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Resumen

Mediante el uso de las herramientas de fa morfometria y }a biologia molecular se reporia la
variacion en tres genes distintos, asi como la plasticidad fenotipica expresada en la variacion
para algunos caracteres morfométricos entre poblaciones de dos especies de camarones.

Se analizaron 24 caracteres morfologicos de 140 organismos procedentes de dos
poblaciones de Litopenaeus setiferus del Golfo de México y de dos poblaciones de L.
vannamei del Pacifico, con un equipo para la captura y procesamiento de imagenes, se
establecio un sistema para camarones, se calibro la técnica encontrando un error de medicion
de 1.7x10% %. Se encontraron diferencias significativas entre sexos de la poblacién
procedente de Veracruz para el largo del cefalotorax y del abdomen, en la poblacion de
Campeche las diferencias entre sexos se reportan para los segmenios abdominales, entre
ambas poblaciones las diferencias son para los largos del cefalotérax, del abdomen y los
anchos del los segmentos abdominales 1 y 6. Para de [. vannamei las poblaciones se
diferencian por el largo y ancho del segmento abdominal 6 y por el largo del cefalotérax y
del abdomen. Dentro de las poblaciones se observo diferencia entre los sexos para los largos
del cefalotorax y abdomen y para los largos y anchos de los segmentos abdominales. Los
datos fueron ajustados, y se realizaron un andlisis de componentes principales y de
coeficientes de variacion reportando diferencias entre fas poblaciones de cada especie
encontrando al fargo del segmento 4 como uno de los caracteres con mayor valor de
coeficiente de variacion en L. sefiferus para las hembras y en machos para L. vannamei,

Se secuenciaron, amplificaron y analizaron 3 genes, (CO I, 16 S y Amilasa S-R) para L.
vannamei. Se disefiaron juegos de oligonucledtidos v se realizd un andlisis de dos
poblaciones de L. varmamei y dos poblaciones de L. setiferus mediante RFLPs, se
estandarizd la técnica y se obtuvieron patrones de bandas diferentes a los tedricos. Se
utilizaron los mismos oligonucledtidos para los andlisis en L. sefiferus ya que se emplearon
secuencias conservadas. Se observaron diferencias entre el nimero de genes amplificados en
la PCR en L. sefiferus 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 I, asi como para los sitios de corte entre las dos especies Adicionalmente se
estandarizd la técnica de microsatélites la cual detectéd niveles de variacion entre individuos
de L. vannamei, encontrando diferencias en {a frecuencia alélica, entre las poblaciones de
esta especie.

Resumen



Résumé

L'utifisation de la morphométrie et de la biologie moléculaire a permis de différencier deux
populations de deux espéces de crevettes Litopenaeus setiferus du Golfe du Mexique et de
deux de L. varmamei du Pacifique. Ainsi la plasticité phénotypique est bien corréide d la
variation de certains caractéres morphométriques et I'analyse de deux génes mitochondriaux
{ARN ribosomal 168 et Cytochrome oxydase I) et d'un géne nucléaire (amylase) confirme
ces différences.

I'analyse de 24 caractéres morphologiques de 140 organismes provenant des deux
populations de chaque espéce de crevette a été faite avec un équipement permettant la
capture et le traitement des images. Cet équipement spécialement adapté 4 l'observation des
crevettes a ét€ calibré avec une erreur sur Ja mesure de 1.7%10-5 %, Chez L. sefiferus, on a
mis en évidence des différences significatives entre les méles et les femelles de la population
de Veracruz au niveau de la longueur du céphalothorax et de l'abdomen. Dans la population
de Campéche, les différences entre sexes se situent sur les segments abdominaux, pour les
autres populations, on observe des différences dans la longueur du céphalothorax, de
Yabdomen et les largeurs des segments abdominaux de 1 4 6. Chez L. vanmamei les
populations se différencient par la largeur et la longueur du segment abdominal & 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 l'abdomen, 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 espéce, définissant la longueur du segment 4
comme un des caractéres présentant la plus importante valeur du coefficient de variation,
chez L. setiferus pour les femelles et chez les méles pour L. vannamei.

Trois génes (CO I, 168 et a-amylase) ont été clonés et séquencés chez L. vannamei A partir
de ces séquenres, on a choisi un jeu d'oligonucléotides et réalisé une analyse sur les deux
populations de L. vannamei, en utilisant la digestion par plusieurs enzymes de restriction
{Rsa I, Tag I et Alu T) et I'analyse electrophorétique des fragments obtenus (RFLPs), Le
pattern théorique a été retrouvé : certains individus présentent cependant ['absence de
certains sites de coupure. C'est le cas par exemple du géne 168 digéré par Alu I L'udilisation
des mémes oligonucléotides pour lanalyse de L. sefiferus a moniré la conservation des
séquences choisies. Des différences ont été mises en évidence entre le nombre de génes
d'amylase amplifiés par PCR chez L. vannamei et avec les génes amplifiés chez L. setiferus.
Ainsi, des différences entre les bandes obtenues aprés RFLPs, pour les trois génes étudiés
sont différentes quand ils sont digérés par Taq I et correspondent 4 des positions des sites de
digestion différents entre les deux espéces. De plus, l'existence d'un microsatellite dans
lintron 6 d'un des génes d'amylase a permis de mettre au point la technique d'analyse des
microsatellites sur gels de séquence et d'utiliser ta méthode pour détecter des niveaux de
polymorphisme entre les individus de L. vannamei. Des différences de fréquence allélique
entre les populations de cette espéce ont pu ainsi &tre mises en évidence et en faire un outil
puissant pour 'analyse des populations.

Résumé
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I Introduccién General

Dada la importancia comercial de los camarones, estos organismos han sido objeto de
numerosos trabajos. Entre otros aspectos se han explorado las caracteristicas bioldgicas de
estas especies (Bliss, 1983; Chow y Sandifer, 1991), las relaciones evolutivas {Chow y
Sandifer, 1991; Mulley y Latter, 1981), la estructura y variacion genética (Benzie et al., 1993,
Lester, 1979; Rodriguez et al, 1982}, y el monitoreo del estado genético de las poblaciones
silvestres. Estos estudios se han enfocado en la obtencién de herramientas en la proteccién de
poblaciones naturales e implementar programas de proteccidn ecologica {Chow y Sandifer,
1991) y programas de seguimiento del efecto de cerrar ciclos de vida en cultivo, en paises
donde la camaronicultura es una actividad importante. En nuestro pais el camardn es el
recurso marino que mas divisas aporta Segln el anuario estadistico de Pesca 1997, en ese afio
se pescaron 88,489 toneladas en ef Pacifico y 21, 984 toneladas en el Golfo y Caribe. Debido a
su alto y rapido crecimiento, a su resistencia y adaptabilidad en condiciones de cultivo, a su
aceptable maduracidén en cautiverio y al conocimiento existente sobre sus requerimientos
nutricionales, las especies cultivables de camarén preferidas en el hemisferio occidental han
sido Litopenaeus vannamei Boone, 1931 en el Pacifico (Martinez, 1993), y Litopenaeus
setiferus Linnacus 1767, (Food and Drug Administration, 1992) en el Golfo de México. El
camarédn blanco del Pacifico L. vannamei, es una especie nativa de la Costa Oeste del Pacifico
y su distribucicn se extiende desde Sonora en el Golfo de California, México, hasta las costas
del Norte de Peri (Farfante, 1997) En tanto que el camardn blanco L. sefiferus se distribuye
desde la costa Atlantica Norte de los Estados Unidos hasta el Noreste de la Peninsula de
Yucatan (Farfante, 1997). Para el caso de los camarones, exisien numerosos tipos de estudios
con base en las diferencias morfoldgicas enire especies usados para distinciones taxondmicas,
pues las especies del género Lifopenaeus difieren en una varicdad de caracteristicas
morfoldgicas, reflejo de las diferencias genéticas entre ellas (Lester y Pante, 1992). Este tipo
de estudios estin enfocados a [a estructura de los genitales, apéndices, rostrum o a la forma del
caparazon. No obstante, los estudios de la variacién entre especies en caracteres relacionados

con la taila, la forma y otros caracteres comerciales son muy €scasos.
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Los estudios d= morfometria de camarones son ampliamente utilizados en la identificacion de
postlarvas donde caracteristicas como diferencias en el radio antenular pueden ser una
herramienta importante para la descripcion de especies y para distinguir entre cierfos géneros.
Ademis de que existen evidencias de que caracteres como el largo del rostrum y el tamafio de
espinas y espinulas es distinto en poblaciones silvestres y de cultivo (Kitani, 1993). Por otro
lado estan los estudios dentro de programas de cultivo, con fines de seleccidn 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
relacion de la variacion morfométrica con la tasa de crecimiento (Conceicao, 1993) Las
caracteristicas morfoldgicas en particular son ampliamente utilizadas en los estudios de los
patrones de variacion geografica debido a que pueden ser causadas tanto por condiciones

ecologicas como factores histéricos (Thorpe, 1976).

La interpretacion de los datos resultantes de la medicion de variables discretas 6 continuas
(peso del cuerpo, o distancia entre dos puntos) ha sido de gran importancia en el entendimiento
de algunos fendmenos biolégicos, como por ejemplo; en estudios de relaciones filogenéticas,
ecomorfologia, historias de vida, desarrollo animal, estructura de comunidades, procesos
ecologicos, asi como en el esclarecimiento de problemas en sistemitica, ecologia, medicina,
agronomia y otros campos (Molvray et al., 1993; Yezerinac et al, 1992). No obstante en
organismos marinos de importancia econémica, donde historicamente se trabajaba con base en
la morfometria y en las historias de vida, actualmente se ha reconstruido Ia filogenia a partir de
la combinacion de distintas herramientas como lo son los caracteres morfoldgicos, fistoldgicos
y ontogénicos, hibridaciéon del ADN, variacidn en la movilidad de proteinas, 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 et al., 1994; Machado et al, 1993; Machado, 1996; Van Wormhoudt y
Sellos, 1996). Se ha recomendado complementar los estudios con base en la morfometria
{Arena, 1995; Mulley y Latter, 1981; Rodriguez et al, 1982, Van Wormhoudt y Sellos, 1996)
pues se ha observado que los datos morfoldgicos y moleculares se complementan {Lawrence,

1991). En los ultimos aitos los avances en la tecnologia de la biologia molecular y la
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bioquimica, han permitido el desarrollo de una gran variedad de marcadores genéticos, que
pueden ser utitizados para responder a problemas de manejo y conservacion de especies,
caracterizando la variacidén entre poblaciones (Rigaa, 1997). En el caso de los peces los
marcadores genéticos ya se han aplicado al analisis de sfocks para el cultivo, en la acuacultura
y en la sistematica {Moira y Danzmann, 1998). También estos han sido adoptados como
herramientas para el estudio de los ahora Litopeneidos. En relacién con ofros organismos, fos
camarones Litopeneidos tienen niveles bajos de variacién de alonzimas, (Hedgecock et al,
1982}, por lo que se han desarrollado métodos para analizar la variacion de ADN mitocondrial
{ADNmt), para conocer con mas detalle la estructura tanto de poblaciones silvestres como
pree crientes de cultivo (Benzie et al., 1993; Bouchon et al.,, 1994; Tassankajon et al , 1997)
Las secuencias de ADN mitocondrial, se han usado para examinar diferencias moleculares
entre especies de camarones Litopeneidos y los datos demuestran diferencias genéticas entre
especies morfologica y ecoldgicamente similares (Palumbi y Benzie, 1991). Como el ADNmt
presenta variacion tanto entre individuos como entre poblaciones, lo hace un efectivo marcador
de la estructura de poblaciones y de los patrones de variacion geografica. También puede ser
una herramienta Otil 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 variacion genéfica es
el polimorfismo en el largo de los fragmentos de restriccidon (RFLPs). Esta es una técnica para
los camarones es relativamente rapida, y en la cual no se requiere de radioactividad o
equipamiento caro, {Lessa y Applebaum, 1993). Recientemente el uso de microsatélites ha
surgido como una herramienta muy poderosa en la investigacion de genética de poblaciones
{Moran et al., 1997). También se ha observado que todos los tipos de microsatélites muestran
variacion en el numero de repeticiones y reflejan un nivel de polimorfismo generalmente mayor
que ¢l de una hebra de una secuencia Ninica, por lo tanto los microsatélites se usan en pruebas
de identidad, en estudios de poblaciones en analisis de linajes y mapeo genético (Estoup et al ,
1993).

Por otro lado, en los Gltimos afios en el caso particular de los Decépodos el uso del ADN

mitocondnal asi como el estudio de genes como el 1858 Ribosomal y el estudio de los

polimorfismos en las isoenzimas de la amilasa, como marcadores genéticos adicionales, se han
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implementado en los estudios poblacionales y de evolucién (Van Wormhoudt, 1995, Van

Wormhoudt y Sellos, 1996).

