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RESUMEN

Los balanos rizocéfalos son organismos altamente especializados al parasitismo de
crustaceos, principalmente decapodos. Cuentan con un cuerpo dividido en una region
interna y un saco llamado externa. Loxothylacus texanus es parasito de las jaibas
Callinectes rathbunae y C. sapidus en la zona costera del Golfo de México. Con el
proposito de estudiar la variacién entre poblaciones de L. texanus, se analizo el gen ITS]
que forma parte del DNA ribosomal, y es una region altamente variable. Loxothylacus
texanus presenta larvas de tipo lecitotrofico y su ciclo de vida se lleva a cabo dentro de los
sistemas estuarinos, por lo que se esperaria un alto grado de diferenciacion genética entre
las poblaciones. El objetivo de este trabajo fue estimar las diferencias a nivel genético de
diferentes poblaciones de L. texanus en el Golfo de México. Se capturaron jaibas
parasitadas de las lagunas de Tamiahua, Alvarado y Sontecomapan, Veracruz; El Carmen,
Tabasco; Atasta, Campeche; y Apalache, Florida y se obtuvo la secuencia el gen ITS1 para
calcular la variacion inter e intrapoblacional, asi como una analisis filogenético de los tipos
de secuencias encontrados. La variacion dentro de cada poblacion fue de 0 nucledtidos, y
entre las poblaciones fue de 0 a 4 inserciones/deleciones. Ademas se encontr0 una
secuencia divergente del ITS1 en organismos de Alvarado. No existe relacion entre
diferencia genética en el ITS1 y distancia geografica. El analisis sugiere que pudo existir en
el pasado un polimorfismo en-el ITS1 de L. fexanus en el Golfo de México gracias al flujo
genico. Se puede considerar también que las poblaciones de L. texanus pudieron haber
pasado por un cuello de botella que redujo la diversidad en el ITS1. Este escenario permite
suponer que la region ITS1 de L. texanus en las lagunas de Alvarado, Sontecomapan y El

Carmen se encuentran en un proceso de diferenciacion del resto de las poblaciones.



ABSTRACT

Rhizocephalan barnacles are highly specialized organisms, parasites of other crustaceans,
mainly decapods. Thier body is divided into an internal region and an external sac named
externa. In the coastal zone of the Gulf of Mexico Loxothylacus texanus parasitizes the
crabs Callinectes rathbunae and C. sapidus. With the objective of studying the variation
among populations of L. fexanus, we analyzed the highly variable ITS1 region, that is part
of the ribosomal DNA. Loxothylacus texanus presents lecitotrophic larvae and its entire life
cycle takes place inside estuarine systems, suggesting that there could be a high degree of
genetic differentiation among ﬁopulations. The objective of this work was to estimate the
differences at the genetic level of different populations of L. fexanus in the Gulf of Mexico.
We sampled parasitized crabs in the coastal lagoons of Tamiahua, Alvarado and
Sontecomapan, Veracruz; El Carmen, Tabasco; Atasta, Campeche; and Apalache, Florida.
The nucleotide sequence of the ITS1 gene was obtained for every population. We estimated
the variation within and among populations, and conducted a phylogenetic analysis using
the different types of sequences found. The within-population variation was of zero
nucleotides, while among populations it ranged between zero and four insertion/deletions.
There is a divergent sequence in some organisms from Alvarado lagoon. We found that
there is no relation between genetic difference in the ITS1 and geographic distance. The
analysis suggests that there could have been a certain degree of polymorphism in the ITS1
in the past for L. texanus in the Gulf of Mexico due to genetic flow. It can also be
considered that L. fexanus might have undergone through a bottleneck that reduced genetic
diversity in the ITS1. In this scenario, the ITS1 of L. texanus for Alvarado, Sontecomapan
and El Carmen lagoons may be in the middle of a differentiation process that will separate

them from the other populations.
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INTRODUCCION

Loxothylacus texanus

Los balanos rizocéfalos son organismos principalmente marinos altamente especializados al
parasitismo de crustaceos, principalmente decapodos (De la Fuente, 1994; Walker, 2001)
(Figura 1). Entre estas adaptaciones se encuentran la ausencia de tubo digestivo, de
apéndices y de segmentacion en el estado adulto (Ruppert y Barnes, 1996). Los miembros
de la familia Sacculinidae cuentan con un cuerpo dividido en dos regiones; un saco externo
o “externa”, de forma ovalada situado en el abdomen del hospedero y un sistema radicular
que se extiende al interior de los tejidos de éste para obtener los nutrimentos necesarios
para su desarrollo (Walker, 2001). Con el fin de propagarse, el organismo adulto produce
larvas planctonicas en estado nauplio de ambos sexos, que tras cuatro estadios dan lugar a
larvas cipris con un caparazon bivalvo y anténulas con glandulas de cemento con las que la
hembra se fija a las setas de un hospedero (De la Fuente, 1994; Walker, 2001). El parasito
pierde el caparazon y la region toraco-abdominal, manteniéndose fijado por un pedanculo y
envuelto en un dardo o kentrogén, de donde toma su nombre este tipo de larva, y que sirve
para inyectar el paquete celular que pasa al sistema circulatorio e intestino del hospedero,
donde se empieza a formar el sistema radicular (Glenner, 2001). Tras esta fase
endoparasitaria, la externa ya diferenciada en gonada perfora la cuticula tras la muda del
hospedero, emergiendo a través del abdomen. Después el saco externo incrementa su
tamafio y aloja a una larva cipris macho, que luego de sufrir una metamorfosis produce
células espermaticas. Entonces la hembra se convierte en hermafrodita funcional (Glenner,

2001) (Figura 2).

