 0.04209971 

LlI 0.00721829 -0.858955 

L23 ..a.38131369 0.61400144 

Al graficar los dos primeros componentes principales para esta población se observaron dos nubes 
de datos con una zona de traslape (fig. 11). 
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Figura 11. Gráfica de los dos primeros componentes principales y la nube de datos que se generan para la matriz de 
datos de L. seOjeros Para la población Veracruzana, f=Hembras y m=Machos. 
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En la matriz de correlación para esta población, se encuentran difereI1cias en magnitudes y signos, 
como en el caso del análisis de los datos por especie. se encontró el ancho de los segmentos 4 y 5 
con uno de los valores mas altos de correlación, encontrandose también, el ancho de los 
segmentos 1 y 3, Y 2 Y 3. 

TablA 12. Matriz de correlaciones de los datos filtrados)' desagregados de la población de Tuxpan Veracmz. de L 
sellferus. 
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En el análisis de componentes principales para el conjunto de datos de la población de 

Campeche los dos primeros componentes explican el 84.32% de la varianza (tabla, 13). 

Asociados al primer componente se encontraron el largo y ancho del cefalotórax (Ll y L2) Y 

los largos y anchos de los seis segmentos abdominales (LJ a L14) (tabla, 14). 

En la matriz de correlación (tabl~ 15) se observaron diferencias en las magnitudes y los 

signos, las mayores correlaciones se encuentran en el ancho de los segmentos 1 y 2 Y 1 Y 3, 

en los anchos de los segmentos 2 y 4, Y del 6 y 4. 

Tabla 13. Tabla que muestra los resultados del análisis de componentes principales para los datos de L 
,fl!. JeT'··s. població1l de Ciudad del CanDen, campeche 

Número de Porcentaje de Porcentaje 
comlloncntc variación acumulado 

1 75.71 75.71 
2 8.61 84.32 

Tabla U. Matriz. donde se muestra la relación de las variables asociadas a los dos principales componentes 
del análisis para dalos de la población de Campeche para L. seliferus. 

Medida Componente 1 Componenle 2 

Lt 0.89 .0.04 

L2 0.89 0.24 

L3 0.92 .0.04 

lA 0.% O.U 

es 0.91 .(j06 

L6 0.97 .0.04 

L7 0.88 -0.12 

L8 0.98 -0.08 

L' ~86 .0.15 

LtO 0.97 0.01 

Ln 0.91 0.03 

L!2 0.96 0.09 

LIJ 0.96 .(j.06 

Lt. 0.95 0.00 

L2I .(j04 -0.82 

L2J 0.09 0.76 
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T dlJla 15. Matriz de correlaciones de los datos de la población de Cd. del Carmen, Campeche de. L 
.fe/llerus. 
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Al graticar los datos para este análisis se obtuvo una nube donde no es clara la divls¡ón entre 

cada uno de los sexos (fig. 12). 
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Figura 12. Gráfica donde se muestran los dos primeros componentes principales para el análisis entre sexos 
de la población de Cd. del Cannen Campeche.. de L. setiferus. f=Hembras, m=Machos 
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En el análisis de los datos de L. l'annamei por población se encontró para la población de 

Sonora que los dos primeros componentes principales explican el 78.58% de la variación 

(tabla 16). Asociados al primer componente se encuentran el largo y ancho del cefalotórax 

(LI y L2) Y los largos y anchos de los segmentos abdominales (LJ a Ll4) (tabla 17). 

En la matriz de correlaciones se encuentran diferencias en magnitud y de signo como en los 

casos anteriormente descritos, en esta población los valores mas altos se encuentran en 

ancho del cefalotórax y el segmento 1, el ancho de los segmentos 3 y 4, yel ancho del 

segmento 3 con el largo del segmento 6 (tabla, 18). 

En la gráfica de los dos primeros componentes para esta población se observan dos nubes de 

d" JS con una zona donde se traslapan ambas nubes para los sexos (fig. 13). 

Tabla 16. Tabla que muestra los resultados del análisis de componentes principales para los datos de la 
población de Sonora de L I'annamei. 

Número de Porcentaje de Porcentaje 
comoonente variación acumulado 

1 68.95 68.95 
2 9.63 78.58 

Tabla 17. Tabla donde se muestra la relación de las variables asociadas a los dos ptincipales componentes 
del análisis para dalos de la población de Sonora de L. vannamei. 

MedIda Compone-nle 1 Compone-nlc 2 

LI 0.89 -O.OS 

L2 090 003 

1.3 0.70 0.16 

lA 0.95 0.04 

LS 0.89 .(l01 

L6 0.90 0.26 

L7 083 -O.OS 

LO 0.93 025 

L. 0.59 0.10 

LlO 0.94 0.04 

LlI 0.83 0.15 

LIZ 0.93 .. {>.a2 

L\3 0.91 0.01 

L14 0.94 .(lO, 

L1\ 0.50 -0.79 

Ln .0.35 0.85 
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Figura 13. Gráfica donde se muestran los dos primeros componentes principales del análisis entre sexos 
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Tabla 18. Matriz de correlaciones de los datos de la población de Sonora de L. vannamel. 
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En el análisis de componentes principales para la población de Chiapas, se encontró que los 

dos primeros componentes explican el 76.49% de la variación (tabla 19). Asociados al 

primer componente se encontraron el ancho del cefalotórax (L2), el largo y ancho del primer 

segmento abdominal (L3 y L4), el ancho del segmento 2 (L6), el largo y ancho del segmento 

3 (U Y LS), los anchos de los segmento 4,5 Y 6 Y el largo del quinto y sexto (LIO a L14) 

(tabla 20). 

En la matriz de correlación de esta población se encuentran diferencias en signos y 

magnitudes, la mayor correlación se encontró entre el largo 1 del cefalotórax y del segmento 

6, el ancho del segmento 1 y del abdomen, y en el ancho de los segmentos \ y 2 (tabla 2\). 

Tabla 19. Tabla que muestra los resultados del análisis de componentes principales en la población de la 
costa de Chiapas, de L vonnamei. 

Número de Porcentaje de Porcentaje 
componente \'ariación acumulado 

1 6382 63.82 
2 12.67 76.49 

Tabla 20. Tabla donde se muestra la relación de las variables asociadas a los dos pnncipales componentes 
del análisis para datos de la población de la costa de Chiapas de L. vonnomel. 

:\ll.'dlda Componenle 1 Compo/lcnlc 2 

Ll 05' -055 

Ll 0.92 .007 

1.3 0.89 .0.06 

lA 0.98 0.09 

LS 0.61 04. 

u; 0.95 0.09 

L7 0.18 020 

LO 0.96 0.11 

L. 0.56 -0.65 

L10 0.9~ 0.11 

L11 0.78 0.\3 

LIZ ... 010 

L1J 0.82 .02' 

L14 0.81 .0.0\ 

L21 0.11 -0.90 

L13 .0.70 0.11 

Sección l. Resultados 



N 

~ • e 

2 

'.5 

, 
0.5 

o 

8. -0.5 
E 
o 

<J -, 
-'.5 

-2 

-2.5 
-2 

f 
• 

m 
• 

-'.5 

f 
• 

f 
• f 

'! f 
• • 

f 
• 

f 
• 

-, -0.5 

38 

' , 
m m 
• • 

f 
• 

m 
m • m m • • • m 

• m 
• 

m -• 

o 0.5 1.5 2 2.5 

Componenle 1 

Figura U. Gráfica donde se mueslran los dos primeros componentes principales para el análisIs entre sexos 
de la población de Chiapas. de L. vonnomel. f=Hembras. m=machos 

Tabla 2L MaInZ de correlaciones de los datos filtrados y desagregados de la población de la costa de 
Chiapas. de L vonnomei. 
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IV Discusión 

En la fase de calibración del equipo utilizado para el análisis morfométrico, se encontró un 

error de medición de alrededor de 1.7xI0-5%. para cada carácter. lo cual constata que, si el 

diseño de captura es constante, el programa utilizado en este trabajo es de alta precisión, 

convirtiéndolo en una opción técnica altamente confiable. Estructuras como el rostrum y el 

telsoo que experimentan cambios durante el proceso de conservación de los individuos o 

bien que se pierden durante la captura, no son recomendables. Por otro lado, para este 

modelo los pleópodos presentan el problema de no fijarse en la misma posición cada vez, lo 

eJ-.i produce un error de medición mayor que el encontrado para otras medidas Si se 

analiza que en las investigaciones en las que se utiliza como método de medición un vernier, 

el cual puede aportar hasta un 10% de error dependiendo del material y hasta un 15% 

dependiendo del muestreador, se recomienda la utilización del equipo y programa empleado 

para este trabajo. ya que además de reducir el porcentaje de error de medición con respecto 

a las técnicas tradicionales, facilita la adquisición y almacenamiento de datos a partir de las 

imágenes, que en si forman un banco de información para estudios en el futuro. Aunque para 

Lester y Pante. (1992) aparte de algufios cambios en la forma del rostrum y del tercer 

segmento abdominal no existe segregación morfométrica en poblaciones de la familia 

Penaeidae. explicando que las variaciones morfológicas son afectadas por los diferentes 

ambientes los cuales forman amplios gradientes, en este trabajo los análisis estadísticos 

utilizados mostraron diferencias entre estos organismos a diferentes niveles. 