Con base a la experiencia de trabajo anterior (Arena, 1995), estudio en el que se utilizaron
algunos caracteres morfolégicos de interés comercial como el largo y peso del abdomen, con
lo cual es posible hacer calculos de rendimientos alimenticios y a su vez se analizaron los
polimorfismos de ocho enzimas para comparar los ni\;eles de variacion morfologica y
heterogeneidad genctica, entre dos poblaciones del antes Penaeus setiferus ahora L. sefiferus
(Farfante, 1997) del Golfo de México, se obtuvieron resultados prefiminares de diferencias en
la variacion morfologica y genética entre estas dos poblaciones. Estos resultados abrieron el
caming para estudios con el uso de técnicas mas finas que permitan acercarse més al estado de

las poblaciones de esta especie que es de gran importancia econdmica en México.
Objetivo
En el presente trabajo se han elegido las herramientas de la morfometria y fa biologia

molecular, para explorar la variacion geografica enire sexos de dos poblaciones de camardn

blanco, L. setiferus del Golfo de México y dos poblaciones de L. vannamer del Pacifico.
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SECCION 1

Variacion morfométrica en dos especies de camarén blanco, Litopenacenus
seliferus y L. vannamei

I Antecedentes

El campo de la morfometria estd interesado en los métodos de descripcion y analisis
estadisticos de la varaciéon de la forma entre y dentro de muestras de organismos. Las
muestras que pueden representar localidades geograficas, estadios del desarrollo, efectos
genéticos, ambientales, etc., asi como el andlisis de los cambios de forma resultantes del
crecimiento, de tratantentos experimentales o de la evolucion, utilizando la descripcion o la
comparacion de formas de organismos o de estructuras en particular. Para Bookstein (1982),
la morfometria es una fusidn empirica de la geometria con la biologia, ya que en este método
se obtiene informacion de las fuentes geométrica y biologica de los individuos, con el propdsito
comparativo tanto en estudios de crecimiento, anormalidades o diferencias taxonémicas {Davis
y Gilmartin, 1985; Rohlf v Marcus, 1993). En el caso de los organismos marinos de
importancia comercial y en particular para los camarones la morfometria ha sido una de las
herramientas en investigaciones enfocadas a los anilisis filogenéticos (Lawrence, 1991) en
estos, las estructuras centrales de los anilisis son caracieristicas especificas de estructuras
como antenas, las maxilas, maxilipedos, pereiopodos, urdpodos, etc En otros casos la
descripcion y comparacion de caracteres morfométricos en los diferentes estadios de mudas,
sirven en la identificacién de postlarvas entre diferentes especies (Kitani, 1991). Por otro lado
también en algunos de los estudios relacionados con fines comerciales, en estudios de seleccion
o bien de mejora se emplea la informacion proveniente del analisis de datos morfométricos
{Acosta, 1995; Espinosa, 1989; Martinez, 1993; Primavera et al, 1998, Rodriguez et al,
1982). Asi mismo esta herramienta ha contributdo a la informacién de la variacion geografica
para caracteres morfométricos (Lester, 1979; Rodriguez et al, 1982). En este sentido en un
trabajo preliminar (Arena, 1995), se relacionaron la varianza poblacionat de algunos caracteres

morfoldgicos de interés comercial con el nivel de heteracigosidad en loci enzimaticos, para
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dos poblaciones de camaron blanco L. sefiferus en el Golfo de Méxice, encontrdndose
diferencias en los niveles de variacion morfométrica y bioquimica.

En las tltimas décadas se ha aplicado la estadistica multivariada a los grupos de variables de
interés (algunos ejemplos, son los andlisis de componentes principales, los analisis candnicos y
tas funciones discriminantes). Estas variables corresponden usualmente a varias distancias
medidas en un organismo e implica la digitalizacion (adquisicion de la informacion geométrica)
y la manipulacién estadistica de las medidas Las medidas son usualmente largos y anchos de
estructuras y distancias entre algunos puntos definidos. Algunas veces se utilizan angulos y
proporciones, y en algunos estudios se analiza la alometria (cambios en forma en funcién del
tamaiio) y correccion de la talla (para permitir el estudio de las diferencias en forma entre
muestras de organismos ajustados a una talla comiin). Los resultados son expresados numérica
y graficamente en (érminos de combinaciones lineales en las variables medidas. Como
resuitado, un grupo de datos morfométricos es una representacion abstracta de fa informacion
original, archivada en un nimero adecuado de patrones de distancias, o bien por coordenadas
cartesianas, o veclores como se emplea actualmente (Rohif y Marcus, 1993)

Los datos morfométricos, tienen cierta variacion que ha sido denominada error de medicién
{EM). Este puede ser determinado por la medicién repetida de un caracter y ser expresada
como un porcentaje. Dicho porcentaje es el valor de la vartacion de la muestra asociado a la
imprecision de la medida (Bailey v Byrnes, 1990). El EM puede deberse a la falta de puntos
bien definidos al medir a los organismos, flexibilidad en la estructura medida, experiencia en
buscar y tomar medidas, variacibn entre observadores, precision del aparato con el que se
mide, continuidad con que se hacen las medidas, y tamafio de Ia estructura en relacion al
método de medicion, entre otras (Yezerinac et al., 1992). Por este motivo en los analisis
morfométricos se ha utilizado el concepto de error de medicién como la variacién que aporta
el sistema de medicion & un caracter particular Cuando el EM no es tomado en cuenta los
trabajos que pueden verse afectados e incluso fracasar son justamente fos estudios donde se
comparan individuos o grupos de la misma especie, tales como las evaluaciones morfoldgicas
en que las diferencias entre grupos pueden ser pequefias, los estudios de heredabilidad donde la
variacion intraespecifica es probablemente pequefia, los estudios en los que la muestra puede

ser pequena y el proceso de medicion es corto, los estudios a largo plazo en que las
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comparaciones biologicas 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 adquisicién de imagenes, de
coleccion de medidas y se ha disminuide el grado de imprecision, asi como también se han
desarrollado p-ccedimientos poderosos de analisis estadisticos de los datos (Molvray et al,
1993). Actualmente existen distintas tecnologias para la adquisicién de informacion de formas
de especimenes bioldgicos. Una son las {abletas digitalizadoras sobre las cuales se localizan
puntos de referencia ya sea del organismo o de dibujos o fotografias, las cuales son muy ttiles
cuando el objeto a medir no tiene volumen. La informacion es registrada en una computadora
en forma de matriz sin quedar guardada la forma (Molvray et al., 1993).

En el pasado la informacion de los organismos se guardaba basicamente en dibujos y en film
fotografico, ya sea en fotografias, negativos, transparencias, etc El desarrollo de la
digitalizacion de imagenes supera con mucho las limitaciones del material fotografico, como es
¢l alto costo de reproduccion, almacenamiento, formas de envios etc. y trae consigo numerosas
ventajas, pues la captura es rapida y s¢ almacenan en una variedad amplia de opciones
electromagnéticas, formando bancos de imAgenes de fas cuales se pueden obtener impresiones
de alta calidad, reproduccion rapida e incluso pueden ser enviadas por correo electronico para
intercambio entre investigadores. Otra alternativa es adaptar a las computadoras una cdmara de
video v un paquete de computo para procesar esas imdgenes (Rohlf y Marcus, 1993)

En el presente estudio se han elegido dos de las especies de camardn de gran importarcia
comercial en nuestro pais Litopengeus vannamei y L. setiferus, para profundizar en el
conocimiento de la variacion geogrifica y el dimorfismo sexual para algunos caracteres
morfométricos, con base en evidencias anteriores de que a lo largo de su distribucion estos
organismos presentan distintos niveles de variacién, relacionados quizd al conjunto de los
factores ambientales, ecologicos, genéticos e histdricos de estas especies. Se han elegido dos
poblaciones de cada especie, para el caso de L. vamiamei dos puntos separados
geograficamente dentro del territorio nacional como son las costas de Sonora y Chiapas, y para
L. setiferus se colecto en las dos zonas de incidencia e importancia pesquera en el Golfo de

Meéxico: Veracruz y Campeche.

Seccidn I, Antecedentes



Objetivos

a) Adaptar un sistema de captura de imagenes para camarones Lifopeneidos

b) Caracterizar el nivel de precision del sistema, calibrando el error de medicién que aporta

esta técnica.

c) Determinar la variacidn geogrifica parz 24 caracteres morfologicos entre sexos y

poblaciones de L. vannamei.

d) Determinar la variacidn geografica para 24 caracteres morfolégicos entre sexos y

soblaciones de L. setiferus.
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II Metodologia

Colecta

Los organismos utilizados en ¢l presente estudio fueron cotectados utilizando redes de arrastre
de barcos camaroneros, obteniendo organismos en un intervalo de tallas que estin 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. sefiferus, y L. vannamei.

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

Figura 1. Mapa de la Repiiblica Mexicana donde se muestran las zonas de colecta para este estudio.
I=Huatabampo, Sonora, 2=Costa de Chiapas, 3= Tuxpan, Veracruz, y 4= Cd. def Carmen Campeche.
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Equipo para fa captura de imagenes

El andlisis morfométrico se realizd utilizando equipo y un programa, de captura y

procesamiento de imdgenes (Fig. 2).

Figura 2. Equipo utilizado para la captura y procesamiento de imagenes. 1=Soporte de la cimara de video y
de iluminacién, 2=Monitor donde se regula la calidad de la imagen antes de su captuea, 3=Compuiadora PC
donde se almacenaron y procesaron las imdgenes

El programa empleado fue Image-Pro plus, un paguete que permite la adquisicion de iméagenes
con una camara de video (CCD, VCR) o un CD, lee y salva las iméagenes en todos los
formatos estandares como, TIFF, JPEG, BMP, GIF, TGA (Media cybernetics, 1994). Se
{rabajo con una camara de video Sony CCP- Iris a color modelo DXC-107A, para capturar las
imagenes a partir del animal fijado en alcohol. Las imagenes se almacenaron con formato tiff
Se trabajo en blanco y negro, debido a que los animales pierden su coloracion original al ser
fijados en alcohol y no era un caracter 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
automatico a objetos, midiendo atributos como area, angulos, perimetros y didmetros. Por las
caracteristicas de los animales se utilizo la opcidn de medicién manual para medir 24 caracteres

morfolégicos para cada uno de los 140 ejemplares (Tabla 1)

Seccidn I Metodologin



Tabla 1. Caracleres morfolégicos analizados en este estudio, registrados en mm.

Namero Medida
L7 Largo tolal
L1 Largo del cefalotorax
L2 Ancho del cefalotérax
L3 Largo del segmento i
L4 Ancho del segmento 1
LS Largo del segmento 2
L6 Ancho del segmento 2
L7 Largo del segmento 3
L3 Ancho del segmento 3
L9 Largo del segmento 4
L10 Ancho del segmento 4
L11 Largo del segmento 5
Li2 Ancho del segmento 5
L13 Largo del segmento 6
L4 Ancho del segmento 6
L15 Largo 1 del telson
Li6 Ancho pledpodo 1
L17 Ancho pledpodo 2
L18 Ancho pleépodo 3
Li9 Ancho pledpodo 4
L20 Ancho pleépodo 5
L21 Largo del rostrum
L22 Largo 2 del cefalotérax
L23 Largo del abdomen
L24 Largo 2 del telson

Se calibré 1a escala espacial para registrar las mediciones en milimetros. Como los datos que se
generan con este programa puede intercambiarse dindmicamente con exce/ y otros programas
de ambiente windows, en este trabajo los datos generados fueron almacenados en una matriz
166x28, en Ex.cel 5.0

Se tomaron dos imagenes a cada animal, una dorsal y otra lateral (Fig. 3). Cada imagen cuenta
con Ja informacion referente a: sexo, fecha y localidad de colecta, nimero de dientes rostrales
(DR) y observaciones como alguna malformacion y/o estado de conservacion del individuo.
Debido a la caracteristica 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 camarén, para resaltar los limites y hacer
mas ficil la medicion sobre las imdgenes digitales. En cada imagen se incluy6 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.

Seccion I. Metodologia



i3

Figura 3. Imége-es lateral y dorsal que fueron capturadas para cada uno de los organismos en este estudio
utilizando el programa Image-pro Plus
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Calibracién del Error de Medicion (EM)

Dada la importancia de la precision de la fuente de medicidon en la interpretacion de los
resultados, se realizd un estudio de calibracién de la tecnologia utilizada. Utilizando el
protocolo que reportan Bailey ¥ Byrnes (1990} en el que se divide la varianza total de cada
caricter en los componentes de varianza dentro y entre individuos utilizando la siguiente
formula.

2
5" entye

73 c1 ¥ X 100

2 2
S eatre £ 5 dentro

Donde:
%EM = porcentaje de error de medicion
s e = varianza entre individuos (n=10)
§” demeo = varianza dentro (la varianza que aporta el programa de medicion

que resulta de medir varias veces un mismo caracter)

Se eligieron 10 organismos al azar de una misma poblacién y se midieron los 24 caracteres
morfologicos antes mencionados 10 veces independientes, para calcular el porcentaje de error

de medicion.
Analisis estadistico de los datos

a) Prueba de normalidad

Ya que los procedimientos de la estadistica paramétrica asumen que los datos tienen
distribucion normal. Existe un niimero variado de métodos para validar esta suposicion (Byrkit,
1987). Antes de realizar cualquier andlisis, para validar esta suposicién de normalidad, se
utilizd la prueba Kolmogorov-Smirnov con el programa STATGRAPHICS version 5. Esta
prueba provee un vecior con los datos observados y un vector con el valor de la distribucion

teorica correspondiente a cada valor, calcula la mixima distancia entre la distribucion
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acumulada de la muestra y la distribucidn tedrica, si esta distancia es suficientemente grande la

hipotesis de distribucion de las observaciones es rechazada (Statgraphics, 1991).

b) Estadisticos descriptivos

Posterior a fa prueba de normalidad se calcularon la media aritmética o promedio. Y la
desviacion estandar como medida de la dispersion de los valores respecto a la media El
valor numérico de la desviacién estindar tiene significado solo en relacion al valor de la
media de la muestra. Se calculd el coeficiente de variacién para cada variable por especie,
este coeficiente expresa la desviacidn estindar como un porcentaje de la media E1CV 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 variacion de distintas variables en la misma muestra (Lewontin, 1966}
c) Analisis de varianza

Se utilizd el andlisis 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 variacion de nuestras observaciones esta dada por diferencias en la
poblacion y que tanto por la variabilidad al azar, por la comparacion de estos dos reinos de
variacion podemos determinar la diferencia en poblaciones (Campel, 1987). Analiza la
variacion total de fodos 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 hipotesis de que la media de poblaciones distintas es
o no igual (Brykit, 1087). Para el analisis se organizaron los datos en matrices por sexos
(diferencias dentro de las poblaciones) y se realizd una comparacién entre cada poblacion,
para cada especie. Se aplicd la prueba de Homocedasticidad de Varianzas utilizando el
programa Statgraphics versidn 5, prueba en la que se acepta o rechaza dependiendo del nivel
de significancia, la hipotesis de que la varianza en los distintos niveles de comparacién es

homogénea, para posteriormente realizar el analisis de varianzas
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Anilisis de la variacién dentro de las especies

No son muy frecuentes las definiciones de talla y forma (Somers, 1986). La talla describe la
magnitud de un caracter mientras que la forma implica relacion entre dos ¢ mas caracteres. En
el presente estudio se realizaron comparaciones a distintos niveles entre los organismos se
busco una alternativa para climinar ¢l factor de que los camarones no son todos de la misma
tafla. Se han propuesto varios métodos para remover el efecto de la talla antes o durante los
métados multivariados, como son la transformacion de los datos, usando proporciones, el
ajusie de los datos en relacidén a una talla comdn, la extraccion del primer componente en un
andlisis de componentes principales (Huxley, 1972; Ibafiez, 1996; Rohlf y Marcus, 1993;
Somers, 1986). El objetivo de este trabajo es comparar los niveles de variacion entre sexos y
entre poblaciones, para lo cual se realizd una transformacion a la que liamamos “filtrado de los
datos” siguiendo el protocolo descrito por Ibaiiez (1996), en el cual se ajustaron los datos a un
valor de referencia que se describe mas adelante.

il filtrado de los datos se realizé a través de la notacién;

Zy= Y5 ¥
Xo

Z ;= valor que toma la variable Y, una vez transformada
Y,= variable i del individuo j

Xo= valor de referencia de la longitud total.