Debido a que este parasito se introduce generalmente en decapodos inmaduros, impide que
se desarrolle la gonada del organismo infectado, lo que ocasiona el fendmeno conocido
como “castracion parasitica” (Charniaux-Cotton, 1960). Ademas de perder su capacidad
reproductiva, las neuroenzimas secretadas por el rizocéfalo provocan en los hospederos
machos deficiencias en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios, haciendo que
presenten caracteristicas externas propias de la hembra (feminizacion), adquiriendo un

abdomen de forma triangular y quelas mas pequeiias que los machos normales, ademas las



hembras maduran sexualmente a una talla menor de lo normal (Hartnoll, 1982). Los
hospederos son significativamente mas pequefios que los adultos no parasitados (Alvarez y
Calderon, 1996), y tienen periodos de intermuda mas largos en la fase endoparasitaria;

deteniéndose el crecimiento y la muda en la fase de “externa” (Hartnoll, 1982).

La captura de la jaiba prieta C. rathbunae y de la jaiba azul C. sapidus, representa un
importante medio de supervivencia para numerosas familias que habitan en la zona costera
de la parte mexicana del Golfo de México al consumirla directamente o al vender su pulpa
(Alvarado y Granados, 1991). Uno de los factores que mas afecta a las poblaciones de estas
jaibas es el parasitismo de L. texanus, al competir con los individuos normales por espacio
y alimento (Alvarez y Calderén, 1996). Este balano rizocéfalo se distribuye a lo largo de
todo el Golfo de México, parasitando hasta al 23% de C. sapidus de Tamaulipas a
Campeche y al 11% de C. rathbunae de la parte central de Veracruz a Campeche (Alvarez
y Calder6n, 1996). Aunque recientemente ha sido introducido al mediterraneo junto con C.

sapidus (Qksnebjerg, 2000).

Figura 1. Callinectes sapidus (jaiba azul), con una externa de Loxothylacus texanus.
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Marcadores moleculares

El uso de técnicas moleculares se ha convertido en una herramienta muy eficiente en el
estudio de las diferencias genéticas entre poblaciones naturales, ya que mediante éstas, es
posible detectar la mayoria de los cambios en nucledtidos debido a diferentes eventos
evolutivos como la deriva génica y la seleccion. Una de las alternativas mas utilizadas
recientemente es el uso de alozimas, con el fin de cuantificar el grado de polimorfismo en
los alelos de un gen (Silva y Russo, 2000; Weber y Levy, 2000). Gracias al desarrollo de la
“reaccion en cadena de la polimerasa” (PCR) (Saiki ef al., 1988), han ganado terreno
aquellas técnicas que permiten conocer directamente la secuencia de nucleétidos de un gen,
siendo ademas muy utiles en trabajos de indole filogenético (Spears et al., 1994; Silva y
Russo, 2000). En el caso de estudios poblacionales es necesario obtener la secuencia de una
region como el espaciador transcrito interno 1 (ITS1) del DNA ribosomal (rDNA), que
ademas de ser altamente variable, se encuentra entre dos regiones muy conservadas, la
subunidad pequefia 18S (SSU) y el rDNA 5.8S (Hillis y Dixon, 1991; Palumbi, 1996;
Schulenburg y Wigele, 1998).

El gen ITS]1, tiene una longitud de entre 237 y 289 pares de bases en el caso de la familia
Sacculinidae (Murphy y Goggin, 2000) y forma parte del DNA ribosomal (rDNA), region
que contiene los DNAs ribosomales que al combinarse con proteinas ribosomales forman
los ribosomas, que son los organelos donde se lleva a cabo la traduccion del RNA
mensajero (Hillis y Dixon, 1991; Palumbi, 1996). Los genes de DNA ribosomal en los
eucariontes, se encuentran organizados en grupos que se repiten varias veces en el genoma
nuclear; estos grupos incluyen una subunidad pequefia (16S a 18S, donde la S son unidades
Svedburg, que es una medida de sedimentacion), un gen 5.8S, y una subunidad grande (26S
a 28S); intercalados entre éstos, se encuentran dos espaciadores transcritos internos (ITS1 e
ITS2); en el extremo 5" de la subunidad pequefia hay un espaciador transcrito externo
(ETS) y entre cada grupo hay un espaciador no transcrito (NTS); (Hillis y Dixon, 1991,
Palumbi, 1996); (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de la ubicacion del ITS1 dentro del ADN ribosomal, y de los
precursores utilizados en la PCR ( Modificado de Palumbi, 1996).

Asumiendo que el crecimiento, maduracion y apareamiento de C. rathbunae y de C.
sapidus se llevan a cabo en el interior de los sistemas estuarinos (Reyes, 1989; Weber y
Levy, 2000), es de esperarse que no haya un importante flujo de genes entre las poblaciones

de Loxothylacus texanus que se encuentren en estuarios o lagunas costeras diferentes.