En cuanto a los resultados para los coeficientes de variación, para L. setiferus en la 

población de Cd. del Carmen, los rangos de variación se encuentran entre 5 y 15% los 

valores más altos los presentan las hembras para los largos de los segmentos abdominales 3, 

4 Y 5. Para la población de Veracruz los valores se encuentran entre 6 y 18%, los valores 

mas altos de variación se encontraron en los largos de los segmentos abdominales 3 y 4, 

perteneciendo a las hembras los valores mas altos En cuanto al análisis de varianza, se 

encontraron diferencias significativas entre sexos para la población de Cd. del Carmen en los 

largos y anchos de los segmentos abdominales, en la población de Veracruz las diferencias 

se encontraron en los largos del cefalotórax y del abdomen. Entre ambas poblaciones se 
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observó que en el caso de tos machos existen diferencias significativas para todos los 

caracteres mientras que para las hembras la variación está en el largo y ancho de los 

segmentos abdominales. Al estudiar el conjunto de datos de las dos especies con un análisis 

de componentes principales se obtuvieron dos nubes de datos y se encontró que el ancho del 

primer segmento abdominal y el ancho del tercero son medidas que influyen en la separación 

de estas dos poblaciones, también se observa que existe un gradiente de variación dentro de 

las especies. posterior a este análisis se realizó uno para cada población para obtener 

información entre sexos. Para el caso de la población Veracruzana los dos primeros 

componentes explican un 76% de la variación y el ancho del segmento 3 (L8) influye en la 

separación de las dos nubes, para la población de Campeche el valor es de 84.32%, en 

ambos casos las medidas que están asociadas al primer componente son el largo y ancho del 

cefalotórax (L! y L2) Y los largos y anchos de los segmentos abdominales (LJ a L!4), en 

ambas poblaciones la gráfica de nube de puntos para los sexos muestra dos nubes con una 

zona de traslape, entre ellas siendo el ancho del tercer segmento abdominal que influye en la 

separación de las nubes de datos. 

Para L. \'at1l1amei se observó que los rangos del coeficiente de variación para las dos 

poblaciones de esta especie varían entre 5 y 19%, para esta especie el mayor valor lo 

presentan los machos en el largo del segmento abdominal 4. En cuanto a los resultados de 

los análisis de varianza. se observó dimorfismo sexual, al encontrar diferencias significativas 

entre ambos sexos. Ya se ha reportado dimorfismo sexual en esta especie (Chow y Sandifer, 

1991), citado por Primavera et al., 1998. Resultados similares han sido obtenidos en 

trabajos para especies como F az/ec1Is, L. illdicus, y L. IOllgistylus (Primavera, et al., 1998). 

Los resultados del análisis de componentes principales para esta especie, son distintos en 

ambas poblaciones, para la población de Sonora los dos primeros componentes explican un 

78% de la variación y los anchos de los segmentos abdominales 4, 5 Y 6 diferencian a los 

sexos. La población proveniente de Chiapas, en donde los dos primeros componentes 

explican el 76% de la variación son los anchos del primer y tercer segmentos abdominales 

los caracteres que influyen en la separación de este grupo. 

Sección l Discusión 



SECCIÓN II 

MARCADORES MOLECULARES 

I Antecedentes 

4\ 

Las investigaciones centradas en la herencia de caracteres como, colores de ojos en 

crustáceos en 1912 marcan el inicio del desarrollo de la genética en estos organismos, los 

estudios relacionados con el material genético datan de la década de los cincuenta, en estos 

se pretendía cuantificar de material genético nuclear en diferentes especies de cangrejos y 

otros grupos de crustáceos con el fin de conocer si las cantidades de ADN son distintas 

er¡.fe grupos taxonómicos, pero debido a que la talla del genoma no esta relacionado con los 

grupos y además existe variación incluso entre especies muy relacionadas se han 

desarrollado técnicas más sofisticadas para obtener mas información (Lawrence, 1982). 

Estas técnicas no solo han estado centradas en la búsqueda de información taxonómica y 

evolutiva pues los datos de diversidad genética pueden proveer información de alelas raros, 

decrecimiento en la heterocigosidad, incremento en los niveles de entrecruzamiento y junto 

COn el establecimiento de marcadores genéticos, este conocimiento puede ayudar en la 

selección de animales, con propósitos de cría y puede ser un gran beneficio para domesticar 

a estos individuos. De esta manera el uso de los datos moleculares, permite a los científicos 

desarrollar programas para seleccionar crías dependiendo las necesidades del mercado. 

Algunas técnicas han sido desarrolladas y utilizadas para monitorear variación genética 

incluyendo, electroforesis en geles de almidón y acrilamida, polimorfismos de longitud de los 

fragmentos de restricción (RFLP), polimorfismo de ADN amplificado al azar (RAPD), de 

éstas, la variación enzimática es uno de lo menos sensitivo de los tres y esta limitado a un 

número pequeño de ¡oei polimórficos que pueden ser analizados la mayor variación genética 

ha sido detectad. usando ADN mitocondrial (ADNmt), RFLPs nucleares y d.tos de 

secuencias de ADNmt (Garcí. et al., 1994). Quizá el uso más amplio del ADNmt como 

marcador ha sido para definir afinidades entre especies cercanas basándose en la 

comparación ce los patrones de los fr.gmentos de restricción (Harrison, 1989). Como el 

ADNmt presenta variación tanto entre individuos como entre poblaciones, juega un papel 

importante como un efectivo marcador de la estructura de poblaciones y de los patrones de 
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variación geográfica, pues con relativa facilidad secuencias homólogas pueden ser aisladas y 

comparadas, tiene una secuencia simple, es de herencia materna y la ausencia de 

recombinación permite proveer información detallada acerca de relaciones filogenéticas en 

algunos niveles de la escala evolutiva, además puede ser una herramienta útil para detectar 

diferencias dentro de poblaciones y entre especies, por tener una alta tasa de Gambio 

(Harrison, 1989; Silberman, 1994). 

Otra de las técnicas que ha sido desarrollada y utilizada para monitorear variación genética 

son los polimorfismos en el largo de los fragmentos de restricción (RFLPs), que es una 

tecnica en la cual no se requiere de radioactivitad o equipamiento caro (Lessa y Applebaum, 

1993), y mas recientemente el uso de microsatélites ha surgido como una herramienta muy 

poderosa en la investigación de genética de poblaciones (Morán, 1997). Esto se debe a que 

todos los tipos de microsatélites muestran variación en el número de repeticiones y reflejan 

un nivel de polimorfismo generalmente mayor que el de una hebra de una secuencia única y 

tan alto como los minisatélites, por lo tanto los microsatélites constituyen una marcador 

r,uclear poder :Jso, incrementándose su uso en pruebas de identidad, en estudios de 

poblaciones en análisis de linajes y mapeo genético (Estoup et aL, 1993). Como para el caso 

particular de los crustáceos quedan todavía abiertas algunas interrogantes, es por esta razón 

que se ha implementado en el caso particular de los decápodos el estudio de los 

polimorfismos en las isoenzimas de la amilasa (Van Wormhoud y Sellos, 1996). 

Aunado a estos esfuerzos en los últimos la años se han desarrollado sofisticadas técnicas 

moleculares altamente sensibles en la aplicación de la biotecnología para el cultivo de 

camarones, estas herramientas proveen las bases para tener informaCión detallada del 

genoma de los camarones, para entender la resistencia a enfermedades, para desarrollar 

efec:ivos controles de reproducción y el desarrollo de líneas resistentes a enfermedades 

(l3enzie, 1998). 

Objetivo 

Mediante el uso de las técnicas de RFLPs y microsatélites explorar la variación molecular 

para tres genes de dos poblaciones del camarón blanco Lilopel1aeus l"Ol1l1amei y de dos 

poblaciones del camarón L. seliferus. 
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11 Metodología 

Colecta 

En septiembre de 1998 se colectaron individuos de L. setiferus, originarios de la Laguna de 

Términos Ciudad del Carmen, Campeche, Laguna de Tuxpan en Veracruz y de L. vannamei 

procedentes de Sonora y de la granja de SYSAL originarios de Panamá (Fig. 1), los cuales 

se mantuvieron vivos hasta el momento de la disección. 

Se disectaron los pedúnculos oculares, que fueron transportados individualmente en ruelo 

seco V posteriormente se ahnacenaron a -70 oC en el laboratorio. 

\ 

Figura l. Mapa de la República Mexicana donde se muestran las zonas de colecta para este estudio. 
I=Huatabampo. Sonora 109°01'20",2= Granja Sysal. 3= Tuxpan, Veracruz 97°08'57", y 4= Cd. 
del Carmen Campedte91°01'Ol". 
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Extracción de ADN 

Se aisló el,ADN de l3 camarones de cada población de las dos especies (52 totales) 

utilizando los pedúnculos oculares (durante la manipulación las muestras se rnantuderon en 

nitrógeno liquido). Se ensayaron dos métodos de extracción para averiguar en cual se 

obtenia la mejor calidad y cantidad de ADN, se utilizó un método comercial W/:ard Kit 

GeJlomíc DNA purijicafloll y otro protocolo que utiliza un tampón con una mezcla de 

Bromidio de alquil trimetil amonio, CTAB (apéndice 1). 

Cuantificación del ADN 
Dado que el ADN en forma de doble hélice tiene una absorbancia máxima de 260 nm en una 

concentración 1 rngIml 20 unidades, y que la absorbancia de una solución es directamente 

proporcional a la concentración de soluto absorbente, utilizando una solución 1/100 de 

extracto de ADN (solución madre) se observó la cUIVa de absorción de cada muestra en un 

espectofotór-etro y posterionnente se calculó la concentración de material genético, así 

como la existencia o no de contaminantes, que se evidencian en la forma de la curva de 

absorción. 