Los valores de referencia establecidos, correspondientes a la media del LT en cada una de las
categorias fueron los siguientes: para la matriz agregada de L. sefiferns 120.6 mm (llamamos
agregada a Ia matriz que contiene los datos de ambas poblaciones), para la poblacién 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 poblacién de Chiapas 140.03

mn
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Después de este procedimiento se pierde la primera columna de 10s datos que corresponde al
LT convirtiéndose a Xy todas las columnas.

Posterior a lo, andlisis descritos anteriormente cada una de las especies se trabajo 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

Anilisis de Componentes Principales

Se utilizd el procedimiento analitico de componentes principales como herramienta
exploratoria que permite conocer que porcién de la varianza total se atribuye a cada
componente del analisis. Este método transforma un grupo complejo de variables en otro
grupo reducido de variables para su interpretacion. Es decir partiendo de una nube de n puntos
en p dimensiones, este método implica fa rotacion 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
fa combinacion lineal de las variables originales las cuales contribuyen al maximo de la varianza
total, el segundo componente principal ortogonal con el primero, contribuye al maximo de la
varianza residual y asi hasta que el tota! 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; Pielou, 1984; Somers, 1986). As{ que para conocer ia
estructura en la relacion entre las variables, asi como a que caracter morfoldgico se le atribuye
mayor porcentaje de la variacion total, en los distintos niveles de comparacion, tanto dentro
como cntre las especies, se analizaron los conjuntos de datos mediante varios analisis de
componentes principales, con el programa Statgraphics v.5. Se realizé un anélisis 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 Ia variacidn entre sexos.
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i1l Resultados

Como resultado de la estandarizacién de un modelo para la captura de imigenes, se
establecid un sistema de adquisicidn de imégenes laterales y dorsales para Litopenerdos
adultos Se tiene 1a distancia focal, el plano focal, fondo e Hluminacion tales que resultan en

una toma en la cuat se resaltan claramente los 24 caracteres morfoldgicos que se utilizan en

este estudio (Fig. 4).

Figura 4. Modelo para la captura de imdagenes estandarizade en esle trabajo. La plataforma donde se
encuentra el camardén soluciona el efecto de la iluminacién reduciendo sombras v junto con la posicién de las

lamparas y {a dislancia de la cimara se logra [a mejor imagen.
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Se cuenta con un banco de 280 imagenes en blanco y negro en formato Tiff almacenadas en
discos de alta densidad, con informacién individual referente a especie, sexo, localidad,
namero de dientes rostrales y fecha de colecta Se generd una coleccion de datos en una

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

Error de Medicion

Los valores obtenidos en el estudio de calibracion para calcular del Error de Medicion
asociado a cada caracter morfoldgico fluctud entre valores de 1.07x10™ a 6.0326 % (Tabla,
2). El programa utilizado en este estudio es de alta precision y se encontrd que la variacion
que aporta la técnica, es de alrededor de 1.7x10-5 %, para cada caracter. Estos resultados
muestran que esta técnica es altamente confiable. Se observd que algunos caracteres, el
largo del rostrum y el largo del telson experimentan cambios durante el proceso de
conservacién de los individuos o bien se pierde parte durante la captura. Por otro lado los
pledpodos en este modelo tienen el problema de no fijarse en la misma posicion cada vez, lo
cual produce un error de medicion mayor que el encontrado para otras medidas Por esta
razon estos caracteres (L15 a L20) fueron eliminados y no se consideraron en el resto de los

tratarmientos
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Tabla 2 Valores obienidos en el esludio de calibracidn para calcular el gorcentaje de Error de Medicién

{EM) asociado a los caracteres morfoldgicos wiitizades en este cstudio.

[ Cidig Medida | % Em
L1 Largo 1 def cefalotérax | 0.0000107
L2 Ancho del cefalotérax (.00356
L3 Largo del segmento 1 0.0036
L4 Ancho del segmento 1 0.0006
LS Largo det segmento 2 0.0048
L6 Ancho del segmento 2 0.0098
L7 Largo del segmento 3 0.0236
L8 Ancho del seamento 3 0.258
L9 Largo del segmento 4 0.987

L10 Ancho del segmenio 4 0.065
L1 Largo del segmento 5 0.0452
L12 Ancho de!l segmento 5 0.0078
L13 Largo del segmento 6 0.265
L14 Ancho del segmento 6 0.043
L15 Largo 1 dei telson 1.943
L16 Ancho pledpodo 1 2.186
L17 Ancho pleépodo 2 5.1628
Li8 Ancho pledpodo 3 6.0326
Lig Ancho pledpodo 4 2.8067
L20 Ancho pledpodo 5 0.00604
L21 Largo del rostrum 0.687
L22 Largo 2 del cefalotérax | 0.0036
L23 Largo del abdomen 0.000083
124 Largo 2 del lelson 4.0308

Analisis estadistico

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

analizados tienen distribucién normal {=0.05) En la tabla 3 se presentan los tamafios de

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

0rganismos.

Tabia 3. Tamadio de muestza (n), media, varianza y rango de allas (rango) del largo total (LT) en mm para
los organismos utifizados en este estudio.

L. setiferus B nedia var rango

Veracruz Hembras 20 128.79 47.03 116.8-1428
Machos a0 122,74 47.23 109.6 - 136.7

Carmen Hembras 20 10457 48.80 896-116.8
Machos 20 £26.27 40.43 116.6 - 134,0

L vonnamei

Sonora hembras 20 129.07 4897 1174 - 443
machos 20 12225 2055 1142-1320

Chiapas hembras 10 151.86 15.83 146.3 - 156.8
machos 10 128 19 28.74 121.8- 1373
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L_os valores de los estadisticos descriptivos para cada especie se muestran en las tablas 4 v
5. En promedio, en el caso de L. sefiferus, para los targos del cefalotérax y del abdomen en
la poblacion de campeche, los machos son de mayor tamafio que las hembras, en la
poblacion de Veracruz es al contrario, las hembras son mayores, para el caso del largo del
abdomen en el caso de la poblacion campechana las hembras tienen mayor tamafio del
abdomen que los machos y éstos son mayores en cefalotérax El valor de medicién para
estos caracteres en la poblacion surefia de Campeche es de mayor tamafio que la
veracruzana. Para L. vannamei en ambas poblaciones y para estos dos caracteres las
hembras son de mayor tamafic que los machos.

Tabta 4. Estadisticos descriptivos para 17 medidas () de dos poblaciones del camardn blanco L. sefiferus
del Golfo de México. F=hembras, m=machos.

Ciudad del Carmen, Campeche Tuxpan, Veracarz.

Medida ] sexo | Promedio | Des. Est. cv Promedio | Des. Est. [
(R 49.73 192 186 4230 381 9.02
Pom 54 57 301 5.52 3712 | 8N 21.83

L2 f 1695 0.94 351 1986 0.29 147
w 3232 244 1.56 1779 145 813

L3 r 1739 210 1204 1336 016 120
m 21.74 033 151 1280 .35 6.61

£4 F 26 51 120 4.51 23 48 0.42 177
m 3128 0.49 1.57 19 80 163 224

L5 f 12.54 0.52 4.12 1159 ot 0.97
n 1539 0.45 292 1095 108 9.87

Ls f 28.60 2.41 842 2378 063 2.66
m 3496 001 003 2E46 2 46 11.44

L7 T 1408 z.31 17.84 11.26 0.99 8383
m 1536 0.74 484 1068 Q.52 4.90

L8 f 28.03 227 .09 2291 054 2.36
m 34.46 0130 487 2123 258 1216

L f 1196 48 4.05 286 o1l 123
m 14.42 0.50 4,14 1009 0.69 6.8%

L1o f 24.87 0.26 £.05 2003 0.64 321
[ 3035 9.53 .70 1762 133 7356

Ll - r t4.79 1.28 867 k122 0.94 8§35
m 157 0350 3.1% 1087 0.72 659

Li2 f 2221 0.30 133 1845 0.12 065
m 2712 0.25 0.93 1607 184 1143

L13 f 2174 .58 1185 2003 078 in
m 3025 0.28 092 17.95 217 12,10

Li4 f 1778 113 663 14.89 0.37 2.50
m 7188 0.40 1.83 14 57 1.72 11.78

L22 f 37.43 Q.00 0.00 34190 209 612
m 39.45 284 T30 383z 5.68 14.32

L23 f 289.97 0.00 400 7302 1.57 2.14
n 8824 0.95 1.07 7981 1064 1333

L24 f 1505 0.00 0.00 15.20 1.24 8.i8
m 17.75 0.45 251 17.12 077 4,48
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Tabla 5 Estadisticos descripfivos para 17 medidas (mm) dc dos poblaciones del camardn blanco /.
vannamei del Pac fico. F=hembrasg, m=machos.

Batabambo, Soncra Chiapas

{ Mcdida [ sexo] Promedio | Des. Est, cY Proniedic Dcs. Est- cv
L1 f 5549 406 732 49 33 4.42 892
n 357 3.99 274 4734 268 3.66

L2 f 3063 1.91 6.24 2783 263 945
m 2:98 2.49 9.59 256.78 228 g5

L3 f 1700 1.34 786 16.79 103 618
m 13.78 .59 1008 16.98 1.95 1145

L4 f 2896 131 4.52 28.07 197 2.03
m 2435 229 921 28.26 2.20 118

L5 f 1307 0.98 .52 13.74 1.05 .64
m 13.30 1.54 11 41 1443 127 883

LS f 3062 1.64 536 29.69 136 525
m 2127 2.68 9.85 31.00 223 FALS

L7 f 1497 1.23 8.19 13.73 130 949
m £3 55 1.48 1092 1394 115 823

[} r 3084 1.51 490 29.33 192 654
m 1746 272 290 3029 182 G602

L9 r 1343 144 1075 1123 110 978
n 1118 1.41 1071 1167 199 1705

Li¢ 3 2663 142 533 2599 1L.713 664
m 2326 263 1131 26.29 177 673

L1 r 14.24 104 1.32 13.48 0.95 7.08
m 1338 1.72 1285 14.06 093 664

L1z f 2190 1.56 6.82 2288 1.25 5.46
m 20 59 2.18 10.58 2284 1.38 6.02

L13 f 2764 1.81 654 2153 .32 5.38
m 1405 2.53 10 51 2472 213 9.52

L14 r 2055 1.44 70 1273 1.37 6.96
n 1769 1383 10.36 1978 1.59 .06

L2 f 4038 409 1012 43 34 294 6.79
m 1559 3.14 8.81 3536 248 701

123 3 8868 390 440 9424 395 4.19
m 86 66 296 342 8311 3.96 4.65

[ 92 f 1588 192 1212 1779 2.08 169
m 13.24 280 18.37 16 7% 1.20 116
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Coeficiente de variacién

El coeficiente de variacidén (CV) es usado particularmente cuando se comparan muestras de la
misma especie de diferentes localidades o cuando se trata de investigar la variacion de distintas
variables en l2 misma muestra (Rohlf, 1993). Al analizar los CV para la poblacion de Cd del
Carmen Campeche, (fig. 5) se observa que los rangos de variacion estin entre 5 y 15 %, los
valores mas altos se encuentran en el largo del segmento abdominal 3 (L7} y largo del segmento 5

(L11? para las herabras de esta poblacion.

Figura 5. Grafica de los coeficientes de variacién (CV) para algunos caracteres morfométricos del camarén blanco
{. senrferus, comparando hembras y machos de la poblacion de Ciudad del Carmen Campeche.

Para la poblaciéi de Veracruz se observa un rango de variacion distinto a la poblacié: anterior
(fig. 6), los valores se encuentran entre 6 y 18%, los valores més altos se encontraron para el largo
de! segmento abdominal 3 (L7), v el largo del segmento abdominal 4 (L9} para las hembras. En
esta poblacidn se observaron valores del CV bajos para los largos del cefalotorax, del abdomen y

del telson {122, [.23 y L.24) en ambos sexos.

—e—Seriel
10 1 .
~&—Serie2
5
[
- L] u3 ~~ (=23 ~ L7 ™~ =t

Figura 6. Grifica de los coeficientes de variacion (CV} para algunos caracteres morfométricos del camardn blanco
L setiferus, comparando hembras y machos de la poblacién de Tuxpan, Veracriz,
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Para L. vannamei en la pablacién de Sonora (fig. 7) el rango de variacidn se obtuvo entre 5 v
19%, en esta poblacion para todos los caracteres, los machos muestran valores mas altos del CV,
con excepcion del fargo del segmento abdominal 4 (L9) donde el valor es igual en hembras que en

machos.
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Figura 7. Grafica de los coeficientes de variacién {CV) para algunos caractercs morfomélricos del camardn blanco
{.. vanname:_ comparando hembras y maches de la poblacién de Sonora.

Para la poblacion de L. vannamei proveniente del Estado de Chiapas (fig. 8), los valores para ¢l
CV se encuentran entre 5 y 18%, el valor mas alto lo presenta el largo del segmento abdominal 4

(L.9) par los machos, y el largo del rostrum (L24) es mayor en las hembras que en los machos.
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Figura 8. Grifica de los coeficientes de variacién (CV) para algunos caracleres morfométricos del camardn blanco
L. vannauter. comparando hembras y machos de [a poblacién de Chiapas.
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Analisis de Yarianza

Se analizaron ambas poblaciones 7. sefiferns, para explorar las diferencias entre sexos Se
encontro que existen diferencias significativas entre hembras y machos, que difieren en una y otra
poblacion es decir, mientras que en la poblacion de Tuxpan, Veracruz los sexos se diferencian en
los largos del cefalotorax y del abdomen (diferencia en talla), en la poblacion 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 observd que casi en la totatidad de
los caracteres Jas hembras de ambas poblaciones son diferentes significativamente y en los machos

se ot .rvd, que son diferentes en todos los caracteres.