ANTECEDENTES

Loxothylacus texanus ha sido estudiado entre otros por Loran et al (1992) quienes
determinaron diferentes parametros poblacionales para C. sapidus y C. rathbunae, como el
porcentaje de jaibas parasitadas en la laguna de Alvarado, Veracruz. Posteriormente
Alvarez y Calderén (1996) observaron la distribucién de este rizocéfalo para cada una de
las dos especies de hospedero, la variacion promedio del tamafio de la jaiba, la distribucion
del nimero de “externas” por hospedero, y las modificaciones morfologicas del abdomen
del mismo, en 14 sistemas costeros en el Golfo de México. Alvarez et al. (1999)
establecieron los niveles de prevalencia del parasito, selectividad especifica de huésped y

distribucion del nimero de parasitos por huésped.

Entre los trabajos recientes que utilizan como herramienta las alozimas para conocer la
divergencia genética entre poblaciones de crustaceos estan los de Vanoverbeke y De
Meester (1997) sobre ocho poblaciones de Daphnia magna (Anomopoda) en lagos de
Bélgica y Alemania, Weber ef al. (2000) estudiando /nachus dorsettensis e Hyas coarctatus
(Decapoda) en Irlanda, Brendonck et al. (2000) con Branchipodopsis wolfi (Anostraca) en
Botswana y el de Weber y Levy (2000), donde no se encontro flujo génico entre diferentes
poblaciones de Callinectes danae y C. sapidus (Decapoda) en Brasil. En todos los trabajos
anteriores se encontré una relacion directa entre diferenciacion genética y distancia

geografica.

Otra alternativa en poblaciones de crustaceos ha sido la utilizacion de genes mitocondriales
como marcadores moleculares, en especial la subunidad 16S rDNA. France y Kocher
(1996) encontraron divergencias geograficas y batimétricas en el anfipodo Eurythenes
gryllus (Lysianassiodea) en el Artico y Bucklin y Wiebe (1998) que hallaron una baja
diversidad mitocondrial en diferentes poblaciones de los copépodos Calanus finmarchicus
y Nannocalanus minor (Calanoida). Meyran y Taberlet (1998) con el gen mitocondrial
citocromo ¢ oxidasa I, descubrieron que hay diferentes linajes entre poblaciones de

Gammarus lacustris (Amphipoda) separadas geograficamente en lagos alpinos.
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La utilidad del gen nuclear ITS1 en estudios poblacionales ha sido probada en diferentes
estudios, como el de Boyer ef al. (2001) con cuatro especies de cianobacterias, el realizado
por Andreasen y Baldwin (2001) con 20 especies de angiospermas del género Sidalcea, el
de Tang et al. (1996) con la mosca negra africana Simulium damnosum, y el de Presa et al.
(2002) con 86 poblaciones de trucha café Sal/mo trutta europea, entre otros trabajos. En
crustaceos este gen ha sido utilizado en siete poblaciones del copépodo Microarthridion
littorale por Schizas et al. (1999) en diferentes especies de cambaridos del género
Orconectes (Harris y Crandall, 2000) y en dos poblaciones del camaron Penaeus japonicus
(Chu et al., 2001).

En rizocéfalos destaca el trabajo de Murphy y Goggin (2000) quienes utilizando el
marcador molecular ITS1, estudiaron las diferencias genéticas entre diferentes poblaciones
de Sacculina carcini, que parasita cuatro diferentes especies de jaibas en Europa, y de otras
especies de saculinidos como S. oblonga de Japon, S. granifera y Sacculina sp., ambos de
Australia. Estos autores encontraron una divergencia de entre 23% a 56% en la secuencia

de nucleotidos del ITS1 de las diferentes especies.



HIPOTESIS

Ya que el ciclo de vida de Loxothylacus texanus presenta larvas de tipo lecitotréfico con
poca capacidad de dispersion y a que todo el ciclo de vida del hospedero se lleva a cabo
dentro de los sistemas estuarinos, la posibilidad de flujo génico entre poblaciones se
encuentra reducida por lo que se esperaria un alto grado de diferenciacion genética entre

poblaciones de diferentes cuerpos lagunares debido a aislamiento por distancia.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura genética de seis poblaciones del cirripedio parasito Loxothylacus
texanus en diferentes lagunas costeras del Golfo de México mediante la utilizacion del

espaciador transcrito interno 1 (ITS1) del DNA ribosomal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Calcular la variacion genética del ITS1 dentro de cada poblacion de Loxothylacus texanus

en el Golfo de México.

Estimar la variacion entre el ITS1 de las diferentes poblaciones de Loxothylacus texanus en

el Golfo de México.

Determinar la existencia de migracion o aislamiento entre las poblaciones de Loxothylacus

fexanus.



AREA DE ESTUDIO

Laguna de Tamiahua

Golfo de
México

21218

Figura 4. Laguna de Tamiahua, Veracruz (modificado de Castaneda y Contreras, 1995).

La Laguna de Tamiahua se encuentra en el estado de Veracruz, México, entre las
coordenadas 21° 15'y 22° 06' N y los 97° 23' y 97° 46' W; la limitan al norte el rio Panuco

y al sur el rio Tuxpan y cuenta con una extension de 88,000 ha (Castafieda y Contreras,
1994a). El clima del lugar es de tipo Aw"; (e), caliente subhimedo con Iluvias en verano

(Garcia, 1973).
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Laguna de Alvarado

Laguna

Camaronera

GOLFO DE
MEXICO

Figura 5. Laguna de Alvarado, Veracruz (modificado de Castafieda y Contreras, 1995).