Amplificación del ADN 

Se utilizó el método de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Método III I'lIro de 

sintesis enzimática de secuencias especificas de ADN. en el cual usando dos 

oligonucleótidos (oligos), en una serie repetitiva de ciclos que incluyen desnaturalización, 

unión de los aligas a su secuencia suplementaria. y la extensión a partir de estos en el resto 

de la hebra por medio de la DNA polimerasa, que da como resultado una acumulación 

exponencial del fragmento especifico de interés (Erlich, 1989). 

Los fragment0s de ADN en los que esta centrado este trabajo corresponden a dos familias 

de genes nuel,,!,res, 16S y Citocromo Oxidasa 1 (COI) Y el gen Amilasa S-R. 

Se analizaron cada uno de los individuos, se utilizó la información de L. \lannamei como 

base y se utilizaron los mismos protocolos y aligas para trabajar con L. sefijerus. 

Utilizando el ADN en una concentración de 0.1 ~gll.Ü se realizaron una serie de pruebas 

preliminares para encontrar la temperatura ideal en la amplificación de la secuencia de 

interés. Los aligas utilizados fueron sintetizados una vez que se conocieron las secuencias. 

COI 

Para obtener la secuencia de la COI se consultó la base de datos European Bioinformatics 

lnstitute-European Molecular Biology Laboralory (EBI-EMBL) y se utilizó la secuencia X 

82 503 de CO l, para L vannamei. 
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Amilas. SoR 

Para la secuencia del gen de la amilasa S-R se utilizó en el trabajo de Van Worrnhoudt y 

Sellos 1996. 

[6 S 

El gen 16S fue clonado y secuenciado en el laboratorio. Después de cada amplificación el 

producto de la PCR es precipitado con AcNa 5M, pH 8. Se realizó una electroforésis 

control para it::';:ntificar y verificar la talla conocida de los fragmentos obtenidos en geles de 

agarosa 1_2%, que tiene un rango de separación de moléculas lineares de ADN de 6 - O 4 kb 

(Maniatis, 1982). Las bandas de ADN se observaron directamente del gel utilizando 

fll" I·e~cencia (Bromuro de etidio) en una lampara de luz ultravioleta y, en caso de tener 

resultados, se registraron fotográficamente. con una cámara polaroid MP4. El marcador 

utilizado fue del fago Lamda digerido por la enzima de restricción Pst I (apéndice 2). Los 

fragmentos son extraídos del gel COn un equipo comercial Qiquick de Quiagen. 

Secuenciación 

A partir de extractos de L. VGllf1amei se secuenció en el laboratorio el gen 16S, clonando, 

recuperando el ADN y leyendo en geles horizontales. Para la clonación se utilizo el método 

pCEM-T Easy Vector Syste",s de Promega. La recuperación del ADN plasmídico se realizo 

utilizando SlriT (Sucrose-Triton-EDTA-TRlS-HCL) Para la secuenciación se utilizó el 

método de Amersham (T7 Sequenase Version 2.0) método que permite determinar mediante 

el mar"'lie radioactivo la secuencia del fragmento contenido en el plásmido (apéndice J) 

Análisis con enzimas de restricción 

RFLPs 

Para la elección de las enzimas, se obtuvo la carta de restricción para cada una de las 

secuencias utilizando el programa Strider 1.0. Se elaboró el mapa de restricción con las 

distancias teóricas para cada una de las enzimas El cual sirve como referencia para saber si 

los fragmentos obtenidos corresponden a lo que se espera, o bien si existe alguna 

contaminación. Se sometió con tres enzimas: Alu 1, Rsa 1 y Taq 1, a una digestión durante 

dos horas, en un volumen final de 15 J-l1 de muestra, a cada uno de los fragmentos, Co 1, 

Amilasa y 16S. Este tratamiento se aplico a cada uno de los 52 individuos (ver la siguiente 

tabla). 
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Tabla l. EllLÍlll<b utilizadas para analizar diferencias entre poblaciones de dos especies de camarón blanco. 
L setiferus y L vannomel. 

Eroccie L. seliierus L. Vlmlllllnei CO 1 Amilasa 16 S 
Población Veracruz Sonora Alu I Alu [ Alu 1 

Rsa 1 Rsa 1 Rsa 1 
Tao 1 Tao 1 Tao 1 

Campeche Panamá Alu 1 Alu 1 Alu 1 
Rsa 1 Rsa 1 Rsa [ 
Tao l Tao 1 Taq 1 

Las digestiones fueron detenidas adicionando 5 J-l1 de colorante. 

Los productos de cada digestión se corrieron en un gel de agarosa 2% durante dos horas a 

100v (anexo 4). De igual manera que en las amplificaciones las bandas de ADN se 

observaron directamente del gel utilizando fluorescencia (Bromuro de elidio) en una lampara 

de luz ultravioleta, los geles se registraron fotográficamente En cada gel se comparaban las 

distintas poblaciones de cada especie para observar si existen diferencias entre los 

fragmentos resultantes de cada digestión. 

Microsatélites 

Hemos elegido el gen 28 de la amifasa S-R, que corresponde al segmento de 650pb 

analizado con enzimas de restricción, en este gen existe una zona de microsatélites en un 

Ifltrón. Se utilizaron los oligonucleótidos PV17, y PV20R, los detalles de la técnica se 

encuentran en el apéndice 5. 

Presentación de los resultados 

Los resultados están organizados en dos partes, una primera sección donde se muestran los 

productos de la PCR y de las digestiones con las diferentes enzimas, mostrando conlO 

referencia el esquema teórico con base en las secuencias (carta de restncción) y mostrando 

el registro fotográfico siempre comparando entre las dos especies. Y una segunda sección 

donde se caracterizan las poblaciones, es decir durante toda la fase experimental se conservó 

la individualización de las muestras, de esta manera puede hacerse un seguimienro individual 

para todos los tratamientos en cada camarón. y analizar el tipo de patrones de bandas que se 

obtienen para las poblaciones. Se analizó cada enzima comparando la carta de restricción y 

el patrón de bandas en el gel, se ha nombrado arbitrariamente con letras los distintos tipos de 

esquemas. 

En el caso de los resultados de los microsatélites igualmente hemos nombrado con letras de 

la " a la f a los alelas de menor a mayor talla. 

Sección lI. Metodologí(l 
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111 Resultados 

Extracción y Cuantificación 

Al analizar las curvas de absorción de los extractos de ADN de la prueba preliminar 

utilizando dos métodos distintos, se observó que el ADN aislado a partir del equipo 

comercial registró rastros de contaminación con fenal, fue necesario hacer al menos cuatro 

lavados con cloroformo y luego éter para limpiar el fenol y obtener un ADN libre de 

contaminación. Para el caso del segundo método se obtienen curvas sin rastro de 

copt -.ulinación, por este motivo se eligió este protocolo para aislar las muestras de ADN del 

resto de los camarones. Los extractos fueron numerados para mantener la individualización y 

poder llevar un seguimiento durante el trabajo. 

En general la ventaja de utilizar un paquete comercial es que el trabajo es más práctico y 

ahorra tiempo lo que justifica su precio, en este caso el kit no resultó un método adecuado 

pues al final es necesario hacer lavados, 10 cual implica tiempo y exposición a sustancias 

tóxicas, además un pequeño rastro de ellas puede inhibir la peRo 

Las concentraciones de ADN aislado varían en cada individuo, sin embargo son siempre 

mayores que O I J.lg/J11 por lo que de estas soluciones madre se hizo una dilución y se trabajo 

siempre a una concentración de 0.1 I-lg/I-ll. 

La razón de esta variación de concentraciones se debe a que no siempre se utiliza 

exactamente la misma cantidad de tejido, ya se ha especificado que el extracto se hace a partir 

de los pedúnculos oculares, siempre se utilizó un solo pedúnculo ocular, entre cada animal 

hay variación en el tamaño de éstos, y además es necesario eliminar las omatidias, con una 

navaja se retira todo el tejido negro y se deja exclusivamente el tejido blanco donde se 

encuentra el sistema nervioso. 

Sección IL Resululdos 
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Tabla 2. Concentración en ¡.tgl,.d de ADN, de los extraclos de pedúnculos oculares, de dos especies de 
camarón blanco utilizando un protocolo CTAB. (no=número de muestra) 

tilopellaeflS l'Qtmumei Lilopeltae/ls seliferlls 

Sonora Panama Veracruz 

no. _gl_' no. 
_gl_ 1 

no. 

I 16 11 0.5 21 , LI 12 LI 22 

3 11 13 0.7 2l 
4 1.15 14 0.5 24 

5 LI 15 0.5 25 
6 l 16 02 26 
7 2 17 02 27 

8 0.55 18 0.5 28 
9 09 19 02 29 
10 11 20 03 lO 
SI 12 PI 03 TI 

S2 08 P2 0.6 TI 
53 05 Pl 03 Tl 

Amplificación 

Estandarización del protocolo de la PCR 

Elección de oligonucleótidos 

_gl_ 1 

0.65 

11 

0.36 

08 

1 

l.' 
OS 
05 

07 

Ol 

07 

Ol 

12 

Campeche 

no. _gl_' 
31 2.l 

l2 1 

3J L2 

l' 0.9 

l5 0.5 

l6 1.6 

37 1.5 

38 2 

19 lA 
40 23 

CI 0.7 

C2 0.8 

el 0.6 

En este traba~ü se utilizaron oligonucleótidos seleccionados y sintetizados con base en 

secuencias conocidas de L. l'annamei, dado que trabajamos genes con secuencias 

conservadas (Van Wonnhoudt, 1996) hemos utilizado los mismos aligas para los análisis de 

L se1lferus. 