Tabla 6. Tabla donde se resumen los resultados de los anélisis de varianza en la especie L. setiferus.
$V~comparacién entre sexos en la poblacion de Veracruz. SC= comparacion entre sexos de la poblacion de Cd. del
Carmen, Campeche, H= comparacién entre hembras de ambas poblaciones, M= comparacién entre wachos de
ambas poblaciones, GL= 39 en ambas poblaciones, a=0.05, *=p<0,03, **=p<0.,0}, ***=0 001

Medida 3 sC H M
F F F F

L1
L2 IDFTI 4B
L3 10979 © 1119%%  124.46%¢*
L4 17 102%¢ 34097+
L3 T4 *e+
Lé 17.58%  40.9506%*
L7 1011+ 12.51% 58.4100¢
L8 1178+ 43.24%%¢
LS 637+ 569514+
L10 16240 26028040
Li 13,1344+ 82.095¢¢¢
L2 463 11902 86.542%
L13 14.980%+ 90 436%**
Lig 231 33,380
121 2028
L2 36447 8.102%%*
L23 115.23%%¢ 148.79%%*
L24
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‘También se realizaron comparaciones a distintos niveles, explorando las diferencias entre sexos
dentro de cada poblacion de L. vannamei y entre ellas. Al analizar los sexos de la poblacion del
Estado de Sonora, se encontrd diferencias en el largo y ancho del cefalotorax y de los segmentos,
en las costas de Chiapas la diferencia se encuentra en los largos del cefalotorax y del abdomen
(tabla 7). Cuando se comparan las hembras de ambas poblaciones se encuentran diferencias
significativas en el largo y ancho de los segmentos y del abdomen, como es el caso de los machos
de ambas poblaciones.

Tabla 7. Tabla donde se resumen los resultados de los andlisis de varanza en la especie L. vannamel.
§S=comparacion entre sexos ¢n la poblacién de Sonors, SC= comparacion entre sexos de la poblacién de la costa
de Chiapas, H= comparacién entre hembras de ambas poblaciones, M= comparacién entre machos de ambas

poblaciones, GL= 39 en la poblaciones de Sonora y GL~29 en la poblacién de Chiapas, a=0.05, *=p<0.03,
*r=pcf) 0], ***=0,001

Medida S8 8C H M
F F F F

L1 5B.OBees 12382%+
L2 43 T4+
L3 3734+ 167520+
L4 48 3]14es 10,5454 41 5354+
LS 14847+ 15.65v+¢
173 2266000 10019 40.562¢0%
L7 10.86:¢+ B216*
L8 23710 30.299¢++
Ly
Lio 25384+ 10471 32.196%
L11 10.252%
L1z 14.74%+ 15.467%%  29.025%++
LI3
Lt4 30057+ 27287+
L21
L22 ISR 27412
L3 5129%Y 9996% 1179
124

—

Anglisis de la variacion entre especies

Para el andlisis de componentes principales la matriz de datos de entrada para ambas especies
estuvo constituida por el nimero total de individuos (140) y por los caracteres (L1 a L14 , L21,
122 y L23) (tabla B), se encontrd que los dos primeros componentes explican el 87.57 % de la

variacion. Asociados al primer componente se encuentran el largo y ancho del cefalotérax (L1 y
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L2) y los largos y anchos de los segmentos abdominales del 1 al 5 (L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8,

L9, L10, L11, y L12) y el largo del segmento 6 (L-13) (tabla 9).

Tahlz 8. Tabla que muestra los cesullados del andlisis de componentes principales para los datos de L. sefiferus y L

vanninet.

Nimere de | Porcentaje de | Porceataje
componente variacion acumuiado
1 78.51 78.51
2 9.05 87.57

Tabla 9. Tabla donde se muesira la relacién de las variables asociadas a los dos principales componentes del
analisis para datos de L setiferus y L. vannamei.

Medida | Componente 1 | Componente 2
Lt 0.904 ooz
L2 0928 -0.044
L3 0.848 4328
14 0 969 0.077
Ls 0.907 0.056
L6 0.960 0.090
L7 0.903 0014
[E] 0.980 0.063
L9 0.757 0.153

(ALY 0.965 0.120
L1 0.901 01
L12 0.953% 0.162
L13 0.957 0.064
Li4 0.955 0.046
L2t 0529 -0.812
L23 0.009 -0.757

Del analisis de componentes principales para ambas poblaciones (fig. 9) se obtuvieron dos nubes
de datos, cada una perteneciente a una especie, las prupaciones de datos muestran por la forma un
gradiente de variacion, en los caractéres. En la figura 10, se observan estos agrupamientos de
puntos etiquetados para cada uma de las cuatro poblaciones de las dos especies analizadas, se

observé que en cada especie existe un par de nubes con una zona de traslape de cada poblacion.
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Figura 9. Gréfica donde se muestran los dos primeros componentes principales para el analisis de dos especies de

camaron blanco, V=L. setiferus y 2=L. vannamei
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Figura 10, Gréfica donde se muesltan los dos primeros componentes principales para el andlisis de cuatro
poblaciones de dos especies de camardn blanco, L. setiferus y L vannamei. Y=Veracruz. C=Campeche, S=Sonora y
H=Chiapas.

Anilisis de la variacién entre sexos dentro de las poblaciones.

Para el anilisis de componentes principales de la poblacién de Veracruz de L sefiferus, donde se
analizaron ambos sexos y para los siguientes analisis la matriz de datos de entrada estuvo
constitutida con los mismos caracteres que el anterior, el niimero de organismos en cada

tratamiento es el total de los colectados para cada poblacion.

Seccidn L. Resultados



30

Se encontrd que los dos primeros componentes explican el 76 23% de la variacion (tabla, 10)

Asociados al primer componente se encuentran el largo y ancho del cefalotérax (L1 y L2), v los

largos y anchos de los seis segmentos abdominales (L3 a L14) (tabla, 11).

Tabla 10. Tabla que muestra los resultados del andlisis de componentes principales para L. sefiferus de la

poblacidn de Veracruz,

Niimero de | Porcentaje de [ Porcentaje
componente variacibn acumulade
1 68.52 68.52
2 7.07 76.23

Tabla 11. Tabla donde se muesira la relacidn de las variables asociadas a los dos principales componentes del
andlisis para datos de la poblacién de Veracruz de L. sefiferus.

Medida | Componente 1 | Comp te 2
L1 0.83165688 0.0183676
L2 0.85149281 ¢ 19614128
L3 0.90790887 -0.00322008
i4 0.944237147 -0 06852785
L5 0.75153943 011525844
L6 0.93843274 0.02076793
L7 0.82358354 | -0.12738983
L8 0.96715413 000175206
L9 0.72146593 002583976

L10 0.95616534 0.07381611
111 0.83075267 006927117
Liz 0.93263737 0.10195545
Li3 08919618 014664715
L14 0.91426565 0.04209971
L 0.00721829 -0.858955

123 -0.38131369 0.61400144

Al graficar los dos primeros componentes principales para esta poblacion se observaron dos nubes
de datos con una zona de trastape (fig. 11).
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Figura t1. Gréfica de los dos primeros componentes principales y la nube de datos que se generan para la matriz de
datos de L. setiferus Para la poblacion Veracruzana, f=Hembras y m=Maches.
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£n 1a matriz de correlacion para esta poblacion, se encuentran diferencias en magnitudes y signos,
como ¢n el caso del analisis de los datos por especie, se encontré et ancho de los segmentos 4 y 5
con uno de los valores mas aftos de correlacién, encontrandose también, el ancho de los

segmentos [ y3,y2vy3.

Tahla 12. Matriz de correlaciones de los datos filtrades y desagregados de 1a poblacion de Tuxpan Veracruz. de L.

seliferus.
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En el analisis de componentes principales para ¢l conjunto de datos de la poblacién de
Campeche los dos primeros componentes explican ¢f 84.32% de la varianza (tabla, 13).
Asociados al primer componente se encontraron el [argo y ancho del cefalotorax (L1 y L2) y
los largos y anchos de los seis segmentos abdominales (1.3 a L14) {tabla, 14).

En la matriz de correfacion (tabla, 15) se observaron diferencias en las magnitudes y los
signos, las mayores correlaciones se encuentran en el ancho de los segmentos 1y 2y 1y 3,

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

Tabla 13. Tabla que muestra los resultados del andlisis de componentes principales para los datos de L
se. yeres, poblacion de Ciudad de! Canmen, Campeche

[ Namero de Porcentaje de| Porcentaje
componente vaviacidn acumulado

1 .71 7371

2 8.61 84.32

Tabla 14. Matriz donde se muestra la relacidn de las variables asociadas a los dos principales componentes
del andlisis para datos de ia poblacién de Campechie para . sefiferus.

Medida | Comp 1| Componente 2
it 0.8% .04

L2 0.8% 024

L3 0.92 .04
L4 0.96 o |
L5 091 006

16 0.97 0.0

L7 0.88 01z

I8 098 0,08

13 0.86 015
Li0 097 001

L1 091 0.03

L1z 0.96 0.09
13 ©.96 006
L1 055 0.00
Lzl 004 .81
L3 0.0% 0.76
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Tabla 15.

setiferus.
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Al graficar los datos para este analisis se obtuvo una nube donde no es clara la division entre

cada uno de los sexos (fig. 12).
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Figura 12. Grifica donde se muestran los dos primeros componentes principates para el andlisis entre sexos
de fa poblacién de Cd. del Carmen Campeche. de L. sefiferus, f=Hembras, m=Machos
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En el anélisis de los datos de L. vannamei por poblacidn se encontré para la poblacion de
Soncra que los dos primeros componentes principales explican el 78.58% de la variacion
{tabla 16). Asociados al primer componente se encuentran el largo y ancho del cefalotérax
(L1 y L2}y los largos y anchos de los segmentos abdominales (L3 a L14) (tabla 17).

En la matriz de correlaciones se encuentran diferencias en magnitud y de signo como en los
casos anteriormente descritos, en esta poblacion los valores mas altos se encuentran en
ancho del cefalotérax y el segmento 1, el ancho de fos segmentos 3 y 4, v el ancho del
segmento 3 con el largo del segmento 6 (tabla, 18).

En la grafica de los dos primeros componentes para esta poblacion se observan dos nubes de
d~ os con una zona donde se traslapan ambas nubes para los sexos (fig. 13).

Tabla 16. Tabla que muestra los resuttados de! andlisis de componentes principales para los datos de la
poblacidn de Sonora de L vannamei.

Niamero de Porcentaje de Porcentaje
componente variacitn acumulado
1 68.95 68.95
2 9.63 78.58

Medida Componente 1 | Componente 2
L1 .59 -0.05
Lz 0.90 0,03
L3 0.70 0.16
L4 095 0.04
LS 0.89 -001
L6 0.90 0.26
5] 083 008 |
Ls 093 [F3]
Ly 0.59 0.10
L1o 0.94 0.04
Lit 0.83 0.15
L1z 093 0.02
L13 091 0.01
L14 094 005
L2t 0.50 -6.7%
L13 035 0.85

Tabia 17. Tabla donde se muestra la relacion de las variables asociadas a los dos principales componentes
del analisis para datos de la poblacion de Sonora de L. vannamei.
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Figura 13, Grafica donde se muestran los dos primeros componentes principales del andlisis entre sexos
para la poblacién de Sonora, de L. vannamei, f=Hembras, m=Machos.

Tabla 18. Matriz de correlaciones de los datos de la poblacion de Sonora de L. vannanrel.
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En el analisis de componentes principales para la poblacior de Chiapas, se encontré que los

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

primer compoenente se encontraron el ancho del cefalotorax (L2), el largo y ancho del primer

segmento abdominal (1.3 y L4), el ancho del segmento 2 (L6), el largo y ancho del segmento

3 {L7y LB), los anchos de los segmento 4, 5y 6 y el largo del quinto y sexto (L10 a L14)

(tabla 20).

En la matriz de correlacion de esta poblacion se encuentran diferencias en signos y

magnitudes, la mayor correlacion se encontré entre el Jargo 1 del cefaiotdrax y del segmento

6, el ancho del segmento 1 y del abdomen, y en el ancho de los segmentos 1 y 2 (tabla 21).

Tabla 19. Tabla que muestra los resultados del analisis de componentes principales en 1a poblacion de la

costa de Chiapas, de L vanramei.

[ Nimero de Porcentaje de Porcentaje
conmponcnte variacion aciemulado

1 63 82 63.82

2 12,67 76.49

Tabla 20. Tabla donde se muestra la relacién de las variables asociadas a los dos principales componentes
del andlisis para datos de la poblacién de la cosla de Chiapas de L. vannanier.

Medida | Comg T | Camporente 2
L1 054 0.55
L2 0.92 o7
3 0.89 006
] 0.98 0.09
Ls 0.61 049
L6 0.95 0.09
i 0.78 0320
[ 095 o
s 0.56 065
L1o 0,94 0.17
L1t 0.78 Q.13
L12 092 020
Li3 FXT) 076
L14 0.31 .01
L21 0.1l 000
L2 070 AT
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Figera 14. Grafica donde se muestran los dos primeres componentes principaies para ¢l analisis entre sexos
de ta poblacién de Chiapas, de L. vannamer, {=Hembras. m=machos

Tabla 21. Mainz de correlaciones de los datos filtrados y desagregados de 1a poblacidn de la costa de

Chiapas. de L vannamei.
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IV Discusion

En la fase de calibracién del equipo utilizado para el andlisis morfométrico, se encontrd un
error de medicidn de airededor de 1.7x10-5%, para cada caracter, lo cual constata que, si el
diseiio de captura es constante, el programa utilizado en este trabajo es de alta precisién,
convirtiéndolo en una opcidn técnica altamente confiable. Estructuras como el rostrum y el
telson que experimentan cambios durante el proceso de conservacion de los individuos o
bien que se pierden durante la captura, no son recomendablesj Por otro lado, para este
modelo los pledpodos presentan el problema de no fijarse en la misma posicion cada vez, lo
¢ produce un errcr de medicion mayor que el encontrado para otras medidas Si se
analiza que en las investigaciones en las que se utiliza como métedo de medicidn un vernier,
el cual puede aportar hasta un 10% de error dependiendo del material y hasta un 15%
dependiendo del muestreador, se recomienda la utilizacién del equipo v programa empleado
para este trabajo, ya que ademds de reducir el porcentaje de error de medicidn con respecto
a las técnicas iradicionales, facilita la adquisicién y almacenamiento de datos a partir de las
imagenes, que en si forman un banco de informacién para estudios en el futuro. Aunque para
Lester y Pante, (1992) aparte de algunos cambios en la forma del rostrum y del tercer
segmento abdominal no existe segregacton morfométrica en poblaciones de la familia
Penaeidae, explicando que las variaciones morfoldgicas son afectadas por los diferentes
ambientes los cuales forman amplios gradientes, en este trabajo los anilisis estadisticos
utilizados mostraron diferencias entre estos organismos a diferentes niveles.