Se encuentra entre los 18° 43' y 18° 53' N y los 95° 42' y 95° 57' W, dentro del estado
mexicano de Veracruz. Esta formada por la laguna de Alvarado, propiamente dicha, Buen
Pais, Camaronera y Tlalixcoyan, principalmente, aunque presenta un gran nimero de otros
pequefios cuerpos acuaticos y zonas inundables. El sistema lagunar esta asociado con el rio
Papaloapan, cuya cuenca cubre una extension aproximada de 39, 189 km®, pasando por los
estados de Oaxaca, Puebla y Veracruz, recorriendo un total de 445 km. Las lagunas cuentan

con una extension de: Alvarado 6,200 ha, Camaronera 3,900 ha, y Tlalixcoyan 1,700 ha
(Castaneda y Contreras, 1994a). El tipo de clima es Aw"y (i'), caliente subhumedo con

lluvias en verano (Garcia, 1973).
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Laguna de Sontecomapan

956'03' Golfo de México

Laguna de

Sontecomapan

Figura 6. Laguna de Sontecomapan, Veracruz (modificado de Castafieda y Contreras,
1995).

Se encuentra dentro del estado de Veracruz, México, entre los 18°01'y 18°34' N, 95° 00' y
95° 04' W. El sistema lagunar se divide en varias zonas: la barra que va desde la playa a
Roca Morro; el canal "El Real", que abarca la zona del rio La Palma y termina en un canal
que se abre para conformar la laguna propiamente dicha, que se divide en tres zonas,
debido a dos deltas formados por el rio Coscoapan. El sistema cuenta con una extension de
891 ha, y la laguna principal tiene una profundidad promedio de 1.50 m (Castaiieda y
Contreras, 1994a). El clima es de tipo: Am (f) (i), caliente himedo con lluvias en verano

(Garcia, 1973).



Laguna Carmen-Machona

93° 54'

GOLFO DE MEXICO

Figura 7. Sistema lagunar Carmen-Machona, Tabasco (modificado de Castafieda y
Contreras, 1995).

Se localiza en el estado de Tabasco entre los paralelos 18° 14"y 18° 24' N y los meridianos
93° 33' y 93° 55" W. El sistema estuarino — lagunar, se forma de las lagunas Carmen y
Machona, cuerpos de agua que se comunican entre si por el canal llamado Pajonal; ademas
cuenta con un par de lagunas asociadas y de menor tamafio, La Palma con 11 km? y La
Redonda con 6 km? El sistema tiene una extension total de 8800 ha (Castafieda y
Contreras, 1994b). El clima es de tipo Am (f) (i) gw", caliente himedo con lluvias en

verano (Garcia, 1973).



Laguna de Atasta-Pom

e S Galfo de

México

Golfo de México

— 18°43'
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Figura 8. Sistema lagunar Atasta-Pom, Campeche (modificado de Castafieda y Contreras,
1995).

Se encuentra ubicada dentro del estado mexicano de Campeche; entre les 18° 33"y 18° 40'
N y los 92° 01' con 92° 14' W. El sistema tiene una superficie aproximada de 30,000 ha,
incluyendo a las Coloradas, Rio Muerto, Palancares, laguneta San Ignacio y los esteros de
San Ignacio y Torno Largo. Las lagunas de Atasta y Pom se comunican a través de un canal
angosto denominado Boca del Pom (Castaneda y Contreras, 1994b). El clima de la zona es

de tipo Am (w), caliente himedo con lluvias en verano (Garcia, 1973).



Bahia Apalache

Figura 9. Bahia Apalache, Florida.

La Bahia Apalache esta localizada al noroeste de la peninsula de Florida, al sur del Refugio
Nacional de Vida Silvestre San Marcos; va de los 29° 56'N y 84° 21"'W, a los 30° 4'N y 83°
59°W, extendiéndose por 37 km de oeste a este. La bahia recibe la descarga de varios rios,
principalmente el Ochlockonee y el Aucilla; y a lo largo de la costa la vegetacion es de
pastos sumergidos (Fernald y Purdum, 1992). La temperatura media anual es de 20.5 °C, y

el clima es de tipo Bm, templado hiumedo (Britton y Morton, 1989).
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Distancia sobre la costa

La distancia sobre la costa existente entre las diferentes lagunas costeras estudiadas, fluctiia

entre 90 km de Alvarado a Sontecomapan, ambas en Veracruz, hasta 3250 km entre la

bahia Apalache en Florida y la laguna de Atasta en Campeche (Cuadro 1).

Apalache | Tamiahua | Alvarado | sontecomapan | Carmen Atasta
Apalache
Tamiahua 2440
Alvarado 2750 350
Sontecomapan 2840 440 90
Carmen 2990 590 240 150
Atasta 3250 850 500 410 260

Cuadro 1. Distancia en kilometros sobre la costa de diferentes lagunas costeras del Golfo de
Meéxico (Calculado con ayuda del Atlas Mundial Microsoft Encarta, 1996-2000).