Tabla J Secuencia de los olillonucleátidos utilizados en este trabaio 
Gen Secuencia Lar,o del seomento (pb) 

Citocromo Oxidasa 1 COI 5'GACATIGGAACATIATACTIT3' IHO 
(Ca 1) CORc\' 

5 'GTIGATCCAATGGAAGATACA3' 
16 S 16 ter 1189 

5'GACATIGGAACATIATACTIT3' 
12 val re\' 
5'AAGATGGAGCITGAATAGTIAAG 3' 

Afllilasa S-R AmeS En esfe CJSO se obtienen 
5'GGAGAATGGCCAGGA T AAGAAC3' dos fragmentos de 650 y 
AmiR 750 
5 'CCGTCGCCGCCCACAGTCACOJ' 
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Los productos de cada PCR, se precipitaron con AcNa, el ADN amplificado se mantuvo seco 

en refrigeración, para rehidratarse en agua antes de las digestiones. 

Estandarización de la temperatura 

Dado que no se cuenta con una técnica estándar para estos genes en estas especies, fue 

necesario hacer algunos ensayos preliminares variando las temperaturas de unión de los 

oligonucleótidos. 

COI 

Se realizó un&. Jerie de pruebas preliminares para L. vanllamei a 44, 52 Y 56°C. 

Los mejores resultados se obtuvieron a 44°C. 

Para L. setiferus fueron necesarias pruebas a 40, 44 Y 46°C. En cada uno de los tratamientos 

fueron recuperadas aquellas muestras que amplificaban pues en ninguna PCR amplificó el 

100% de ellas (6g. 1). 

En ambas especies el fragmento amplificado coincide con la talla teórica (\340 pb) calculada 

con base en la secuencia. y no hay variación entre individuos. 

L. vanllamei L. setijerlfs 

tl40 pb 

M A B C A 

Figura 1.Fotografias de geles de agarosa 1.2%. de los productos de la PCR para el gen CO 1 de dos especies de 
camarón L. vannameíy L. setiforus. M= marcador, A= 44°C, B= 52°C Y C= 56°C. 
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16 S 

Para la amplificación de este gen, se ensayaron en ambas especíes 44, 46 Y 48°C, utilizando 

el mismo protocolo que en CO 1 (apéndice 5). 

Los productos en cada uno de los ensayos se precipitaron con AcNa y se recuperaron de 

geles de agarosa 1.2%, para lograr el mayor numero de muestras posibles, pues no hubo una 

temperatura a la cual todos las muestras amplificaran, esto se puede deber en el caso de L. 

setiferlls a que los oligonucleótidos no son específicos (fig 2). 

L. vanname; L. setifents 

1189 pb 

1189 pb 

M M 

Figura 2. Fotografias de geles de agarosa 1.2%. de los productos de la PCR para el gen 16 S de dos especies de 
camarón L. vannamei r L setljerus. M= marcador. 

Amilasa S-R 

Se utilizó un mismo protocolo de amplificación para L. val1namei y L. setrfents (apéndice 3). 

Se eligieron dos genes basándonos en las secuencias de Van Wormhoudt y Sellos (1996), los 

aligas diseñados amplifican dos genes distintos de 650 y 790 pb, estos fragmentos contienen 

una zona de microsatélites 

Como puede observarse en la figura 3, para L. vannamei los pr¿ductos de la PCR son los 

esperados, un par de bandas, una de 790 y otra de 650 pb, sin embargo existen individuos 

que tienen únicamente eJ gen de 650 pb, esto permite detectar diferencias en la población aún 

antes de realizar el análisis con las enzimas de restricción. 

Resulta íntere:>ante encontrar para el caso de L. setifenlj~ resultados distintos, puede 

observarse que con los mismos aligas para L. vannamei. para una secuencia que se mantiene 

conservada, se amplifican dos y tres genes seguramente de la misma familia, esto evidencia, 

como en el caso anterior, diferencias en este fragmento entre las poblaciones de L. setifems, 
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sin embargo se complica la interpretación debido a Que no se cuenta con la secuencia de esta 

especie 

790pb 
650pb 

L. vanl1amei 

M • .* 

L. setifenls 

M *** 
Figura 3. FOlografías de geles de agarosa 1.2% de los productos de la PCR para el gen Amilasa S-R de dos 
especies de camarón L. vannamei }' L setiftrus. M= marcador. *= individuos con un solo gen **=Indivlduos 
con dos genes. *r ~=indíviduos con tres genes. 

Caracterización de los individuos utilizando Enzimas de Restricción 

Para las secuencias obtenidas en el laboratorio por clonación y posterior recuperación, y las 

secuencias ya antes conocidas se obtuvieron los mapas de restricción Con base en estos se 

elaboraron las cartas de restricción, lo cual permite tener la referencia teórica del número y 

talla de los fragmentos que se obtienen después de las distintas digestiones. Se analizaron 

para elegir tres enzimas que reconocieran sitios en las tres secuencias de interés y se 

elaboraron algunas pruebas preliminares, las enzimas con las que se trabajo fueron Alu 1 (AG 

VCT), Rsa 1 (GTV AC) y Taq 1 (TVCGA) 

Productos de la digestión 

Para el análisis de los resultados se representa el fragmento amplificado en forma de 

rectángulo. señalando los sitios de corte de las enzimas como divisiones, así como la talla de 

cada fragmento en pares de bases (pb). Los resultados de las digestiones se presentan en 

fotos, comparando siempre ambas especies. 
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Gen Co 1 digerido por Taq 1 

En la carta de restricción para el gen CO 1 en L. I'Gnnamei cortado por la enzima Taq 1 se 

obtienen tres sitios, el esquema es el siguiente. 

L-~24~5~-L ____ ~3~7~4 ____ ~ ________ ~6~51~ ________ ~17~O~1 1340pb 

Después de la digestión con Taq 1 para L vannamei se obtienen cuatro bandas, como en el 

esquema teórico, en la fotografia el fragmento de 70 pb no es evidente debido a su pequeña 

talla, no se observaron diferencias de los patrones de bandas entre los individuos 

Para la otra especie encontramos, que existen algunos sitios que se conservan como el 1 y 2, 

que dan bandas de 245 y 374 pb, sin embargo se observa que en algunos individuos no existe 

el sitio de corte 2, y se observa una banda de 950 pb, para L seliferus pueden observarse 

algunas diferencias entre animales de las dos poblaciones (fig 4). Esto la convierte en un 

marcador efectivo para diferenciar ambas poblaciones. 

651 pb 

mpb 

2-15 pb 

M M 
Figura ~ . Geles de agarosa 2% de la digestión del gen ca [ con Taq 1, en dos especies de camarón blanco, L. 
¡·(IImame; y L. setiferus. M= marcador 
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Gen Co I digerido por Rs. I 

La carta de restricción para el gen ca 1 en L. vannamei cortado por la enzima Rsa 1 se 

muestra a continuación. 

208 727 300 1340 pb 

12 

Observamos que todos los individuos de L. vallllamel tienen un patrón de bandas que 

C('I; ~óde con los Cuatro sitios encontrados teóricamente. No se observó variación entre las 

poblaciones El esquema de bandas en L. setiferus confirma una secuencia con sitios 

conservados, en casi todos tos individuos los patrones coinciden con lo teórico para la otra 

especie, en este caso se encontró un sitio de corte más en el fragmento de 300 pb, las 

diferencias entre poblaciones se discuten más adelante (fig. 5). 

727pb 

300pb 

M M 
Figura S. Geles de agarosa 2% de la digestión del gen CO 1 con Rsa l. en dos especies de camarón blanco, L 
,'(l/mame; r lo selifel'us. M= marcador. 
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Gen Co 1 digerido por Alu 1 

La carta de restricción para el gen CO 1 con Alu 1 de L. vGI{namei se muestra a continuación 

1751631 124 119 1 1 156 462 1781 227 1340 pb 

36 

Los fragmentv'; resultantes de la digestión, en L. vannamei corresponden a las tallas teóricas, 

(fig 6) analizando todos los patrones de bandas se encontró dos esquemas dístíntos que 

pueden explicarse por una digestión parcial En las poblaciones de L seliferus se obtiene un 

patrón de bandas donde se observa, que existen algunos sitios conservados, aquellos que 

dejan después de la digestión una banda de 460 y 150, sin embargo existen algunos sitios de 

más, pues las tallas encontradas son de 320, 220, 180, 120 Y 70 pb. Los resultados con L. 

.\etiferus muestran que este gen conserva algunos sitios entre ambas especies, aunque no se 

conoce el grado de divergencia entre ambas secuencias, ya se ha comparado L val1l1amei con 

otras especies, y con crustáceos como L notralrs sin encontrar porcentajes mas altos que 3% 

de diferencia entre ellas. 

227pb 
1;6 pb 

M 

L. l'annamei 

M 
Figura 6. Geles de agarosa 2% de la digestión del gen CO 1 con Alu 1, en dos especies de camarón blanco. 
L I'onnomeí y L. setiferus. M= marcador 
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Cen 165 digerido por Taq 1 

La carta de restricción para el gen 16S mostrando los sitios donde corta Taq 1 en L. 

VGnl1amei se muestra a continuación. 

162 427 600 1189 pb 

Esta enzima reconoce dos sitios en el fragmento del gen 16S que produce tres bandas, para 

las poblaciones de L. val1l1amei estas bandas coinciden con el patrón teórico, sin mostrar 

diferencias entre individuos. 

En L. selifems los sitios son diferentes, y se obtuvieron bandas de 850 y 220 pb, 

diferenciando a ambas especies (lig. 7). 