En cuanto a los resultados para los coeficientes de variacion, para L. sefiferus en la
poblacion de Cd. del Carmen, los rangos de variacion se encuentran entre 5 y 15% los
valores mas altos los presentan las hembras para los largos de tos segmentos abdominales 3,
4 y 5. Para la poblacién de Veracruz los valores se encuentran entre 6 y 18%, los valores
mas altos de variacion se encontraron en los largos de los segmentos abdominales 3 y 4,
perteneciendo a las hembras los valores mas altos En cuanto al anilisis de varianza, se
encontraron diferencias significativas entre sexos para la poblacién de Cd. del Carmen en los
largos y anchos de los segmentos abdominales, en la poblacién de Veracruz las diferencias

se encontraron en los largos del cefaiotérax y del abdomen. Entre ambas poblaciones se
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observé que en el caso de los machos existen diferencias significativas para todos los
caracteres mientras que para fas hembras fa variacion esti en el largo y ancho de los
segmentos abdominales. Al estudiar el conjunto de datos de las dos especies con un analisis
de componentes principales se obtuvieron dos nubes de datos y se encontro que el ancho del
primer segmento abdominal y el ancho del tercero son medidas que influyen en la separacion
de estas dos poblaciones, también se observa que existe un gradiente de variacion dentro de
las especies, posterior a este analisis se realizd uno para cada poblacion para obtener
informacion entre sexos. Para el caso de la paoblacion Veracruzana los dos primeros
componentes explican un 76% de la variacion y el anche del segmento 3 (LB) influye en la
separacion de las dos nubes, para la poblacion de Campeche el valor es de 84.32%, en
ambos casos las medidas que estdn asociadas al primer componente son el largo y ancho del
cefalotorax (L1 y L2) v los largos y anchos de los segmentos abdominales (L3 a L14), en
ambas poblaciones la grafica 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
separacidn de las nubes de datos.

Para L. vannamei se observd que los rangos del coeficiente de variacidn para las dos
poblaciones de esta especie varian entre 5 y 19%, para esta especie el mayor valor lo
presentan los machos en el largo del segmento abdominat 4. En cuanto a los resultados de
los analisis de varianza, se observd 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. aztecus, L. indicus, y L. longistylus (Primavera, et al., 1998).
Los resultados del analisis de componentes principales para esta especie, son distintos en
ambas poblaciones, para la poblacion de Sonora los dos primeros componentes explican un
78% de la variacion y los anchos de los segmentos abdominales 4, 5 y 6 diferencian a los
sexos. La poblacién proveniente de Chiapas, en donde los dos primeros componentes
explican el 76% de la variacién son los anchos del primer y tercer segmentos abdominales

los caracteres que influyen en la separacion de este grupo.
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SECCION 11
MARCADORES MOLECULARES

I Antecedentes

Las investigaciones centradas en la herencia de caracteres como, colores de ojos en
crustaceos en 1912 marcan el inicio del desarrolio de ta genética en estos organismos, los
estudios relacionados con el material genético datan de la década de los cincuenta, en estos
se pretendia cuantificar de material genstico nuclear en diferentes especies de cangrejos y
otros grupos de crusticeos con el fin de conocer si las cantidades de ADN son distintas
ef.re rupos taxondmicos, pero debido a que la talla del genoma no esta relacionado con los
grupos y  ademas existe variacion incluso entre especies muy relacionadas se han
desarrollado técnicas mas sofisticadas para obtener mas informacién (Lawrence, 1982).
Estas técnicas no solo han estado centradas en la busqueda de informacidn taxondmica y
evolutiva pues los datos de diversidad genética pueden proveer informacion de alelos 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
seleccion de animales, con propésitos de cria y puede ser un gran beneficio para domesticar
a estos individuos. De esta manera el use de los datos moleculares, permite a los cientificos
desarrollar programas para seleccionar crias dependiendo las necesidades del mercado.
Algunas técnicas han sido desarrolladas y utilizadas para monitorear variacién genética
incluyendo, electroforesis en geles de almiddn y acrilamida, polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccidon (RFLP), polimorfismo de ADN ampiificado al azar (RAPD), de
éstas, la variacion enzimatica es uno de lo menos sensitivo de los tres y esta limitado a un
niimero pequefio de loci polimérficos que pueden ser analizados la mayor variacion genética
ha side detectada usando ADN mitocondrial (ADNmt), RFLPs nucleares y datos de
secuencias de ADNmt (Garcia et al, 1994). Quiza el uso mas amplio del ADNmt como
marcador ha sido para definir afinidades entre especies cercanas basindose en la
comparacion ce los patrones de los fragmentos de restriccion (Harrison, 1989). Como el
ADNmt presenta variacidn 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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variacion geografica, pues con relativa facilidad secuencias homélogas pueden ser aisladas y
comparadas, tiene una secuencia simple, es de herencia waterna y la ausencia de
recombinacién permite proveer informacion detallada acerca de relaciones filogenéticas en
algunos niveles de la escala evolutiva, ademas puede ser una herramienta Otil para detectar
diferencias dentro de poblaciones y entre especies, por tener una zlta tasa de cambio
{Harrison, 1989, Silberman, 1994).

Otra de las técnicas que ha sido desarrollada y utilizada para monitorear variacién genética
son los polimorfismos en el large de los fragmentos de restriccion (RFLPs), que es una
técnica en la cual no se requiere de radicactivitad o equipamiento caro (Lessa y Applebaum,
1993), y mds recientemente e} uso de microsatélites ha surgido como una herramienta muy
poderosa en la investigacton de genética de poblaciones {(Moran, 1997). Esto se debe a que
todos los tipos de microsatélites muestran variacion en el nimero de repeticiones y reflgjan
un nivel de polimorfismo generalmente mayor que el de una hebra de una secuencia Unica y
tan alto como los minisatélites, por lo tanto los microsatélites constituyen una marcador
nuclear poderoso, incrementindose su uso en pruebas de identidad, en estudios de
poblaciones en anélisis de linajes y mapeo genético (Estoup et al., 1993). Como para el caso
particular de los crustaceos quedan todavia abiertas algunas interrogantes, es por esta razdn
que se ha implementado en el caso particular de los decapodos el estudio de los
polimorfismos en las isoenzimas de la amilasa (Van Wormhoud y Sellos, 1996).

Aunado a estos esfuerzos en los (ltimos 10 afios se han desarrollado sofisticadas técnicas
moleculares altamente sensibles en Ia aplicacién de la biotecnologia para el cultive de
camarones, estas herramientas proveen las bases para tener informacion detallada del
genoma de los camarones, para entender la resistencia a enfermedades, para desarrollar
efeciivos controles de reproduccion y el desarrollo de lineas resistentes a enfermedades

(Benzie, 1998},

Objetivo
Mediante €l uso de las técnicas de RFLPs y microsatélites explorar la variacion molecular
para tres genes de dos poblaciones del camardn blanco Litopenaeus vannamei y de dos

poblaciones del camardn L. sefiferus.
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H Metodologia
Colecta

En septiembre de 1998 se colectaron individuos de L. setiferus, originarios de la Laguna de
Términos Ciudad del Carmen, Campeche, Laguna de Tuxpan er Veracruz y de L. vannamei
procedentes de Sonora y de la granja de SYSAL originarios de Panama (Fig. 1), los cuales
se mantuvieron vivos hasta el momento de la diseccién. -
Se disectaron los pedinculos oculares, que fueron transportados individualmente en hielo
seco y posteriormente se almacenaron a -70 °C en ¢l laboratorio,

Figura 1. Mapa de la Repablica Mexicana donde se muestran las zonas de colecta para este estudio.
1=Huatabampo, Sonera 109°01°20°, 2= Granja Sysal, 3= Tuxpan, Veracruz 97°08°57", y 4= Cd.
del Carmen Campeche 91°01°017".
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Extraccion de ADN
Se aislo el ADN de 13 camarones de cada poblacidon de las dos especies {52 totales)

utilizando los pedinculos oculares (durante fa manipulacion las muestras se mantuvieron en
nitrogeno liquido). Se ensayaron dos métodos de extraccion para averiguar en cual se
obtenis la mejor calidad y cantidad de ADN, se utilizd un método comercial Wezard Kit
Genomic DNA purification y otro protocolo que utiliza un tampon con una mezcla de
Bromidio de atquil trimetil amonio, CTAB (apéndice 1).

Cuantificacién del ADN
Dado que el ADN en forma de doble hélice tiene una absorbancia maxima de 260 nm en una

cencentracion 1 mg/ml 20 unidades, y que la absorbancia de una solucién es directamente
proporcional a la concentracidn de soluto absorbente, utilizando una solucidn 1/100 de
extracto de ADN (solucion madre) se observé la curva de absorcidn de cada muestra en un
espectofotometro y posteriormente se calculd la concentracion de material genético, asi
como la existencia o no de contaminantes, que se evidencian en la forma de la curva de

absorcion.

Amplificacion del ADN

Se utilizo el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Método 1 vetro de
sintesis enzimatica de secuencias especificas de ADN, en el cual usande dos
oligonucledtidos (oligos), en una serie repetitiva de ciclos que incluyen desnaturalizacion,
unién de los oligos a su secuencia suplementaria y la extensién a partir de estos en el resto
de la hebra por medio de la DNA polimerasa, que da como resultado una acumulacidn
exponencial del fragmento especifico de interés (Erlich, 1989).

Los fragmentos de ADN en los que esta centrado este trabajo corresponden a dos familias
de genes nucle,,ares, 168 y Citocromo Oxidasa I (COI) y el gen Amilasa S-R.

Se analizaron cadz uno de los individuos, se utilizo Ia informacion de L. vannamei como
base y se utilizaron los mismos protocolos y oligos para trabajar con L. sefiferus,

Utitizando el ADN en una concentracion de 0.1 pgfpl se realizaron una serie de pruebas
preliminares para encontrar la temperatura ideal en la amplificacion de la secuencia de
interés. Los oligos utilizados fueron sintetizados una vez que se conocieron las secuencias.

COl
Para obtener la secuencia de la COI se consultd la base de datos European Bioinformatics

Institute-European Molecular Biclogy Laboratary (EBI-EMBL) v se utilizd la secuencia X
82 503 de CO I, para L. vannamei.
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Amilasa S-R
Para la secuencia del gen de la amilasa S-R se utiliz0 en e! trabajo de Van Wormhoudt y

Sellos 1996.

168
El gen 165 fue clonado y secuenciado en el laboratorio. Después de cada amplificacion el

producto de la PCR es precipitado con AcNa 5M, pH 8. Se realizo una electroforésis
control para i éntificar y verificar [a talla conocida de los fragmentos obtenidos en geles de
agarosa ! 2%, que tiene un rango de separacion de moléculas lineares de ADN de 6 - 04 kb
{Maniatis, 1982), Las bandas de ADN se observaron directamente del gel utilizando
fl rescencia (Bromuro de etidio) en una lampara de luz ultravioleta y, en caso de tener
resultados, se registraron fotograficamente, con una camara polaroid MP4. El marcador
utilizado fue del fago Lamda digerido por la enzima de restriccion Pst 1 (apéndice 2), Los
fragmentos son extraidos del gel con un equipo comercial Qiguick de Quiagen.

Secuenciacion

A partir de extractos de L. vannamei se secuencié en el laboratorio el gen 16S, clonando,
recuperando et ADN y leyendo en geles horizontales. Para la clonacidn se utilizo el método
PCEM-T Easy Vector Systems de Promega. La recuperacion del ADN plasmidico se realizo
utilizando STET (Sucrose-Triton-EDTA-TRIS-HCL) Para la secuenciacién se utilizd el
método de Amersham (T7 Sequenase Version 2.0) método que permite determinar mediante
el marcaje radioactivo {a secuencia del fragmento contenido en €l plasmido {apéndice 3)

Andlisis con enzimas de restriccion

RFLPs

Para la eleccion de las enzimas, se obtuvo la carta de restriccion para cada una de las
secuencias utilizando el programa Strider 1.0. Se elaboré ¢l mapa de restriccion con las
distancias tedricas para cada una de las enzimas El cual sirve como referencia para saber si
los fragmentos obtenidos corresponden a lo que se esperas, o bien si existe alguna
contaminacién. Se sometié con tres enzimas: Alu I, Rsa Ty Taq [, a una digestion durante
dos horas, en un volumen final de 15 pl de muestra, a cada uno de los fragmentos, Co [,
Amilasa y 168. Este tratamiento se aplico a cada uno de los 52 individuos {ver la siguiente
tabla).
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Tabla 1. Enzimas ulitizadas para analizar diferencias entre poblaciones de dos especies de camardn blanco.
L. setiferus y L. vannawer.

Especie L. setiferus L. vunnamei COi Amilasa 168
Poblacion Veracruz Sonora Alu i Alul Alul
Rsal Rsal Rsal

Tagq | Tag Tag i

Campeche Parama Alul Alul Alul

Rsal Rsal Rsal

Taq I Tag I Taq !l

Las digestiones fueron detenidas adicionando 5 pl de colorante.

Los productos de cada digestién 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 etidio) en una fampara
de luz ultravioleta, los geles se registraron fotogrificamente En cada gel se comparaban las
distintas poblaciones de cada especie para observar si existen diferencias entre los

fragmentos resultantes de cada digestién,

Microsatélites

Hemos elegido el gen 28 de [a amifasa S-R, que corresponde al segmento de 650pb
analizado con enzimas de restriccion, en este gen existe una zona de microsatélites en un
mtrén. Se utilizaron los oligonucledtidos PV17, y PV20R, los detalles de la técnica se

encuentran en el apéndice 5.