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de tejido de Loxothylacus texanus

Se colectaron 17 jaibas pertenecientes a la especie Callinectes rathbunae parasitadas por el
rizocéfalo Loxothylacus texanus, con el fin de conocer la wvariacion genética
intrapoblacional del gen ribosomal ITS1 (Baverstock y Moritz, 1996) en la laguna de
Alvarado, Veracruz. En la laguna costera de Atasta, en el estado de Campeche, la muestra
fue de cinco parasitos, en las poblaciones de Sontecomapan, Veracruz y El Carmen,
Tabasco, se tomaron cuatro externas, mientras que en Tamiahua, Veracruz, el nimero de
individuos del rizocéfalo fue de tres. En todos los casos el hospedero pertenecia a la especie
Callinectes rathbunae, excepto en Atasta, donde las jaibas parasitadas eran de la especie C.
sapidus. En el sitio de muestreo, el saco externo del rizocéfalo fue separado del cuerpo de
su hospedero (Murphy y Goggin, 2000) y preservado en alcohol al 96% (Dessauer et al.,
1984; Dessauer et al., 1996). Adicionalmente se utilizaron dos externas de Loxothylacus
texanus, de jaibas de la especie Callinectes sapidus preservadas en alcohol al 100%,

provenientes de la Bahia Apalache en el estado de Florida, Estados Unidos.

Extraccion, amplificacion y secuenciacion del DNA

El DNA total se extrajo del saco externo de Loxothylacus texanus mediante el método
estandar de extraccion fenol-cloroformo (Hillis et al., 1996a). Con la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), se amplifico la region 3" de la subunidad pequeiia 18S (SSU), el
espaciador transcrito interno 1 (ITS1), y la region 5° del gen 5.8S; lo anterior, utilizando el
promotor delantero BD1: (5'—- GTC GTA ACA AGG TTT CCG TA - 37) localizado en la
region 3" de 18S, y el promotor reverso SAC3: (5'- GTT TGT GTC CTG CAA TTC GC -
37) en la region 5° de 5.8S (Murphy y Goggin, 2000). El programa de amplificacion
consistid en: desnaturalizacion del DNA a 92°C por 60 segundos, alineacion de los

precursores a 60°C por 30 segundos, y extension de las cadenas a 72°C por 90 segundos
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durante 35 ciclos. La purificacion de los amplificados se llevd a cabo mediante la
utilizacion del QIAGEN Purification Kit (QIAGEN, 2003). Los productos asi obtenidos
fueron enviados al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia de la
UNAM, donde fueron secuenciados de manera directa en un secuenciador automatico de

ADN (ABI Prism 310), en ambas direcciones.

Variacion intrapoblacional

Las secuencias de nuéleétidos del espaciador transcrito interno 1 (ITS1) de Loxothylacus
texanus de la laguna de Alvarado, Veracruz, fueron alineadas visualmente con la ayuda del
programa BioEdit (Hall, 1999) y delimitadas por comparacion con las publicadas por
Murphy y Goggin (2000). Se observaron los cambios entre las diferentes secuencias de

nucleotidos dentro de la poblacion para calcular dos parametros: la diversidad nucleotidica

(m) (Net, 1987),

n=2pipjmy donde: pi= frecuencia de la secuencia i
pj = frecuencia de la secuencia j

mij = proporcion de nucledtidos diferentes entre la secuencia iy j,

y el nimero promedio de diferencias pareadas Wakeley (1996b),

n-1 n
k=_ 2 Z Z ki
n(n_ 1) =l 1"=1+1
donde: n = nimero de secuencias muestreadas

ki = nimero de diferencias observadas entre la
secuenciaiei’,

| 74



Variacion interpoblacional

Conocida la variacion intrapoblacional se tomaron las secuencias de la region ITSI1 de L.
texanus y se alinearon visualmente con la ayuda del programa BioEdit, con el fin de
calcular el nimero promedio de diferencias pareadas entre cada poblacion (d ) (Wakeley,
1996a)

ne = nimero de secuencias de la poblacion x

ny = namero de secuencias de la poblacion x

kii-= nimero de diferencias observadas entre la
secuencia i de la poblacion X y la secuencia j de
la poblacion Y,

Posteriormente se tomo una secuencia perteneciente a cada cuerpo lagunar y se calculé la
distancia p, que consiste en la proporcion de sitios variables (Hedrick, 2000), con el

programa MEGA version 2.1 (Kumar et al., 2001),

p=S donde: S = niimero de sitios diferentes

N = nimero total de nucleoétidos.

y se relaciono la distancia genética (p), con la distancia geografica en kilometros sobre la

costa.



Analisis filogenético

Tras identificar cada una de los diferentes tipos de secuencias de nucleétidos del ITS1
encontradas en las seis poblaciones de L. fexanus, se realizd una reconstruccion filogenética
utilizando el criterio de maxima parsimonia mediante una busqueda exhaustiva con el
programa PAUP Version 4.0b8 (Swofford, 1993), utilizando las inserciones/deleciones
como un quinto estado de caracter. Para esto se utilizO, como grupo externo la misma
region del rizocéfalo Saculina carcini (GenBank, numero de acceso AF109346); (Murphy y
Goggin, 2000). Por ultimo se hizo un mapeo de las poblaciones dentro del cladograma

obtenido a partir de los tipos de secuencias encontrados (Avise, 2000).