600pb 
421pb 

162 pb 

L. l'annamei 

Figura 7. Geles de agarosa 2% de la digestión del gen 16S con Taq 1, en dos especles de 
camarón blancof L. vannamei y L. setiftrus. M2= marcador 2. M=marcador 
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Gen 16S digerido por Rsa 1 

La carta de restricción para el gen 16S mostrando los sitios donde corta Rsa I en P. 

l'Gl/llame; se muestra a continuación 

195 994 1189 pb 

En ambas especies se observó el mismo patrón de bandas En la secuencia se conserva un 

sitio de corte para Rsa 1, y se obtienen dos bandas de 950 y 190 pb. 

La talla no es exactamente igual a la teórica, esto puede explicarse por factores téclllcOS 

como la temperatura de las muestras al aplicarse en el gel (fig.8) 

L. l'annamei 

99~ pb 

195 pb 

M M 
Figura 8 . Geles de agarosa 2% de la digestión del gen 16S con Rsa I. en dos especies de 
camarón blanco. Pxanname;}' P. setiferus. M=marcador 

Gen 16S digerido por Alu 1 

La carta de restricción para el gen 16S mostrando los sitios donde corta .AJu I en L mllllame, 

se muestra a continuación. 

229 126 11 522 188 1189 pb 

6 31 
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Los productos de la digestión para L. vannamei fueron analizados y se encontraron dos 

esquemas, uno que coincide con el esquema teórico, en el número y talla de las bandas, con 

excepción de dos individuos de la población de Sinaloa que serán analizados más adelante. 

El caso de L. seliferlls fue necesario hacer distintas pruebas y repeticiones, no se cuenta con 

muchas amplificaciones, pero se observo un conjunto de bandas en la que comparte tres con 

L l'Oul1amei, de 520, 220 Y 180 pb, pero existen diferencias en el resto de los sitios efig. 9) 

512 pb 

229pb 
188 pb 
126 pb 
gg pb 

L. l'Ql1llamei 

M M 
Figum 9. Geles de .1garosa 2% de la digesllón del gen 16 S con Alu L en dos especies de 
c.1.marón blanco, L \lO/mamel} L settJerus. M= marcador. 

Amila,a $-R digerida por Taq 1 

Los oligos utilizados en este caso amplifican dos genes distintos, uno de 750 y otro de 650 

pb, El esquema de la carta de restricción para estos genes mostrando los sitios donde corta 

Taq 1 en L. vallJ1ameí se muestran a continuación 

572 178 I I 750 pb 

40 

173 425 650 pb 
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Despues de la digestión con esta enzima, en L. vanname; se obtiene un patrón de bandas que 

coincide con el esperado teóricamente, con excepción de dos individuos donde al hacer la 

revisión de los productos de la PCR se observa que presentan un solo gen. 

El caso de L seliferus es distinto, pues desde los productos de la PCR se amplifican 3 

bandas. por lo tanto los patrones que se encuentran son diferentes a los esperados según la 

carta de restricción teórica para la otra especie, debido a que no se cuenta con la secuencia es 

dificil diseñar las cartas en este caso, sin embargo esta molécula o bien esta familia de genes 

pueden ser elegidos como un eficiente marcador genético (fig. 10). 

L. l'annamei 

572 pb 

425 pb 

178 pb 

M M 
Figura 10 Geles de agarosa 2% de la digestión del gen Amilasa S-R con Taq 1. en dos especIes 
de camarón blanco. L I'flll1wmei y l~ setiferu5. M"'m<lrcador 

Amilasa S-R digerida por Rsa 1 

La carta de restricción para estos genes mostrando los sitios donde corta Rsa I en L. 

\'{I11110mel se n.t.lestran a continuación. 

362 366 750 pb 

576 650 pb 
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Después de la digestión con Rsa 1, en L. val1nGmei se obtienen bandas iguales que las que se 

encuentran en la carta de restricción, los restos de banda mayores que 516 pb se explican por 

digestiones parciales. 

En la otra especie se observa una banda de más que las esperadas teóricamente, esto puede 

deberse a la presencia de un gen suplementario (lig. 11). 

366 pb 
162 pb 

M 
Figura JI. Gele:. de agarosa 2% de la digestión del gen Amllasa S-R con Rsa J, en dos especIes de camarón 
blanco, L. w'lnllomei y L. sellJer/lS M=marcador 

Amilasa S-R digerida por Alu 1 

Los oligonucleótidos utilizados en este caso permiten amplificar dos genes distintos, uno de 

150 y otro de 650 pb. La carta de restricción para estos genes mostrando los sitios donde 

corta Alu 1 en L. val1l1amei se muestran a continuación. 

48 /21/ / 107 110 348 98 750 pb 

18 

49 /21/ / 562 650 pb 

18 

Como ya se mencionó anteriormente los fragmentos amplificados incluyen una región que 

contiene intrones distintos entre cada fragmento, regiones donde es más probable encontrar 

diferencias, cortados con Alu 1 encontramos esquemas que concuerdan con las tallas teóricas. 
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Para esta enzima en L. vannamei se encuentran dos esquemas, uno que concuerda con el 

esperado y otro que analizará más adelante. 

L. setiferus muestra un patrón de bandas semejante al de la otra especie, mostrando la 

existencia de sitios conservados, sin embargo la interpretación de bandas es dificil, pues como 

se ha mencionado anteriormente en los productos de" la PCR existe una banda más 

posiblemente de un gen complementario (fig. 12). 

562 pb 

348 pb 

M M 
Figura 12. Geles de agarosa 2% de la digestión del gen Amilasa S-R con Alu 1, en dos especies de 
camarón blanco, L. vnnnamel y L setiferus. M=marcador 
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Microsatélites 

Para analizar los distintos patrones de bandas entre los individuos, nombramos con letras 

empezando con a para el fragmento de talla más pequeña 330 pb, hasta f para al mayor con 

416 pb (fig. 13). 

L. vannameí 
TGCATQCA 

M A B 

Figura 13. Análisis preliminar de la variación iotra e intcrpoblacional para el gen 28 de la Amilasa S-R en 
la región microsatélite de L vannal1lei A=Población de Panamá y B=Población de Smalaa. a330 a f416 
corresponde a los alelos y su longitud en pares de bases Se obticne una banda principal y bandas accesorias 
para cada alelo debido a un artefacto inherente a la técnica del peRo para asignar la talla se toma como 
referencia la banda principal. Se utilizó la secuencia conocida de la Glucosidasa 12R como marcador 

En este ensayo preliminar se observa que la frecuencia de alelos es diferente dentro y entre 

las poblaciones (tabla 4). Ciertos alelas como e y f están presentes en una población y 

ausentes en la otra. 

Sin embargo, el número de individuos experimentales es reducido como para obtener un 

resultado objetivo. 
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Tabla 4. Frecuencia de alelos de la región microsatélite del gen 28 de la Amilasa S~R en dos poblaciones de 
L vannamei. 

Población Individuo Alelos 
Sinaloa I ex2 

2 cf 
3 ef 
4 ce 
5 cx2 
6 bx2 

Panama I bx2 
2 ac 
3 bd 
4 cx2 
5 ce 
6 be 

La siguiente etapa implica un estudio de al menos 30 a 50 individuos de cada localidad, que 

permita hacer un estudio estadístico no criticable. 

,o 
60 

'" 50 
• 40 la Sonor~~ Ü e • • 3() ¡m Panamá I 
~ 
~ 20 

10 

O , b e d e 

Alelos 

Figura 14. Gráfica que muestra la frecuencia (%) para cada alelo en cada población de camarón blanco L. 
vannamei, en la región microsatélite del gen de la Amilasa S-R 
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Caracterización de las poblaciones 

Litopenaeus vannanzei 

Para caracterizar las poblaciones con base en nuestros resultados se hizo un seguimiento de 

cada uno de los individuos, desde el producto de la PCR hasta los patrones de bandas en 

cada una de las digestiones con las diferentes enzimas, los resultados se presentan a 

continuación y se resumen en la Tabla 5. 

Análisis mitocondrial. 

Al analizar los resultados para el gen de la CO 1 (fig. 4, 5 Y 6) encontramos dos patrones que 

llamamos. y b, el primer patrón de bandas corresponde a aquellos individuos donde los 

sitios de restricción son los mismos en el patrón teórico, el segundo caso lo muestran dos 

individuos de la población de Sinaloa donde existe un sitio más de corte para la enzima Rsa 

1, que se encuentra en el segmento de 319 pb dejando dos bandas mas pequeñas. Para el gen 

16S (fig. 7, 8 Y 9) hemos llamado a al esquema que coincide con las cartas de restricción y al 

igual que en el caso anterior se encontró un segundo patrón b donde Alu 1 reconoce un sitio 

más que los esperados. Existen dos individuos de la población de Sinaloa que presentan esta 

segunda opción de patrón de bandas para 16S. esto diferencia a las dos poblaciones, pues en 

Panamá la frecuencia de individuos con el patrón teórico es 12/12. es decir de cada 

individuo estudiado presenta el mismo patrón que el esperado. en la otra población existen 

casos diferentes (tabla 5). 