Presentacion de los resultados

Los resuitados estan organizados en dos partes, una primera seccién donde se muestran los
productos de la PCR y de las digestiones con las diferentes enzimas, mostrande como
referencia el esquema tedrico con base en las secuencias (carta de restriccidn) y mostrando
el registro fotografico siempre comparando entre las dos especies. Y una segunda seccion
donde se caracterizan las poblaciones, es decir durante toda la fase experimental se conservéd
la individualizacién de las muestras, de esta manera puede hacerse un seguimiento individual
para fodos los tratamientos en cada camardn. y analizar el tipo de patrones de bandas que se
obtienen para fas poblaciones. Se analizd cada enzima comparando la carta de restriccion y
el patron de bandas en ¢l 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 ala f a los alelos de menor a mayor talla.

Seccidn I Metodologia



47
HI Resultados

Extraccion y Cuantificacién

Al analizar las curvas de absorcion de los exiractos de ADN de la prueba preliminar
utilizando dos métodos distintos, se observd que el ADN aistado a partir del equipo
comercial registrd rastros de contaminacion con fenol, fue necesario hacer al menos cuatro
tavados con cloroformo y luego éter para limpiar ef fenol y obtener un ADN libre de
contaminacion. Para el caso del segundo método se obtienen curvas sin rastro de
contaainacién, por este motivo se eligid este protocolo para aislar las muestras de ADN del
resto de los camaiones. Los extractos fueron numerados para mantener la individualizacion y
poder llevar un seguimiento durante el trabajo.

En general la ventaja de utilizar un paquete comercial es que el trabajo es mas prictico y
ahorra tiempo lo que justifica su precio, en este caso el 4 no resultd un método adecuado
pues al final es necesario hacer lavados, lo cual implica tiempo y exposicion a sustancias
toxicas, ademas un pequefio rastro de ellas puede inhibir la PCR.,

Las concentraciones de ADN aislado varian en cada individuo, sin embargo son siempre
mayores que 0 I ug/ul por lo que de estas soluciones madre se hizo una dilucion y se trabajo
siempre a una concentracidén de 0.1 pg/pl.

La razon de esta vanacion 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 pedinculos oculares, siempre se utilizdé un sole pedinculo ocular, entre cada animal
hay variacion en el tamaiio de éstos, y ademas es necesario eliminar las omatidias, con una
navaja se retira todo el tefido negro y se deja exclusivamente el tejido blanco donde se

encuentra el sistema nervioso.
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Tabla 2. Concentracion en pg/ul de ADN, de los exlractos de pedincuios oculares, de dos especies de
camardn bianco utilizandoe un protocelo CTAB. (no=ntimero de mugstra)

Litepenaens vawunamei Litopestaens setiferis
Konora Panamia Veracruz Campeche
no, (pg/plf no. | pe/ul| no. yugfplf ne | pp/pl
1 16 1l 0.5 21 | 065 | 31 23
2 1.1 12 i1 22 11 32 t
3 11 13 0.7 23 036 33 1.2
4 [ A B] i4 0.5 4 03 34 0.9
3 I.1 [3 0.3 25 i 35 0.5
6 3 16 02 26 34 36 LG
7 2 17 02 27 05 37 1.5
8 0.53 18 1] 28 03 38 2
9 09 19 0.2 29 07 39 34
19 11 20 0.3 30 03 40 2.3
51 12 Pl 0.3 Tt 07 Ci 0.7
S2 08 P2 0.6 T2 03 2 08
S} i 03 P3 0.3 T3 12 [ C3 06

Amplificaciéon

Estandarizacion del protocolo de Ia PCR

Eleccion de oligonucledtidos

En este traba;o se utilizaron oligonucledtidos seleccionados y sintetizados con base en

secuencias conocidas de L. vannamei, dado que trabajamos genes con secuencias

conservadas {Van Wormhoudt, 1996) hemos utifizado los mismos oligos para los analisis de

L. setiferus.

Tabla 3 Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Gen Secuencia Largo del segmento (pb)

Citocromo Oxidasa 1 COI 5’ GACATTGGAACATTATACTTT3® 1340

{CONn CO Rev
S’GTTGATCCAATGGAAGATACAY

16S 16 ter 1189
3'GACATTGGAACATTATACTTTY
12 val rev
5S’AAGATGGAGCTTGAATAGTTAAG Y’

Amitlasa S-R Ami § En esle caso se obtienen
5’GGAGAATGGCCAGGATAAGAACS’ dos fragmentos de 650 v
Ami R 750

5’ CCGTCGCCGCCCACAGTCACGS”
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Los productos de cada PCR, se precipitaron con AcNa, el ADN amplificade se mantuvo seco

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

Estandarizacién de la temperatura
Dado que no se cuenta con una técnica estindar para estos genes en estas especies, fue

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

oligonucledtidos.

coi

Se realizd una serie de pruebas preliminares para L. vannamei a 44, 52 y 56°C.

Los mejores resultados se obtuvieron a 44°C.

Para L. sefiferus 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 amplificod el
100% de ellas (fig. 1).

En ambas especies el fragmento amplificado coincide con la talla tedrica (1340 pb) calculada

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

L. vannamei L. setiferus

1340 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 [ de dos especies de
camarén L. vannameiy L. setiferus. M= marcador, A= 44°C, B=52°Cy C=56°C,
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168
Para la amplificacion de este gen, se ensayaron en ambas especies 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.

sefiferus a que los oligonucledtidos no son especificos (fig 2).

L. vannamei L. setiferus

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
camaron L. vannamei y L setiferus. M= marcador.

Amilasa §-R

Se utifizdb un mismo protocolo de amplificacion para L. vannamei y L. setiferus (apéndice 3).
Se eligieron dos genes basdndonos en las secuencias de Van Wormhoudt y Sellos (1996), los
oligos disefiados 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 Onicamente el gen de 650 pb, esto permite detectar diferencias en la poblacion aon
antes de realizar el analisis con las enzimas de restriccion.

Resultz interesante encontrar para el caso de L. sefiferus, resultados distintos, puede
observarse que con los mismos oligos 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. setiferus,
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sin embargo se complica ia interpretacidn debido a que no se cuenta con la secuencia de esta

especie

L. vannamei L. setiferus

790 pb
650 pb

M * ** M T

Figura 3. Fotografias de geles de agarosa [.2% de los productos de 1a PCR para el gen Amilasa S-R de dos
especics de camaron L. vannamei y L sefiferus. M= marcador. *= individuos con un solo gen **=Individuos
con dos genes. ** *=individuos con tres genes.

Caracterizacidn de los individuos utilizando Enzimas de Restriccion

Para las secuencias obtenidas en e] laboratorio por clonacidn y posterior recuperacion, v las
secuencias ya antes conocidas se obtuvieron los mapas de restriccion Con base en estos se
elaboraron las cartas de restriccion, lo cual permite tener la referencia tedrica del nimero v
talla de los fragmentos que se obtienen después de las distintas digestiones. Se analizaron
para elegir tres enzimas que reconocieran sitios en fas tres secuencias de interés y se

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

VCT), Rsa [ (GTVAC) y Taq I (TVCGA)

Productos de la digestion

Para el anilisis de los resultados se representa el fragmento amplificado en forma de
rectangulo, sefialando los sitios de corte de las enzimas como divisiones, asi 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 I digerido por Taq 1

En la carta de restriccion para el gen CO [ en L. vannamei cortado por la enzima Taq 1 se

obtienen tres sitios, el esquema es el siguiente.

[ 245 ] 374 | 651 [70] 1340pb

Después de la digestion con Taq I para L. varnanei se obtienen cuatro bandas, como en el
esquema tedrico, en la fotografia el fragmento de 70 pb no es evidente debido a su pequefia
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 1y 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. sefiferus pueden observarse
algunas diferencias entre animales de las dos poblaciones (fig 4). Esto la convierte en un

marcador efectivo para diferenciar ambas poblaciones.

L. vannamei

651 pb
I pb
243 ph

M M
Figura 4 . Geles de agarasa 2% de la digestion del gen CO [ con Taq I, en dos especies de camardn blanco, L.
vannamei ¥ L. setiferus. M= marcador
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Gen Co I digerido por Rsa [

La carta de restriccion para el gen CO [ en L. vannamei cortado por la enzima Rsa I se

muestra a continuacion.

o208 | 727 [{ 93 ] 300 | 1340pb
12

Observamos que todos los individuos de L. wanname: tienen un patron de bandas que
¢oé wide con los cuatro sitios encontrados tedricamente. No se observd variacion entre las
poblaciones El esquema de bandas en L. setiferws confirma una secuencia con sitios
conservados, en casi todos los individuos los patrones coinciden con lo tedrico para la otra
especie, en este caso se encontrd un sitio de corte mas en el fragmento de 300 pb, las

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

L. vannanei

M M
Figura 5. Geles de agarosa 2% de la digestion del gen CO I con Rsa I, en dos especies de camarén blanco, L.
vantnawel ¥ L. setiferus. M= marcador.
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Gen Co I digerido por Alu I

La carta de restriccion para el gen CO 1 con Alu I de L. vannamei se muestra a continuacion

(75 ]63] 124 [ 119 [ | 156 | 462 [78] 227 | 1340pb
36

Los fragmento. resultantes de la digestion, en L. vannamer corresponden a las tallas tedricas,
{fig 6) analizando todos Jos patrones de bandas se encontré dos esquemas distintos que
pueden explicarse por una digestion parcial En las poblaciones de L. sefiferns se obtiene un
patron de bandas donde se observa, que existen algunos sitios conservados, aquellos que
dejan después de la digestidn una banda de 460 y 150, sin embargo existen algunos sitios de
mas, pues las rallas encontradas son de 320, 220, 180, 120 y 70 pb. Los resultados con L.
sefiferus mueslran 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. vanmnamei con
olras especies, y con crustdceos como L. nofials sin encontrar porcentajes mas altos que 3%

de diferencia entre €llas.

162 pb

127pb
156 pb

M M
Figura 6. Geles de agarosa 2% de la digestion del gen CO 1 con Alu ], en dos especies de camardn blanco.
L vannomei y L. setiferus. M= marcador
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Gen 168 digerido per Taq I

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

vanhamei se muestra a continuacién.

[ 162 | 21 | 600 1 1189pb

Esta enzima reconoce dos sitios en el fragmento del gen 16S que produce tres bandas, para
las poblaciones de L. vannamei estas bandas ceinciden con el pairdn tedrico, sin mostrar

diferencias entre individuos.
En L. sefiferus los sitios son diferentes, y se¢ obtuvieron bandas de 850 y 220 pb,

diferenciando a ambas especies (fig. 7).

L. vannamei

M, M
Figura 7. Geles de agarosa 2% de la digestion del gen 168 con Taq I, en dos especies de
camardn blanco, L. vannamel y L. sefiferus. M2= marcador 2, M=marcador
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Gen 168 digerido por Rsa 1
La carta de restriccion para el gen 165 mostrando los sitios donde corta Rsa [ en P

vannamei se muestra a continuacion

bo19s | 994 | 1189 pb

En ambas especies se observo el mismo patron de bandas En la secuencia se conserva un
sitio de corte para Rsa [, y se obtienen dos bandas de 950 y 190 pb.

La talla no es exactamente igual a la tedrica, esto puede explicarse por factores técmcos

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

L. vannamei L. sefiferus

4994 pb

195 pb

M
Figura 8 . Geles de agarosa 2% de la digestion del gen 165 con Rsa [. en dos especies de
camaron blanco. P.ovannamei v P. setiferus. M=marcador

Gen 168 digerido por Alu 1
La carta de restriccidon para el gen 16S mostrando los sitios donde corta Alu [ en L vannamer

se muestra a continuacion.

187f 229 [ 126 [] 522 ~ | 188 | 1189pb
6 31
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Los productos de la digestion para L. vannamei fueron analizados y se encontraron dos
esquemas, uno que coincide con el esquema tedrico, en el nimero y talla de las bandas, con

excepaidn de dos individuos de la poblacion de Sinaloa que seran analizados més adelante.

El caso de L. sefiferus 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 vannamei, de 520, 220 y 180 pb, pero existen diferencias en el resto de los sitios (fig. 9)

521 pb

229 pb
188 pb

126 pb
88 pb

M M
Pigura 9. Geles de agarosa 2% de la digesudn del gen 16 S con Alu L en dos especies de
camarén blanco, L vannamery L settferus. M= marcador.

Amilasa $-R digerida por Taq I
Los oligos utilizados en este caso amplifican dos genes distintos, uno de 750 y otro de 650
pb. El esquema de la carta de restriccion para estos genes mostrando los sitios donde corta

Taq 1 en L. vannamei se muestran a continuacion

[ 572 178 || 750pb
40

| 113 | 425 Is2l  es50pb
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Después de la digestion con esta enzima, en L. vannamei se obtiene un patrén de bandas que
coincide con e! esperado tedricamente, con excepcidn de dos individuos donde al hacer la
revision de los productos de la PCR se observa que presentan un solo gen.

El caso de L. sefiferus es distinto, pues desde los productos de la PCR se amplifican 3
bandas, por lo 1anto los patrones que se encuentran son diferentes a los esperados segun la
carta de restriccion tedrica para la oira especie, debido a que no se cuenta con la secuencia es

dific! disenar 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. vannamei L. setiferus

572 pb
423 pb

178 pb

M M
Figura 10 Gelcs de agarosa 2% de la digestidn del gen Amilasa S-R con Taq 1. en dos especies
de camardn blanco, L vannamei y L. setiferus. M=marcador

Amilasa S-R digerida por Rsa |

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

vapname! se nwaestran a continuacion.

362 366 le2] 750 pb

| 576 74]  650pb
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Después de la digestion con Rsa I, en L. vannamei se obtienen bandas iguales que las que se
encuentran en la carta de restriccion, los restos de banda mayores que 576 pb se explican por

digestiones parciales.

En la otra especie se observa una banda de més que las esperadas tedricamente, esto puede

deberse a |a presencia de un gen suplementario {fig. 11).

L. setiferus

M

Figura 11. Geles de agarosa 2% de ta digestion del gen Amulasa 5-R con Rsa I, en dos especies de camaron
blanco, L. vannamei y L. setiferus M=marcador

Amilasa 8-R digerida por Alu I
Los oligonucleotidos utilizados en este caso permiten amplificar dos genes distintos, uno de
750 y otro de 650 pb. La carta de restriccidn para estos genes mostrando los sitios donde

corta Alu 1 en L. vannamei se muestran a continuacion.

TR w7 | e | 348 [ 98 ] 750pb
18

Fao faif | 562 | 650 pb
18

Como ya se menciono anteriormente los fragmentos amplificados incluyen una regidn que
contiene intrones distintos entre cada fragmento, regiones donde es mas probable encontrar

diferencias, cortados con Alu [ encontramos esquemas que concuerdan con las tallas tedricas.
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Para esta enzima en L. vannamei se encuentran dos esquemas, uno que concuerda con el
esperado y otro que analizard mas adelante.