RESULTADOS

Variacion intragenémica

Dentro de los 17 fragmentos correspondientes al gen ITS1 de la laguna de Alvarado, cuatro

presentaron una serie diferente de nucledtidos al ser leidos en direcciéon 5°— 3°. Esta

secuencia divergente tiene una longitud de 238 pares de bases, de los cuales 37 son

variables, presentando una proporcion de nucleétidos variables de p = 0.1548. De estos 17

son transiciones, 19 transversiones, y una insercion/delecion (Figura 10).
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Figura 10. Alineamiento de una secuencia del gen ITSI
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correspondiente a Alvarado, y la secuencia divergente de ITS1 de la misma
poblacion. Notacion: (. ) misma base que ITS1, ( —) delecion o insercion.
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Variacion intrapoblacional

Se obtuvieron un total de 17 secuencias de la region 3 de la subunidad pequefia 18S, el
espaciador transcrito interno 1 (ITS1), y la region 5° del gen 5.8S, pertenecientes a la
poblacion de Alvarado, de L. texanus; con una longitud total de 334 pares de bases, de las
cuales 23 nucleotidos corresponden al 18S, 239 al ITS1, y 72 al gen 5.8S. Las 17 muestras
de esta poblacion presentaron la misma secuencia de nucleotidos, por lo que la diversidad
nucleotidica fue de m = 0, por la misma razon el nimero promedio de diferencias pareadas

fuede k=0.

Las secuencias de cada una de las otras cinco poblaciones de L. fexanus en el Golfo de
México, tuvieron el mismo valor de m = 0 y de k = 0, al tener la misma secuencia de

nucledtidos dentro de cada poblacion.

Variacion interpoblacional

De las poblaciones de L. fexanus correspondientes a Alvarado, Sontecomapan, y El Carmen
el amplificado total tuvo una longitud de 334 pares de bases (23 pb de 18S, 239 pb de ITS],
72 pb de 5.8S). En el caso de Tamiahua y Atasta la longitud total fue de 332 pares de bases
(23 pb de 18S, 237 pb de ITS1, 72 pb de 5.8S); mientras que el amplificado de Apalache
fue de 330 pares de bases (23 pb de 18S, 235 pb de ITS1, 72 pb de 5.8S) (Cuadro 2).



Poblacién Nimero de N (pb) ITS1 (pb)
secuencias
Alvarado 17 334 239
Sontecomapan 4 334 239
El Carmen 4 334 239
Tamiahua 3 332 237
Atasta 5 332 237
Apalache 2 330 235

Cuadro 2. Numero de individuos por poblacion muestreada, longitud del amplificado y del
ITS1 (en pares de bases).

Las regiones correspondientes al gen ITS1 de las lagunas de Alvarado, Sontecomapan y El

Carmen presentaron la misma secuencia de nucledtidos, las de Tamiahua y Atasta

presentaron dos deleciones cada una en los sitios 124 y 125 del gen, y el ITSI de la

poblacion de la Bahia Apalache en Florida, tuvo cuatro deleciones en los sitios 103, 104,

124 y 125 del ITS1 (Figura 11). Por lo tanto hay tres tipos de secuencias presentes en las

seis poblaciones, uno correspondiente a Apalache, otro a Tamiahua y Atasta y otro presente

en Alvarado, Sontecomapan y El Carmen.
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El nimero promedio de diferencias pareadas entre las secuencias de las diferentes
poblaciones, fue de dyy= 0 entre aquellas poblaciones que comparten todos los nucleétidos,
de dy,= 2 cuando la diferencia fue de dos nucleétidos, y de dw= 4, cuando éste fue el

namero de deleciones (Cuadro 3).

Alvarado | sontecomapan | Carmen |Tamiahua| Atasta | Apalache
Alvarado
Sontecomapan 0
Carmen 0 0
Tamiahua 1.999 1.999 1.999
Atasta 1.999 2 2 0
Apalache 3.999 4 & 1.999 2

Cuadro 3. Numero promedio de diferencias pareadas (dyy) entre las secuencias del gen ITS1
de las diferentes poblaciones de Loxothylacus texanus, en el Golfo de México.

La proporcion de nucleotidos variables fue de p = 0 entre las poblaciones de Alvarado,
Sontecomapan y El Carmen, y entre Tamiahua y Atasta. Mientras que fue de p = 0.0084
cuando la diferencia fue de dos nucleétidos, lo que se presento entre Tamiahua y Atasta con
respecto a Alvarado, Sontecomapan, El Carmen y Apalache; y de p = 0.0167 cuando las
secuencias difirieron en cuatro nucledtidos, como entre Apalache y las poblaciones de
Alvarado, Sontecomapan y El Carmen (Cuadro 4). En cuanto a la distancia genética y la

geografica no existe una relacion entre ellas (Figura 12).



Alvarado | sontecomapan | Carmen | Tamiahua | Atasta | Apalache
Alvarado 90 240 350 500 2750
Sontecomapan 0 150 440 410 2840
Carmen 0 0 590 260 2290
Tamiahua 0.0084 0.0084 0.0084 850 2440
Atasta 0.0084 0.0084 0.0084 0 3250
Apalache 0.0167 0.0167 0.0167 0.0084 0.0084
Cuadro 4. Proporcion de nucleotidos variables (p) del ITS1 (parte inferior) y distancia en

kilometros sobre la costa entre las diferentes poblaciones de Loxothylacus
texanus en el Golfo de México (parte superior).
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Figura 12. Relacion entre distancia genética (p) y distancia geografica en kilometros sobre

la costa de las poblaciones de Loxothylacus texanus en el Golfo de México.