Amil.s. S-R 

Se designó a al patrón de bandas que se observan después de una digestión con Rsa! , b a 

los productos de la digestión con Taq 1 y e a los productos de la digestión con Alu 1 par. el 

gen de 650 pb de la Amilasa S-R. La nomenclatura utilizada para el gen de 750 pb fue .', b' 

Y c', estos coinciden con el patrón de referencia que es calculado con los mapas de 

restricción. En la población de Sinaloa se encontró un patrón distinto al teórico para Alu y 

fue llamado C' este se encuentra en el segmento de 750 pb Y es un sitio menos de 

reconocimiento de Alu 1 entre el fragmento de 11 O Y 348 pb. Para todos los casos en 
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algunas fotografias se observan rastros de la banda original producto de la PCR o bandas 

difusas intermedias que han sido explicadas como digestiones parciales. Hemos elegido las 

enzimas de restricción como marcadores genéticos que han sido utilizados en los últimos 

años, en estudios de estructura de poblaciones naturales o de cultivo, en especies de 

importancia comercial como la langosta (Silberrnan et al., 1994), salmones (McKay et al., 

1996), en bivalvos (Rigaa et al, 1997) Y camarones (Benzie et al., 1993; Bouchon et al, 

1994; Tassana\:ajon et aL, 1997) por nombrar algunos ejemplos, en los que se ha propuesto 

estos marcadores como efectivas herramientas para explorar las estructura de las 

poblaciones. El acelerado desarrollo de técnicas moleculares permite explorar con técnicas 

nuevas encontrando respuestas a un nivel mas fino en la estructura del material genético 

como el uso de los microsatélites. 

En este trabajo el uso de digestiones con diferentes enzimas evidencia algunas diferencias 

entre dos poblaciones de L. vannamei, donde las poblaciones estudiados presentan una 

variación en los patrones de restricción distintos a los esperados en las cartas de restricción 

en la población de Sínaloa proveniente del medio natural, mientras que se muestra más 

homogénea la población Panameña proveniente de una granja de cultivo desde hace 3 

generaciones. En los productos de la PCR se constata que se conservan las secuencias a 

pesar de las distancias geográficas. Sin embargo, también puede verse que como es de 

esperarse, la población silvestre muestra variación genética. 

Microsatélites 

Los resultados de los microsatélites también fueron nombrados con letras de la a a la f para 

su análisis y en la tabla 5 se muestran las combinaciones que se encuentran para cada 

individuo. Los resultados con la técnica de microsatélites abre una alternativa para siguientes 

estudios, pues para esta especie parece ser la opción adecuada aumentado el número de 

muestra y secuencias a analizar. 
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Tabla S. Resullados de la comparación de dos poblaciones de camarón blanco L. I'onnamel. con base en el 
análisis de los polimorfismos de los fragmentos de restricción y de microsatélites. no. individuo"" de 1 a 83 
población de SinaJoa. de 11 a P3 población de Panamá, ·=00 caracterizado 

L. I'annamei 
Amilasa S·R Amilasa S·R 
650pb Alul 750 pb A1ul 

no. individu COI 16S Rsal Taql RsalTaql Mlcrosatélites 

1 • • 'ab · • 
'2 • • • • • 
3 a a cad c' a'h' • 
• a a eab c' a'b' ab 
5 b • eab • • 
6 a a ca b eH a' b' bd 
7 • a • • • 
8 a a ca b • • 
9 a • • • bb 
10 a a eab c' a'b' ae 
SI a a eab ¿ ab 
S2 b b eab c' a'b' • 
Sl • b eab e" a' b' aa 
11 a a • • • 
12 a a • • aa 
Il a a eab c' a'h' bb 
l. a a eab c' a'h' • 
15 a a eab c' a'h' • 

, 16 a a • • be 
17 a a eab e" a' b' • 
18 a a eab c' a' b' ef 
19 a a eab c' a'h' • 
20 a a • • bf 
PI • • eab c' a'b' ee 
P2 a a eab c' a' b' • 
Pl a a • • • 

L seti/uus 

Hemos trabajado con esta especie siguiendo con la línea de investigación iniciada por 

nuestro grupo de trabajo en 1995 (Arena, 1995) donde con el uso de técnicas de genética­

bioquímica se han encontrado evidencias de diferencias entre las poblaciones de este 
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camarón blanco en el Golfo de México. Siguiendo con este esfuerzo y retomando los 

resultados de diferencias utilizando caracteres morfológicos y diferencias bioquímicas, se 

iniciaron los estudios en torno a la amilasa por su gran importancia en el metabolismo de los 

glúcidos, que puede ser una herramienta en programas de selección genética, además de los 

marcadores mitocondriales que son clásicos en estos estudios. Utilizamos las secuencias de 

L. vallllamei para el análisis de esta especie pues elegimos genes con secuencias conservadas 

(Machado. 1996). Desgraciadamente no fue un asunto trivial amplificar los fragmentos de 

interés utilizando los aligas diseñados para L val1namei y no contar con una técnica 

estándar toma tiempo y reactivos, lo cual dificulta un poco la interpretación, así pues para el 

gen 16S se cuenta con un número reducido de muestras. 

El gen de la ca I muestra para las tres enzimas patrones de digestión semejantes a L 

vOllllameí con algunas diferencias entre poblaciones, también en este caso se cuenta con 

pocos resultados. 

Para la amilasa S-R, se obtiene desde los productos de la PCR cuatro bandas de 780, 740, 

680 Y 640 pb, diferente que las dos bandas esperadas según la secuencia de L. val/I/ame/, 

estas bandas difieren entre los organismos, y por consiguiente en los productos de las 

digestiones, dejando como resultado un patrón de bandas en el cual, algunas se conservan y 

otras pernúten diferenciar a las especies. Estos resultados coinciden con los de Bouchon et 

31" 1994, quien afirma encontrar diferencias entre poblaciones de camarones cuando utiliza 

ADNrnt, mientras que cuando se an31izan la variación de aloenzirnas se encuentra bajo nivel 

de subdivisión de poblaciones de Penaeidos. En investigaciones de organismos como la 

langosta (Silbennan et al., 1994) y otras especies de camarones (Benzie et al., 1993) se han 

encontrado diversidad y divergencia en las secuencias de nucleotidos en estudios del genoma 

mitocondrial, en especies de distribución continua. 
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IV Discusión 

Se encontraron diferencias al analizar los polimorfismos de los fragmentos de restricción 

entre poblaciones de L. seti/erus, para los tres genes estudiados CO 1, 16S y amilasa S-R, 

cuando son digeridos con la enzima Taq 1, mostrando diferencias entre las poblaciones. 

Existen distintos sitios de corte entre las dos especies. ya que las secuencias no están 

conservadas y para L. setifenls. es probable que se presenten genes complementarios. 

Las poblaciones de L. setiferus se pensaban hasta hace unos años como parte de una gran 

po~'.ción distribuida a lo largo del Golfo de México (Lester y Pante, 1992); sin embargo, es 

posible descubrir diferencias con el uso de nuevas tecnologías que permiten obtener 

información a niveles más finos, por ejemplo, de las características moleculares. 

Para L. vannamei, no se observaron diferencias entre poblaciones cuando se analizaron los 

polimorfismos en los fragmentos de restricción, para los genes ca 1 y 16S; para el análisis 

del gen de la 8lnilasa S-R, se obselVó que algunos de los individuos aparentemente cuentan 

con un solo gen, por lo que se recomendaría como un marcador ·sensible a las diferencias en 

estas poblaciones, para lo cual es necesario ampliar el tamaño de la muestra. Sin embargo, al 

analizar la región microsatélite de los genes de la amilasa se observaron diferencias en las 

frecuencias alélicas dentro de la especie, además en la presencia ausencia de algunos alelas; 

por ejemplo, los a1elos a y d están presentes en la población de Panamá, mientras que el 

alelo f se observó solo en la población de Sonora. En particular este marcador molecular, 

por su carácter de alta variabilidad, ha sido reportado como una herramienta fina que 

permite explorar diferencias de las secuencias nucleotídícas entre organismos de una misma 

población separados geográficamente, la cual ha sido desarrollada para organismos de 

importancia ewnómica, como camarones, salmones, langostas y distintas especies de peces, 

(Benzie, et al., 1993; Fujii y Nishida., 1997; Pérez-Enriquez y Taniguchi, 1999; Silberman et 

al., 1994). 
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Dado que se encontraron diferencias entre los fragmentos amplificados para los genes de la 

amilasa entre las dos especies, podrían compararse ambas secuencias, en este estudio solo se 

cuenta con la información completa para L. val1namei y no para la otra especie, por lo tanto 

el no trabajar con secuencias universales puede presentar dificultades en la amplificación 

como surgierú;J en este caso, sin embargo el resultado evidencia diferencias a nivel de 

secuencia y posiblemente la existencia de genes complementarios entre estas dos especies. 
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SECCIÓN 111 

1 Discusión General 

Lilopenaeus setiferus 

El Golfo de México es una región dinámica, los aspectos fisicos y biológicos que lo 

caracterizan están en constante cambio, a escalas de años, semanas e incluso días, 

características como los huracanes, aportes de ríos, sistemas lagunares, regiones climáticas, 

provincias de sedimentos, productividad, corrientes, mareas, hacen de éste un sistema 

complejo, con fronteras naturales abiertas y de limites variables, que se refleja en los 

patrones de distribución y el comportamiento de las comunidades de los organismos que lo 

habitan (Yáñez y Sánchez, 1983). Tan solo en la Laguna de Términos en Campeche, al 

estudiar los patrones de comportamiento de las comunidades de peces, los mecanismos de 

su productividad y las relaciones de intercambio de organismos entre el mar y los sistemas 

lagunar-estuarino, así como de la circulación costera y la transición sedimentológica entre 

provincias deltáica y carbonatada, se han delimitado dos subsitemas ecológicos, una zona 

heterogénea fuertemente influenciada por el aporte de estuarios y ríos adyacentes, con 

ciertas caracteristicas de transparencia, salinidad temperatura, etc., y una zona típicamente 

marina, homogénea, con características distintas a la anterior (Yáñez et al., 1983). Por otro 

lado existen otros factores como la temperatura y quizá la salinidad que controlan las 

distribuciones disyuntas de algunas fonnas, pero no pueden pasarse por alto los factores 

ecológicos. Existen numerosos ejemplos de especies que muestran variación geográfica a lo 

largo del Golfo de México, como un reflejo de la variación ambiental en la que habitan, uno 

de ellos son los cangrejos del género Uca. Existen trece especies en el Golfo, cinco de ellas 

son endémicas, distribuidas de acuerdo a preferencias de temperatura, salinidad y sedimento 

para cada una. Morfológicamente son tan parecidos que se han confundido registros de una 

especie con otra, corno en el caso de Uca pugilator, con U pabacea, U marguerita con U 

burgersi, entre otros. La principal característica que diferencía sexos y especies, es la forma 

de una gran queJa. También las diferencias residen en la presencia de pubescencias. u otras 

características muy finas del exoesqueleto. Las estrategias reproductivas, las conductas de 

territorialidad y los patrones de alimentación son semejantes entre ellos (Britton y Monon, 
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1989). Las costas del Golfo de México pueden ser reconocidas por la abundancia de 

camarones Litopeneidos. Esto no significa que los camarones son los miembros dominantes 

en el sentido de que su presencia determina la naturaleza de las comunidades y modifiquen el 

sustrato, sino que existen otros factores aunados a los antes descritos que influyen en las 

comunidades. Por ejemplo en el caso de L. setiferus que ha declinado por tener un predador 

tan fuerte como lo es el hombre, ha sido reemplazado por Farfantepenaeus azteclts y L. 