L. setiferus muestra un patrén de bandas semejante al de la otra especie, mostrando la
existencia de sitios conservados, sin embargo la interpretacion de bandas es dificil, pues como
se ha mencionado anteriormente en los productos de la PCR existe una banda mds

posiblemente de un gen complementario (fig. 12).

L. vannamei

562 pb

348 pb

M M
Figura 12. Geles de agarosa 2% de Ia digestién del gen Amilasa S-R con Alu I, en dos especies de
camardn blanco, L. vannamer 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 ¢! fragmento de talla méas pequefia 330 pb, hasta f para al mayor con

416 pb (fig. 13).

L. vannamei

Figura 13. Andlisis preliminar de la variacién intra e interpoblacional para el gen 28 de la Amilasa S-R en
la regién microsatélitc de L vannamei A=Paoblacién de Panama y B=Poblacién de Sinaloa, a330 a f416
corresponde a los alclos y su longitud en pares de bases Se obtiene una banda principal v bandas accesorias
para cada alelo debido a un artefacto inherente a la 1écnica det PCR. para asignar l1a talla se toma como
referencia ta banda principal. Se utilizd Fa 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 alelos como e y f estan presentes en una poblacion y

ausentes cn la otra.

Sin embargo, ¢l niimero de individuos experimentales es reducido como para obtener un

resultado objetivo.
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Tahta 4. Frecuencia de alelos de Ia region microsatélite del gen 28 de la Amifasa S-R en dos poblaciones de
L. vannamei.

Poblacion Individuo Alelos
Sinaloa 1 ex2
cf
ef
ce
cx2
bx2
bx2
ac
bd
cx2
ce
be

Panami

O [ [ nd [ [ | [ [ [ [

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

permita hacer un estudio estadistico no criticable.

|0

60
= 50
3 — —
E 40 1@ Sonora
% 30} |8 Panamé
& 2

10

o

a b [ d e f
Alelos

Figura 14. Gréifica que muestra la frecuencia (%) para cada alelo en cada poblacion de camaron blanco £.
vannamei, en 1a regidn microsatélite del gen de la Amilasa S-R
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Caracterizacion de las poblaciones

Litopenaeus vannamei

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

continuacion y se resumen en fa Tabla 5.

Anilisis mitocondrial.

Al analizar los resultados para el gen de la CO I (fig. 4, 5 y 6) encontramos dos pafrones que
lamamos 2 y b, el primer patron de bandas corresponde a aquellos individuos donde los
sitios de restriccion son los mismos en ¢l patron tedrico, el segundo caso lo muestran dos
individuos de la poblacion de Sinaloa donde existe un sitio mas de corte para la enzima Rsa
I, que se encuentra en el segmento de 319 pb dejando dos bandas mas pequefias. Para el gen
168 (fig. 7, 8 y 9) hemos llamado a al esquema que coincide con las cartas de restriccion y al
1gual que en el caso anterior se encontrd un segundo patrdn b donde Alu I reconoce un sitio
mas que los esperados. Existen dos individuos de Ia poblacién de Sinaloa que presentan esta
segunda opeion de patron de bandas para 1685, esto diferencia a las dos poblaciones, pues en
Panamé la frecuencia de individuos con el patrdn tedrico es 12/12, es decir de cada
individuo estudiado presenta el mismo patrdn que el esperado, en la otra poblacion existen

casos diferentes (tabla 5),

Amilasa S-R

Se designé a al patrén de bandas que se observan después de una digestion con Rsal , b a
los productos de la digestién con Taq I y ¢ a los productos de la digestion con Alu I para el
gen de 650 pb de la Amilasa S-R. La nomenclatura utilizada para el gen de 750 pb fue a”, b”
y ¢, estos coinciden con el patron de referencia que es calculado con los mapas de
restriccion. En la poblacion de Sinaloa se encontrd un patrén distinto al tedrico para Alu y
fue llamado ¢’* este se encuentra en el segmento de 750 pb y es un sitio menos de

reconocimiento de Alu I entre el fragmento de 110 y 348 pb. Para todos los casos en
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algunas fotografias se observan rastros de la banda original producto de fa PCR o bandas
difusas intermedias que han sido explicadas como digestiones parciales. Hemos elegido las
enzimas de restriccion como marcadores genéticos que han sido utilizados en los dltimos
aftos, en estudios de estructura de poblaciones naturales o de cultivo, en especies de
importancia comerctal como la langosta (Silberman et al., 1994), salmones (McKay et al,
1996), en bivalvos (Rigaa et al , 1997) y camarones (Benzie et al, 1993; Bouchon et al |
1994; Tassanakajon et al., 1997) por nombrar algunos ¢jemplos, en los que se ha propuesto
estos marcadores como efectivas herramientas para explorar las estruc;tura 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
variacion en los patrones de restriccién distintos a los esperados en las cartas de restriccion
en la poblacion de Sinaloa proveniente del medio natural, mientras que se muestra mas
homogénea la poblacidon Panamefia 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 geograficas. Sin embargo, también puede verse que como es de

esperarse, la poblacidn silvestre muestra variacion genética.

Microsatélites

Los resultados de los microsatélites también fueron nombrados con letras de la a a la f para
su andlisis 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 opcidn adecuada aumentado el nimero de

muestra y secuencias a analizar.

+
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Tabla 5. Resultades de la comparacion de dos poblaciones de camardn blanco L. vannamer, con base en el
anatisis de los polimorfismos de los fragmentos de restriccion y de microsatélites. no. individuo=de 1 a S3
poblacidn de Sinalea, de 11 a P3 poblacion de Panamd, *=no caracterizado

L. vannamei
Amilasa S-R | Amilasa S-R
650pb Alel | 750 pb Aluk
no. individuoy CO1 165 Rsaf Taql Rsal Tagl | Microsatélites
1 * * L3 a b * *
i) * * * * *
3 a a cad ca' b *
4 a a cab ca b ab
5 b * cab * *
6 a a cab ¢ a’ b’ bd
7 * a * ¥ *
8 a a cab * *
9 a * * * bb
10 a 2 cab ca'b ac
S1 a a cab é ab
82 b b cab ¢ a’b’ *
33 * b cab ¢ a'bh’ aa
il & a * *
2 a a ¥ * aa
13 a a cab ‘a’b’ bb
14 a a cab ‘a"b’ *
15 a a cab ‘a’v’ *
r 16 a a * ¥ be
17 a a cab cra'b’ *
18 a a cab c'a'b’ ef
19 a a cab ca"b’ *
20 a a * * bf
Pl * * cab ‘a’b’ ee
P2 a cab c'a'b *
P3 a a * * *

L. setiferus
Hemos trabajado con esta especie siguiendo con la linea de investigacion iniciada por
nuestro grupo de trabajo en 1995 (Arena, 1995) donde con el uso de técnicas de genética-

bioquimica se han encontrado evidencias de diferencias entre las poblaciones de este
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camardn blanco en el Golfo de México. Siguiendo con este esfuerzo y retomando log
resultados de diferencias utilizando caracteres morfologicos y diferencias bioquimicas, se
iniciaron los estudios en torno a la amilasa por st gran importancia en el metabolismo de los
glicidos, que puede ser una herramienta en programas de seleccion genética, ademds de los
marcadores mitocondriales que son clasicos en estos estudios, Utilizamos las secuencias de
L. vannamei para el anilisis de esta especie pues elegimos genes con secuencias conservadas
{Machado, 1996). Desgraciadamente no fue un asunto trivial amplificar los fragmentos de
interés utilizando los oligos disefiados para L. vannamei y no contar con una téenica
estandar toma tiempo y reactivos, lo cual dificulta un poco la interpretacién, asi pues para el
gen 168 se cuenta con un numero reducido de muestras,

El gen de la CO [ muestra para las tres enzimas patrones de digestion semejantes a L.
vannamei con algunas diferencias entre poblaciones, también en este caso se cuenta con
pocos resuitados.

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 segun la secuencia de L, vannamer,
estas bandas difieren entre los organismos, y por consiguiente en los productos de las
digestiones, dejando como resultado un patrén de bandas en el cual, algunas se conservan y
otras permiten diferenciar a las especies. Estos resultados coinciden con los de Bouchon et
al,, 1994, quien afirma encontrar diferencias entre poblaciones de camarones cuando utiliza
ADNmt, mientras que cuando se analizan la variacion de aloenzimas se encuentra bajo nivel
de subdivision de poblaciones de Penaeidos. En investigaciones de organismos como la
langosta (Silberman 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 distribucién continua.
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1V Discusion

Se encontraron diferencias al analizar los polimorfismos de los fragmentos de restriceién
entre poblaciones de L. sefiferus, para los tres genes estudiados CO I, 168 y amilasa S-R,
cuando son digeridos con la enzima Taq I, mostrando diferencias entre las poblaciones.
Existen distintos sitios de corte entre las dos especies, ya que las secuencias no estan
conservadas y para L. sefiferus, es probable que se presenten genes complementarios.

Las poblaciones de L. seffferus se pensaban hasta hace unos afios como parte de una gran
pob'acion distribuida a lo largo del Golfo de México (Lester y Pante, 1992); sin embargo, es
posible descubrir diferencias con el use de nuevas tecnologias que permiten obtener
informacion a niveles mas finos, por ejemplo, de las caracteristicas moleculares.

Para L. vannamei, no se observaron diferencias entre pobiaciones cuando se analizaron los
polimorfismos en los fragmentos de restriccion, para los genes CO 1 y 168; para el analisis
del gen de la amilasa S-R, se observé que algunos de los individuos aparentemente cuentan
cc;n un solo gen, por lo que se recomendaria como un marcador sensible a las diferencias en
estas poblaciones, para lo cual es necesario amphar el tamafio de la muestra. Sin embargo, al
analizar la region microsatélite de los genes de la amilasa se observaron diferencias en las
frecuencias alélicas dentro de la especie, ademas en la presencia ausencia de algunos alelos;
por ejemplo, tos alelos a y d estan presentes en la poblacion de Panamd, mientras que el
alelo { se observo solo en la poblacién de Sonora. En particular este marcador molecular,
por su caracter de alta variabilidad, ha sido reportado como una herramienta fina que
permite explorar diferencias de las secuencias nucleotidicas entre organismos de una misma
poblacion separados geograficamente, la cual ha sido desarrollada para organismos de
importancia ecundmica, 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, podrian compararse ambas secuencias, en este estudio solo se
cuenta con fa informacion completa para L. vannamel y no para la otra especie, por lo tanto
el no trabajar con secuencias universales puede presentar dificuliades en la amplificacién
como surgieron 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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SECCION It

I Discusién General

Litopenaeus setiferus

El Golfo de México es una region dinidmica, los aspectos fisicos y biologicos que lo
caracterizan estin en constante cambio, a escalas de afios, semanas e incluso dias,
caracteristicas como los huracanes, aportes de rios, sistemas lagunares, regiones climéaticas,
provincias de sediméntos, productividad, corrientes, mareas, hacen de éste un sistema
complejo, con fronteras naturales abiertas y de limites variables, que se refleja en los
patrones de distribucion y el comportamiento de las comunidades de los organismos que lo
habitan (Yéafiez y Sanchez, 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, asi como de la circulacion costera y la transicion sedimentologica entre
provincias deltdica y carbonatada, se han delimitado dos subsitemas ecoldgicos, una zona
heterogénea fuertemente influenciada por el aporte de estuarios y rios adyacentes, con
ciertas caracteristicas de transparencia, salinidad temperatura, etc., y una zona tipicamente
marina, homogénea, con caracteristicas distintas a la anterior (Yéfiez et al., 1983). Por otro
lado existen otros factores como la temperatura y quizd la safinidad que controlan las
distribuciones disyuntas de algunas formas, pero no pueden pasarse por alto los factores
ecologicos. Existen numerosos gjemplos de especies que muestran variacion geografica a lo
largo del Golfo de México, come un reflejo de la variacién ambiental en la que habitan, uno
de ellos son los cangrejos del género Uca. Existen trece especies en el Golfo, cinco de eflas
son endémicas, distribvidas de acuerdo a preferencias de temperatura, salinidad y sedimento
para cada una. Morfologicamente son tan parecidos que se han confundido registros de una
especie con ofra, como en el caso de Uca pugilator, con U. pabacea, U. marguerita con U.
burgersi, entre otros. La principal caracteristica que diferencia sexos y especies, es la forma
de una gran quela. También las diferencias residen en la presencia de pubescencias, u otras
caracteristicas muy finas del exoesqueleto. Las estrategias reproductivas, las conductas de

territorialidad y los patrones de alimentacion son semejantes entre ellos (Britton y Morton,
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1989). Las i‘.ostas del Golfo de México pueden ser reconocidas por la abundancia de
camarones Lifopeneidos. Esto no significa que los camarones son los miembros dominantes
en el sentido de que su presencia determina [a 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. sefiferus que ha declinado por tener un predador
tan fuerie como lo es el hombre, ha sido reemplazado por Farfantepenaeus aztecus y L.
duorarum invadiendo otras partes del ecosistema. Es decir el ecosistema depende de un
conjunto de factores ademas de los climaticos, como lo son las condiciones bioticas,
ecoldgicas e histéricas. Particularmente en los camarones se ha observado por ejemplo que
el sustrato tiene un impacto directo sobre el crecimiento de estos organismos (Ritvo et al,,
1998). En este trabajo analizando las variacion dentro y entre poblaciones de L. sefiferus se
encontraron diferencias morfolégicas y moleculares. En ¢l caso de las poblaciones de
Veracruz y Campeche se encuentran localizadas en distintas regiones climaticas, existen
diferencias en el tipo de sedimentos que separa estas poblaciones, y el tipo de aporte de los
rios (Britton y Morton, 1989). Ademés existe un cafidn submarino que constituye un limite
de separacion de los depdsitos de caliza, de las arcillas y limos entre ia plataforma
continental de Campeche y Veracruz (Morelock v Bryant, 1971). Los polimorfistmos en los
fragmentos de restriccion particularmente para el gen de la CO I, han sido utilizados para
examinar la estructura de poblaciones de organismos marinos (Kitaura et al, 1998),
encontrando variacién en la secuencia para organismos de distintas poblaciones en una
misma especie, y para €l gen de la Amilasa S-R donde se encontrd la evidencia de genes
complementarios distintos a los esperados con relacién a la fuente tedrica, en
investigaciones con este gen se ha observado que presenta un alto nivel de variacién (Van