Analisis filogenético

Los tipos de secuencias encontradas en las poblaciones de L. texanus fueron tres. El tipo A

encontrado en Apalache, el B en Atasta y Tamiahua y el C de Alvarado, El Carmen y

Sontecomapan. Ademas de la secuencia divergente X encontrada en Alvarado (Figura 13).
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Figura 13. Alineamiento de los tres diferentes tipos de secuencias (A, B y C) del ITS1 de

Loxothylacus texanus en el Golfo de México, la secuencia divergente (X) y de
Saculina carcini. Notacion: (. ) misma base que A, ( —) delecion o insercion.
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El cladograma obtenido a partir de la reconstruccion filogenética de las diferentes
poblaciones de L. fexanus en base al ITS1 resulté en el agrupamiento de las secuencias A y
B presentes en la poblacion de Apalache, Atasta y Tamiahua, estando este clado
relacionado a la secuencia C, que se presenta en Alvarado, Carmen y Sontecomapan. El
analisis se realizd en base a 11 sitios informativos y el cladograma tuvo un indice de

consistencia de CI = 0.995 (Figura 14).
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Figura 14. Parte derecha: Cladograma de los diferentes tipos de secuencias del ITS1 de
Loxothylacus texanus. Parte izquierda: Mapeo de las poblaciones en el Golfo
de México.



DISCUSION

En estudios de tipo poblacional o filogenético, donde se ha utilizado como marcador
molecular el espaciador transcrito interno 1, el tamafio de la muestra fluctua entre dos y
cinco individuos por poblacién (Tang et al., 1996; Schizas et al., 1999; Harris y Crandall,
2000; Murphy y Goggin, 2000; Boyer et al., 2001; Chu ef al., 2001); en cambio, el tamafio
de la muestra en el presente estudio fue mayor, si consideramos que el numero de
rizocéfalos de una sola laguna fue de 17, con un total de 35 organismos en seis poblaciones

lagunares.

La longitud del ITS1 encontrada en L. texanus, que fue de entre 235 y 239 pares de bases,
es menor que la reportada para especies de la misma familia del género Sacculina, que van
de 274 a 289 pares de bases (Murphy y Goggin, 2000); pero mayor que lo encontrado por
Chu ef al. (2001) para otro miembro de la clase Cirripedia, ya que el balano Balanus
amphitrite tiene 182 pares de bases. Sin embargo, tal variacion no es rara si consideramos
que en otros crustaceos la longitud del ITS1 va de los 182 pb en el balano antes

mencionado, a 820 pb en el decapodo Palinurus japonicus (Chu et al., 2001).

Variacién intragenémica

La presencia de diferentes copias de una mima region es comin en familias multigénicas
como las ribosomales (Liao, 1999) y ha sido encontrada en el espaciador transcrito interno
1 de otros crustaceos, como Chu et al. (2001), que en un solo individuo del decapodo
Eriocheir formosa, encontraron tres secuencias diferentes del ITS1, con una p de entre p =
0.009 y p =0.023, equivalente a entre 3 y 8 nucledtidos. Otro ejemplo es el de Orconectes

luteus (Harris y Crandall, 2000), donde la variacion intragendmica de la region ITS1 es de
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entre p = 0 y p = 0.005, esta ultima equivalente a 4 sitios. La variacion intragenomica
encontrada en L. fexanus es alta, pues el numero de sitios-diferentes entre el ITS1 y la
secuencia divergente fue de 37 nucleétidos, con una distancia de p = 0.1548. Sin embargo,
niveles altos de variacion entre una region y copias de esta en genes ribosomales son
comunes, y a menudo mayores a los encontrados entre genes de especies cercanas, ya que
aunque la evolucion concertada mantiene los niveles de variacion bajos, esta acta a una

tasa mas lenta que la especiacion (Avise, 1994; Liao, 1999).

Aunque la secuencia divergente solo se observo en cuatro secuencias de las 17 estudiadas
en la poblacion de Alvarado, al ser leidas en direccion 5 3', es importante que en estudios
de indole filogenética que utilicen como marcador genético al ITS1, se tome una muestra
representativa de cada poblacion, ya que existe el riesgo de realizar el analisis con la
secuencia incorrecta. Pues si solo se tomara un individuo de L. fexanus, se tendria una
probabilidad del 30% de estar utilizando la secuencia del pseudogen, si solo se lee en
direccion 5'— 37, reduciéndose al 15% si se hace en ambas direcciones. Esto si se utilizan

los mismos oligonucleotidos para la PCR.

Variacion intrapoblacional

La falta de variacion en la secuencia de nucleotidos en el ITS1 entre individuos de la misma
poblacion de Loxothylacus texanus difiere de lo reportado para otros crustaceos en estudios
con el mismo gen. Como el de Schizas er al. (1999), donde en el copépodo marino
Microarthridion littorale se encontraron de dos a cinco haplotipos dentro de cada
poblacion, con una distancia de hasta p = 0.025, lo que equivale a 9 sitios, y una diversidad
nucleotidica de entre m = 0.0005 y 0.0008. O lo reportado por Harris y Crandall (2000),
donde la distancia genética promedio basada en el ITSI, entre individuos del decapodo
Orconectes luteus es de p = 0.00443, lo que equivale a 3.4 sitios. Ademas Chu ez al. (2001),
mencionan que en crustaceos la proporcion de sitios diferentes entre individuos de la

misma poblacion es de alrededor de p = 0.01.