duorarum invadiendo otras partes del ecosistema. Es decir el ecosistema depende de un 

conjunto de factores además de los climáticos, como lo son las condiciones bióticas, 

ecológicas e históricas. Particulannente en los camarones se ha observado por ejemplo que 

el sustrato tiene un impacto directo sobre el crecimiento de estos organismos (Ritvo et aL, 

199&). En este trabajo analizando las variación dentro y entre poblaciones de L. set!lerlls se 

encontraron diferencias morfológicas y moleculares. En el caso de las poblaciones de 

Veracruz y Campeche se encuentran localizadas en distintas regiones climáticas, existen 

diferencias en el tipo de sedimentos que separa estas poblaciones, y el tipo de aporte de los 

ríos (Britton y Morton, 1989). Además existe un cañón submarino que constituye un límite 

de separación de los depósitos de caliza, de las arcillas y limos entre la plataforma 

continental de Campeche y Veracruz (Morelock y Bryant, 1971). Los polimorfismos en los 

fragmentos de restricción particularmente para el gen de la CO l, han sido utilizados para 

examinar la estructura de poblaciones de organismos marinos (Kitaura et al, 199&), 

encontrando variación en la secuencia para organismos de distintas poblaciones en una 

misma especie. y para el gen de la Amilasa S-R donde se encontró la evidencia de genes 

complementarios distintos a los esperados con relación a la fuente teórica. en 

investigaciones con este gen se ha observado que presenta un alto nivel de variación (Van 

Worrnhoudt y Sellos, 1996), 

L van/lame; 

Para esta especie, su hábitat el Pacífico, tiene una plataforma continental mas o menos 

uniforme en amplitud (25 a 50 km.), las rocas más profundas y expuestas a lo largo de la 

costa mexicana son principaIl11ente de origen igoea y metamórfico, así que se tiene desde 

Cabo Corrientes hasta el Golfo de Tehuantepec los mismos tipos de sedimentos incluyendo 
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rocas metamórficas precámbricas a mesozoicas y sedimentos cretásicos con intrusiones de 

plutones. La estructura térmica del Pacífico Tropical se caracteriza por una capa de mezcla 

donde la temperatura es casi constante, debido a la poca profundidad de la zona costera, la 

estructura termohalina se ve afectada por procesos particulares, como los vientos locales, las 

descargas de ríos, lluvias y evaporación entre otras. El Pacífico tropical mexicano es una 

región de corrientes débiles por 10 menos con dos zonas de frentes principales que favorecen 

la presencia de la capa de mínimo oxígeno. El Océano Pacífico se divide en áreas ricas y 

pobres en nutrientes, las cuales se distinguen en función de la detectabilidad de nitratos. En 

general el Océano Pacifico es pobre en elementos nutritivos pues se aprecia que los nitratos 

ge r ~ralmente son ¡ndetectables en los primeros 10m de profundidad mientras que los 

fosfatos y silicatos siempre están presentes, así como el nitrógeno amoniacal (De la Lanza, 

1991). El camarón blanco del Pacífico, ha sido muy estudiado dada su importancia en la 

industria acuícola Para esta especie se cuenta con información detallada en distintos niveles 

de estudio. En relación al análisis de la variación geográfica a nivel genético en esta especie 

se han explorado poblaciones de Sonora, Panamá y Ecuador, encontrando niveles muy bajos 

de diferenciación entre poblaciones silvestres (Sunden y Davis, 1991). Los estudios de 

variación geográfica toman en cuenta que este es un proceso multidimensional, que 

involucra la adaptación de algunos caracteres a una variedad interdependiente de factores 

ambientales (genéticos e históricos) cuyos gradientes y rangos producen complejos 

contextos. En estos estudios todavía hoy en día, uno de los grandes problemas es la 

dificultad por distinguir la variación geográfica de la inducción directa del ambiente (Gould y 

Jolmson, 1972; Thorpe, 1976). En particular para esta especie, se han obtenido evidencias 

del amplio rango genético de respuesta (plasticidad) que tienen estos organismos, el cual ha 

sido observade a través de la reproducción. Se ha reportado que los individuos provenientes 

de un mismo "evento reproductivoll mostraron diferencias significativas, no solo en el 

crecimiento, sino también en la forma, y madurez sexual al ubicarlos en sitios distintos para 

su desarrollo (Chow y Sandifer, 1991). Otra evidencia puede ser el hecho de que en este 

trabajo se encontró el mismo patrón de bandas para CO 1, 16S, y para la amilasa cuando se 

compararon los polimorfismos en los fragmentos de restricción, en las poblaciones naturales 

y en las referencias teóricas; sin embargo si se analiza de manera más fina el ADN, como lo 
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permite la técnica de microsatélites, es posible encontrar diferencias en las frecuencias 

alélicas entre las poblaciones, esto indica que probablemente las interpretaciones están 

correlacionadas con el tipo de marcadores que se utilicen. 

Se ha observa~o con base en el registro fósil que los crustáceos son un grupo que ha sido 

capaz de generar diversas combinaciones en torno a una misma forma, además de presentar 

patrones de convergencia morfológica. Según el registro fósil estos individuos han estando 

intrínsecamente relacionados con su biogeografia, hoy se sabe que los patrones de 

distribución de los crustáceos pueden explicarse con la hipótesis de vicarianza, observando 

que las especies se han ido modificando por efectos de deriva continental, apertura y cierre 

de océanos, especiación y extinción (Lawrence, 1982). 
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1I Conclusión General 

Se cuenta con un sistema de captura de imágenes con un error de medición asociado a la 

captura de datos de 1.7xIO·'%, 

Para estas dos especies se corrobora que el uso de las herramientas marfométricas y 

moleculares se complementan proporcionando información de la ,variación ¡otra e 

interespecífica. 

Se encontraron diferencias entre sexos dentro de las poblaciones y entre las especies~ para 

los valores del ev, en L. setifenls los valores mas altos las presentan las hembras, en el caso 

de L. vamlameí, los valores mas altos se encontraron para los machos. 

El análisis de varianza muestra diferencias significativas entre sexos para las poblaciones de 

ambas especies. para diferentes caracteres marfométricos. 

El análisis de componentes principales permite diferenciar a las dos ~.species, siendo los 

anchos del primer, tercer y cuarto ~egmentos abdominales determinan la diferencia 

interespecífica. 

Los valores asociados a los dos primeros componentes son los mismos en cada población, a 

excepción de la población de Chiapas, donde al primer componente no se encuentra 

asociados los largos del cefalotórax, de los segmentos 2 y 4. 

Los genes CO 1, 16S, y Amilasa S-R cuando son digeridos por la enzima Taq 1, son 

marcadores efectivos para resaltar las diferencias ínter e intraespecífica. 

Los microsatélites son una herramienta fina para distinguir las diferencias entre poblaciones, 

evidenciando diferencias en la frecuencia alélica así como de la presencia ausencia de alelas 

entre poblaciones. 

Se recomienda seguir el estudio del gen de la Amilasa S-R, ampliando el número de muestra, 

si se esta interesado en los cambios de frecuencias fenotípicas y genéticas a corto plazo en 

estos crustáceos. 

Se recomienda el desarrollo de los microsatélites para la caracterización poblacional. 
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Independientemente de las teorías evolutivas para los crustáceos que explican la variación 

geográfica para estas dos especies, no se puede hablar de una gran población distribuida a lo 

largo de un gradiente geográfico, sin presentar cambios entre poblaciones, si no que el 

conjunto de las fuerzas azarosas o dirigidas se expresan en la variación de sus caracteres y 

marcadores genéticos. 
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IV Apéndices 

APÉNDICE I 

Aislamiento del ADN 
Protocolo utilizando CTAB 

a) Homogeneizar una muestra de lO mg de tejido en 600 ¡d de lampon CTAB, 
b) Adicionar 20 ¡ll de de proteinasa K (IOmg/ml), 
e) Incubar al menos 30 min a 60°C. 

d) Adicionar 6JO ¡ll de cloroformo alcohol isoamídico (96/4) 
e) Agitar durante 2 min 
f) Centrifugar 10 a 15000 g 
g) Recuperar la rase acuosa 
(se repite dos veces del inciso d al g) 

h) Adicionar 2 volúmenes de etanol lOO % mas AcNa 3M (30 ¡ll por 600 ¡d de etanol) 
i) Agitar 2 min 
j) Centrifugar 10 min a I5000g 
k) Secar la alicuota y se resuspende en 25 ¡ll de TE O. Ix 

TamponCTAB 
Tris Hcl pH 8 100 mM 
EDTA pH 8 20 mM 
Nael 1.4 M 
CTAB 2% 
P mercaptoetanol 0.2 % 

TE pH 8.0 
10 mM Tris CI (pH 8) 
I mM EDTA(pH8) 
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APÉNDICE 2 

PCR 

Protocolo de amplificación utilizado 
Componente Volumen (~I) 

H,O 16 
dNTP 2 
Oligo 1 2 
Oligo 2 2 
ADN 3 (siempre en concentración de O.ljlgl~l) 

Mg 
Tampon IOx 
H,O 
Taq 1 

l 
5 
18.5 
0.5 (EuroTaq n de Eurobio) 

Para la amplificación 'se utilizó un termociclador Appligene Crocodile n. 