Wormhoudt y Sellos, 1996),

L. vannamei

Para esta especie, su habitat el Pacifico, tiene una plataforma continental mas o menos
uniforme en amplitud (25 a 50 km.), las rocas més profundas y expuestas a lo largo de la
costa mexicana son principalmente de origen Igneo y metamérfico, asi que se tiene desde

Cabo Corrientes hasta el Golfo de Tehuantepec los mismos tipos de sedimentos incluyendo
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rocas metamorficas precdmbricas a mesozoicas y sedimentos cretasicos con intrusiones de
plutones. La estructura térmica del Pacifico 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 rios, lluvias y evaporacion entre otras. El Pacifico tropical mexicano es una
regién de corrientes débiles por 1o menos con dos zonas de frentes principales que favorecen
la presencia de la capa de minimo oxigeno. El Océano Pacifico se divide en areas ricas y
pobres en nutrientes, las cuales se distinguen en funcidn de la detectabilidad de nitratos. En
general el Océano Pacifico es pobre en elementos nutritivos pues se aprecia que los nitratos
ger _1zlmente son indetectables en los primeros 10 m de profundidad mientras que los
fosfatos vy silicatos siempre estin presentes, ast como el nitrdgeno amoniacal (De la Lanza,
1991). El camarén blanco del Pacifico, ha sido muy estudiado dada su importancia en la
industria acuicola Para esta especie se cuenta con informacion detaliada en distintos niveles
de estudio. En relacién al analisis de la variacion geografica a nivel genético en esta especie
se han explorado poblaciones de Sonora, Panama y Ecuador, encontrando niveles muy bajos
de diferenciacion entre poblaciones silvestres (Sunden y Davis, 1991). Los estudios de
variacion geografica toman en cuenta que este es un proceso multidimensional, que
involucra fa adaptacion de algunos caracteres a una variedad interdependiente de factores
ambientales (geneticos e historicos) cuyos gradientes y rangos producen complejos
contextos. En estos estudios todavia hoy en dia, uno de los grandes problemas es la
dificultad por distinguir la variacién geografica de la induccion directa del ambiente (Gould v
Johnson, 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 reproduccion. Se ha reportado que los individuos provenientes
de un mismo "evento reproductivo" 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 encontrd el mismo patrdn de bandas para CO I, 168, y para la amilasa cuando se
compararon los polimorfismos en los fragmentos de restriccion, en las poblaciones naturales

y en las referencias tedricas; sin embargo si se analiza de manera mas fina ¢l 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 estan
correlacionadas con el tipo de marcadores que se utilicen,

Se ha observauo con base en el registro fosil que los crusticeos son un grupo que ha sido
capaz de generar diversas combinaciones en torno a una misma forma, ademés de presentar
patrones de convergencia morfologica. Segin el registro fosil estos individuos han estando
intrinsecamente relacionados con su biogeografia, hoy se sabe que los patrones de
distribucidn de los crustaceos pueden explicarse con la hipotesis de vicarianza, observando
que las especies se han ido modificando por efectos de deriva continental, apertura y cierre

de océangs, especiacion y extincion (Lawrence, 1982).
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II Conclusion General

Se cuenta con un sistema de captura de imfgenes con un error de medicion asociado a la
captura de datos de 1.7x10° %,

Para estas dos especies se corrobora que el uso de las herramientas morfométricas y
moleculares se complementan proporcionando informacién de la variacion intra e
interespecifica.

Se encontraron diferencias entre sexos dentro de las poblaciones v entre las especies; para
los valores del CV, en L. sefiferus los valores mas altos las presentan las hembras, en el caso
de L. vannamei, los valores mas altos se encontraron para los machos.

El anilisis de varianza muestra diferencias significativas entre sexos para las poblaciones de
ambas especies. para diferentes caracteres morfométricos.

E! anélisis de componentes principales permite diferenciar a las dos especies, sterdo los
anchos del primer, tercer y cuarto segmentos abdominales determinan la diferencia
interespecifica.

Los valores asociados a los dos primeros componentes son los mismos en cada poblacion, a
excepcion de la poblacion de Chiapas, donde al primer componente no se encuentra
asociados fos largos del cefalotérax, de los segmentos 2y 4.

Los genes CO I, 165, y Amilasa S-R cuando son digeridos por la enzima Taq I, son
marcadores efectivos para resaltar tas diferencias inter € intraespecifica.

Los microsatélites son una herramienta fina para distinguir las diferencias entre poblaciones,
evidenciando diferencias en la frecuencia alélica asi como de la presencia ausencia de alelos
entre poblaciones.

Se recomienda seguir el estudio del gen de la Amilasa S-R, ampliando el nimero de muestra,
si ge esta interesado en los cambios de frecuencias fenotipicas y genéticas a corto plazo en
estos Crusticeos.

Se recomienda el desarrollo de los microsatélites para la caracterizacion poblacional.
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Independientemente de las teorias evolutivas para los crustdceos que explican la variacidn
geografica para estas dos especies, no se puede hablar de una gran poblacion distribuida a fo
largo de un gradiente geografico, sin presentar cambios entre poblaciones, si no que el
conjunto de las fuerzas azarosas o dirigidas se expresan en la variacion de sus caracteres y

marcadores genéticos.
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IV Apéndices
APENDICE 1

Aislamiento del ADN
Protocolo utilizando CTAB

a} Homogeneizar una muestra de 10 mg de tejido en 600 ul de tampon CTAB,

b) Adicionar 20 pl de de proteinasa K (10mg/mi),
¢} Incubar al menos 30 min a 60°C.

d) Adicionar 630 pl de cloroformo alcohol iscamidico (96/4)
¢) Agitar durante 2 min

f) Centrifugar 10 a 15000 g

g) Recuperar la fase acuosa

(se repite dos veces del inciso d al g)

h) Adicionar 2 volimenes de etanol 100 % mas AcNa 3M (30 i por 600 pl de etanof)
i) Agitar 2 min

§) Centrifugar 10 min a 15000g

k) Secar la alicuota y se resuspende en 25 pl de TE 0.1x

Tampon CTAB

Tris Hel pH 8 100 mM
EDTA pH 8 20 mM
NaClt4M

CTAB 2%

B mercaptoetanol 0.2 %

TE pH 3.0
10 mM Tris CI (pH 8)
{ mM EDTA (pH 8)
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APENDICE 2
PCR

Protocolo de amplificacion utilizado
Componente  Volumen {ul)

H0 16

dNTP 2

Oligo 1 2

Qligo 2 2

ADN 3 (siempre en concentracidn de 0, Lug/ul)
Mg 1

Tampon 10x 5

H,0 18.5

Taql 0.5  (BEuroTaq II de Furebic)

Para la amplificacion se utilizd un termociclador Appligene Crocodile II.
El programa utilizado para la amplificacién de CO y 16 S fue:

94°C 1’30
43°C 1730 (esta temperatura difiere para cada fiagmento y cada especie}
72°C §° iy
40 ciclos
94°C 1°30
48°C 1730
72°C 10¢
1 ciclo

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 5

10 ciclos
94°C 157
58°C 30
68°C 607

8 ciclos
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24°C 157
58°C 307
68°C 70

2 ciclos
94°C 15™
38°C 30
68°C %

8 ciclos
94°C 15
58°C 30¢
68°C 107

8 ciclos

Precipitacion

88

El producto de la PCR es precipitado adicionando S pl de AcMNa 5M, pH 8; y 150 pl de
alcohol 100%, se agita y se incuba al menos por 30 min a -20 °C, 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,

Efectroforesis en geles de agarosa 1.2%

Gel {para 100ml)

1.2 gr de Agarosa

2 mi de Tampon TAE 50x
3 i de Bromuro de Etidio

Tampon TAE 50x (para 1 litro)
242 gr de Tris

57.1 ml de Acido Acético

100 mi de EDTA 0.5M apH 8

El tampon para la electroforesis
980 ml de H;0O

20 ml de TAE 50x

30 wl de Bromuro de Etidio

Seccidn {II. Apéndices
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Marcadores
Marcador Pst 1

Para preparar el marcador se digiere con la enzima de restriccion Pst 1 una muestra de ADN
del fago Lambda.

50 ug de ADN

20 pl de tampon H 10x (Promega)

20 pl de enzima Pst 1 (Promega}
2hrsa37°C ‘

150 st de glicerol

150Ul TE

100 i de solucion colorante {(Maniatis, 1982)

Para tener una solucion final en una concentracién de 0.1 pg/il

Talla de los fragmentos (pares de bases)

11501 pb
5077pb
4749 pb
4507 pb
2838 pb
2552 pb
2140 pb
1980 pb
1700 pb
1159 pb
1091 pb
805 pb
514 pb
468 pb
444 pb
339pb
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El marcador,, A/ Hind 111
Este marcador tiene una doble digestion con EcoR 1

Talla de los fragmentos (pares de bases)

5150 pb
4980 pb

1910 pb
1580 pb

1380 pb
950 pb

830 pb

2123 pb

3520 pb
2020 pb

90
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APENDICE 3

Clonacién
Se utilizd el sistema de vectores pGEM-T Easy, como método para clonar os productos de
la PCR.

Xmn 1 2009
Nael
Scal 1890 \2710
T7
1o i 1 starl
Apal 14
Aafil 20
Sphl gg
Amp’ Ncol
P pGEM=-T Easy lacZ BsiZ | 43
Veclor T g:f 'u 23
[+

(30180p) geaRy | 52
Spe! 64
EcoR | 70
Notl 7
BstZ | 77
Pstl 88
i Sall a0
Ndea | 97
Sacl 108
BstXt 118
Nsil | o7
141

T sp5

Mapa circular del'Vector.

T7 Transcnpton Slart

5. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCOCG ACGTC GCATG GTCCC GGCCG CCATG
3. .ACATT ATGCT GAGIG ATATC CCGCT TM[CC CGGGC TGCAG;ICGTAC G!AGGG CCGGCHGGTF\C
“‘ {

T7 Promater
Apal Aarh Spht BiiZ1 Neol
GCGGC CGCGG GAATTY CGMT.‘J'(CI anad in serl) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGGE YCGAC
CGCCG GCGCC CYTAAGCTA - ITTAGTG ATCAC TIAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
P Norl Sanl
B o* I EcoR) Spst EccR poer Psrl

SP6 Transcriplion Siart

CATAT GGGA DAGCT CCCAL CGCGT TGGAT GCATAGCTTG AGTAT TCTAT AGYGT CACCT ARAT. ¥
GTATACCCY CTCGA GGGET GCGCA ACCTA CGTA‘;’ CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA .5

SP6 Promaler

‘
Hoel Sact Bsrx1 Nsib

El promotor y la secuencia del vector pGEM-Easy.
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Recuperacion del ADN Plasmidice

Las colonias se incuban en 3.5 m! de SOB en un medio con antibidtico {ampicilina. 100 |
g/ml) durante toda la noche a 37 °C, se centrifiuga para recuperar las alicuotas, las cuales son
resuspendidas en 200 pl de STET, se adicionan 50 uf de lisozimas (10 mg/ml de STET).
Después de dos minutos en agua hirviendo se recupera el sobrenadante que se precipita con
350 il de isopropanol y se lava la alicuota tres veces con etanol 75%, después de secar la
alicuota se resuspende en 100 pl de agua.

Para liberar el fragmento de ADN del plasmide se hace una digestion de 20 yl de la
extraccion utilizando dos enzimas, 1 de EcoR I | en presencia de 2 ut de RNAsa y del
tampon correspondiente {Promega). La digestion se interrumpe con 7 pl de solucion
colorante, se hace un gel control en un gel de agarosa 1% con un tampon de TEA

{Maniatis, 1982).
Secuenciacion

Ei método comienza con la desnaturalizacion del ADN con NaQH, las muestras se incuban
a 37 °C, después el ADN es naturalizado con NaCl.

En una segunda etapa el “ primer ” se fija a la muestra durante 10 min a 37 °C. Los oligos
marcados son incorporados sobre la hebra de ADN adicionando **S-dATP en presencia de
DTT, de dNTP y de la ADN polimerasa.

En una ditima fase en cuafro tubos diferentes, la concentracion de cada desoxinucledtido es
aumentada y un didesoxinucledtido trifosfato es adicionado. La sintesis de ADN continua
hasta que todos los fragmentos son terminados por un didesoxinucledtido {(que no contiene
el grupo 3" hidroxilado lo cual impide la elongacion), entonces se obtienen los fragmentos de
diferente talla en cada tubo.

La reaccion se detiene adicionando EDTA y formamida; se desnaturaliza con 75 °C y se
depositan las muestras sobre un gel de acritamida (5%) urea de 0.4 mm de espesor, 320 x
400 mm (anexo 1), posteriormente 2l corrimiento el gel es fijado con 4cido acético (7%)-
etanol (20%), se lava con 200 mi de etanol al 20%; y se deja secar (SLAB gel Driyer,
modelo SE 1160, Hoeffe Scientific instruments) durante una hora, las secuencias se leen por

autoradiografia
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APENDICE 4
RFLPs

El protocolo de digestion seguido fue el siguiente:

Componente  Volumen (1)

ADN 5

H,0 83
Tampon 1.5
Enzima 2 unidades

Lar .nusestras se incubaron durante dos horas en el caso de Alul y Rsala 37 °C y para Taq
fa65°C.

La reaccidn se detiene adicionando 5 i de azul.

El gel agarosa 2% para la electroforésis es €l mismo que se utilizo en [a PCR solo que se
adicionan 2 gr de agarosa.
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APENDICE §
El programa de PCR para amplificar ef gen de la amilasa se realizé a 56°C por 35 ciclos Las
cantidades de reactivos y muestras siguen el mismo protocolo antes descrito en el anexo 2

Los oligos utilizados fueron:

pPVv17
5TCAACACGGATTTCTTCAAGGCS’

PV20R -
S'ATG GCT TCG CCA CCT ATG AAT3
Para el marcaje con la sonda

Componente Volumen (pi)

sonda 6 (60 pmoles)
Tampon 10x 2

ATP 10

PNK 2

Las muestras se corrieron en un gel de secuencia (ya se ha descrito las caracteristicas en el
anexo 3), se utilizd como marcador 12 secuencia de fa Glucosidasa 12R.
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