El programa u'ilizado para la amplificación de eo y 16 S fue: 

94°C 1 '30 
48"'C 1'30 (esta temperatura difiere para cada fragmento y cada especie) 
noe 5' • 

40 ciclos 
94°C 1'30 
48°C 1'30 
noe 10' 

l ciclo 
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En el caso de la amilasa el programa protocolo utilizado fue el de Taq Expand Boerhinger 
que se detalla enseguida: 

94°C 2' 
1 ciclo 

94°C 15" 
58°C 30" 
68°C S' 

10 ciclos 
94°C 15" 
58°C 30" 
68°C 60' 

8 ciclos 
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94°C 15" 
SgoC 30" 
6goC 70" 

8 ciclos 
94°C 15" 
SgoC 30" 
68°C 8' 

8 ciclos 
94°C 15" 
58°C 30" 
68°C 10' 

8 ciclos 

Precipitación 
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El producto de la PCR es precipitado adicionando S ~I de AcNa SM, pH 8; Y I SO ~l de 
alcohol 100%, se agita y se incuba al menos por 30 min a -20 oC, se centrifuga durante 10 
min, se recupera con cuidado el precipitado y se lava tres veces con alcohol 75%, se seca 
completamente y se resuspende en TE. 

Electrofores;s en geles de ag.rosa ),2% 

Gel (para 100ml) 
1. 2 gr de Agarosa 
2 mi de Tampon T AE SOX 
3 ~I de Bromuro de Etidio 

T ampon T AE SOx (para 1 litro) 
242 gr de Tris 
57.1 mi de Acido Acético 
100 mi deEDTA O.SM a pH 8 

El tampon para la electroforesis 
980ml deR,O 
20 mi de T AE -¡Ox 
30 ~I de Bromuro de Etidio 
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Marcadores 

Marcador Pst I 

Para preparar el marcador se digiere con la enzima de restricción Pst 1 una muestra de ADN 
del fago Lambda. 

SO ~gde ADN 
20 ~I de lampon H IOx (Promega) 
20 ~I de enzima PsI I (promega) 
2 hrs a 37°C 
I SO ~I de glicerol 
ISO ~I TE 
I ()(' ,li de solución colorante (Maniatis, 1982) 

Para tener una solución final en una concentración de 0.1 ~gI~1 

Talla de los fragmentos (pares de bases) 

11501 pb 

sonpb 

4749pb 
4507pb 
2838 pb 
2552 pb 

2140 pb 
1980 pb 

1700 pb 

1159pb 
1091 pb 

80S pb 
514pb 
468pb 

JJ9pb 
444pb 
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El marcador 2. )J Hind III 

Este marcador tiene una doble digestión con EcoR 1 

Talla de los fragmentos (pares de bases) 

5150 pb 
4980 pb 

1910 pb 
1580 pb 

1380 pb 
950pb 

8l0pb 

2123 pb 

3520 pb 
2020 pb 
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APÉNDICE 3 

Clonación 
Se utilizó el sistema de vectores pGEM-T Easy, como método para clonar los productos de 
laPeR. 

n¡ 
1 Slarl 

Apal 14 
Aalll 20 
Sphl 26 
Neo' 37 

IlGEMs-T Easy BSIZI 43 
Veclor NO/! 43 

(3018bPI 
Sacll 49 
EcoRI 52 

Spel 64 
EcoRt 70 
No! I 77 
Bs/ZI 77 
Ps/l 66 

0<; Sal 1 90 
Ndel 97 
Sa" 109 
BstXI 116 
Nsr¡ 127 

t SPS 
141 

Mapa circular dejlVector. 

T7 TlanscrJpton Slaft 

I • 
5'. TGTAA TAGGA CTCAC TATAG GGeGA ATIGG GCeCG ACGTC GCATG CTcce GGCéG CCATG 
3' .. ACATT ATGel GAGTa ATATe CeGcr TAACC CGGGe TGeAG CGTAC GAGGG CCGGCGGTAC 

11 PrOlnOler L-....JL-JL--.J L-.JL-
Apa, Aa/II Sphl B~IZl Neo I 

~g~ ~gg~gg~!!~~~rrJ'(Cloned Inse(1)3'~~~~ !¿g!g ~~ g~gg~ ~gg~~ ~~¿gg ~~~~~ 
'1;;;; l---lJ U 1 L...J~4-------J.-I I'-----.J I~~ Spsl fecAl ~~ Sal! 

BsrZ 1 Bs:Z I 

SP6 Tr3nSCffpllon Slall 

• I 
CATAr GGGA 0.I\GCr CCCAA CaCGr TGGAl GCATA Gel TG AGTAr TeTAr AGrGr CAcer AAAT. 3' 
GTATA ccer (.. lCGA GGGTT GCaCA AceTA CGTAr CGMe reATA PQATA TCACA GraGA TTTA . 5' 

L-.J L-l 1 1 SP6 Prometer 
Noel $!Cl B,ilXI 

El promotor y la secuencia del vector pGEM-Easy. 

Sección [/1. Apéndices 



92 

Recuperación del ADN Plasmídico 

Las colonias se incuban en 3.5 mi de SOB en un medio con antibiótico (ampicilina. 100 Jl 
g/mi) durante toda la noche a 37 oC, se centrifuga para recuperar las alicuotas, las cuales son 
resuspendidas en 200 1'1 de STET, se adicionan 50 1'1 de lisozimas (10 mg!ml de STET). 
Después de dos minutos en agua hirviendo se recupera el sohrenadante que se precipita con 
350 J.11 de is~propanol y se lava la alicuota tres veces con etanol 75%, después de secar la 
alicuota se resuspende en 1001'1 de agua. 
Para liberar el fragmento de ADN del plásmido se hace una digestión de 20 1'1 de la 
extracción utilizando dos enzimas, 11' de EcoR 1 l' en presencia de 2 1'1 de RNAsa y del 
tampon correspondiente (Promega). La digestión se interrumpe con 7 1'1 de solución 
colorante, se hace un gel control en un gel de agarosa 1% con un tampon de TEA 
(Maniatis, 1982). 

Secuenciación 

El método comienza con la desnaturalizacion del ADN con NaOH, las muestras se incuban 
a 37 oC, después el ADN es naturalizado con NaCl. 
En una segunda etapa el "primer" se fija a la muestra durante 10 mio a 37 oC. Los aligas 
marcados son incorporados sobre la hebra de ADN adicionando 35S_dATP en presencia de 
DTT, de dNTP y de la ADN polimerasa. 
En una última fase en cuatro tubos diferentes, la concentración de cada desoxinucleótido es 
aumentada y un didesoxinucleótido trifosfato es adicionado. La síntesis de ADN continua 
hasta que todos los fragmentos son terminados por un didesoxinucleótido (que no contiene 
el grupo 3' hidroxilado lo cual impide la elongación), entonces se obtienen los fragmentos de 
diferente talla en cada tubo. 
La reacción se detiene adicionando EDT A Y formamida; se desnaturaliza con 75 oC y se 
depositan las muestras sobre un gel de acrilamida (5%) urea de 0.4 mm de espesor, 320 x 
400 mm (anexo 1), posteriormente al corrimiento el gel es fijado con ácido acético (7%)­
etanol (20%), se lava con 200 mi de etanol al 20%; y se deja secar (SLAB gel Driyer, 
modelo SE 1160, Hoefre Scientific instruments) durante una hora, las secuencias se leen por 
autoradiografia 
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APÉNDICE 4 

RFLPs 

El protocolo de digestión seguido fue el siguiente: 

Componente Volumen (¡¡I) 
ADN 5 
H,O 8.3 
Tampon 1.5 
Enzima 2 unidades 

La" .nllestras se incubaron durante dos horas en el caso de Alu 1 y Rsa 1 a 37 oC y para Taq 
1 a 65 ·C. ( 

La reacción se detiene adicionando 5 ~l de azul. 

El gel agarosa 2% para la electroforésis es el mismo que se utilizo en la PCR solo que se 
adicionan 2 gr de agarosa. 
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APÉNDICES 

El programa de PCR para amplificar el gen de la ami lasa se realizó a 56°C por 35 ciclos Las 
cantidades de reactivos y muestras siguen el mismo protocolo antes descrito en el anexo 2 
Los oligas utilizados fueron: 

PVI7 
STCAACACGGA TTTCTTCAAGGC3' 

PV20R 
S'ATG GCT TCG CCA CCT ATG AAlJ' 

Para el marcaje con la sonda 

Componente 
sonda 
Tampon IOx 
ATP 
PNK 

Volumen (111) 
6 (60 pmoles) 
2 
10 
2 

Las muestras se corrieron en un gel de secuencia (ya se ha descrito las características en el 
anexo 3), se utilizó como marcador la secuencia de la Glucosidasa 12R 
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