Variacién interpoblacional

La variacion genética encontrada en L. fexanus, que fue de entre p =0y p = 0.0167, es
baja, ya que solo representa una diferencia entre secuencias de entre 0 y cuatro sitios, de los
cuales ninguno es un cambio de nucledtido, sino inserciones o deleciones que solo tienen
como consecuencia que la secuencia del ITS1 sea de mayor o menor longitud, ya que este

gen no codifica para ninguna proteina (Hillis y Dixon, 1991).

Una variacion alta en este gen se presenta entre diferentes poblaciones de otros
invertebrados, como dinoflagelados (LaJeunesse, 2002) e insectos (Leo y Barker, 2002), y
se ha utilizado en otros crustaceos para determinar la estructura de diferentes poblaciones,
como lo hicieron Schizas ef al. (1999) con siete poblaciones del copépodo estuarino
Microarthridion littorale, en donde la distancia fue de entre p = 0.025 y p = 0.112. Esto
equivale a una variacion de entre 9 y 40 nucledtidos, incluyendo inserciones /deleciones,

transiciones y transversiones.

La dispersion en los puntos entre la distancia genética (p) y la geografica que separa a cada
una de las lagunas costeras del Golfo de México indica que no existe una relacion entre el
aumento en la distancia sobre la costa y el nimero de cambios en la secuencia de

nucledtidos (Avise, 2000).

Lo encontrado en el presente trabajo contradice lo propuesto por Chu et al. (2001) que al
hacer un estudio del uso del ITS1 como marcador molecular en crustaceos, sugiere que este
gen es una herramienta potencial en trabajos que busquen conocer la estructura poblacional
de estos artropodos; esto al encontrar una variacion de 60 nucleotidos entre dos poblaciones
del camardn Penaeus japonicus, lo que se traduce en una distancia de p = 0.181. La
contradiccion con la propuesta de Chu ef al., al menos para rizocéfalos, la respalda el
trabajo de Murphy y Goggin (2000), en el que no encontraron ninguna diferencia en la
secuencia de nucledtidos del ITS1 proveniente de tres poblaciones europeas y tres

diferentes hospederos del rizocéfalo saculinido de la especie Sacculina carcini.
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Existen varias razones biologicas para considerar que en cada cuerpo lagunar a lo largo del
Golfo de México se encuentra una poblacion totalmente aislada de L. texanus, que llevan a

cabo todo su ciclo de vida dentro de estos sistemas:

— Los cuatro estadios como larva nauplio tienen una duracion de alrededor de dos dias a
la temperatura de las aguas del Golfo (Heeg, 1995); y esta larva es lecitotrofica, lo que
significa que es incapaz de alimentarse, por lo que tiene poca capacidad de desplazarse
grandes distancias al emplear casi toda su energia en la metamorfosis (Hoeg, 1995;
Walker, 2001).

- La larva cipris, que es la que infecta al hospedero, también es lecitotrofica, y solo se
mantiene en este estadio durante unas horas antes de fijarse al cuerpo del hospedero e

inyectar el kentrogon con las células infectivas (Heeg, 1995).

— El desarrollo desde nauplio 1 hasta cipris, solo se lleva a cabo en un intervalo de
salinidad que va de 10 a 30 %o (Vazquez, 2002; Walker y Clare, 1994), por lo que seria

imposible su supervivencia en el mar.

— Cuando el rizocéfalo se encuentra en fase de externa virgen, muere en pocos dias si una
cipris macho no se introduce en ella, y la jaiba con externa madura solo abandona las

zonas de baja salinidad cuando el parasito se dispone a ovopositar (Heeg, 1995).



Todo lo anterior haria suponer que las poblaciones de L. fexanus han estado aisladas
geograficamente, por lo que se esperaria una alta variacion genética en el espaciador
transcrito interno 1. La razon de esto consiste en la ubicacion de los espaciadores internos
dentro del genoma ribosomal, y su papel durante la traduccion. Estos se localizan entre las
regiones 188S, 5.8S y 28S, que se encuentran altamente conservadas y varian a una tasa muy
lenta, ya que deben conservar su estructura y funcion. Las mutaciones en tales genes suelen
ser letales, al contrario de los espaciadores internos que al ser transcritos pero no

traducidos, no estan sujetos a seleccion (Gerbi, 1985; Jorgensen y Cluster, 1988).

Asi, la tasa de cambio de los espaciadores transcritos internos (ITS1, ITS2), va de 0.4 x 10°®
a 1 x 10® substituciones por sitio por afio en artropodos, equivalentes a de 0.4 a 1% cada
millon de afios (Bargues ef al., 2000) y de 0.79 x 10 a 1.57 x 10” substituciones por sitio
por afio en algunas plantas compuestas, lo que equivale a un cambio de 0.4 a 1% cada
millon de afios (Peter y Abbott, 2001; Sang et al., 1994). Se debe considerar que el ITSI
varia un poco mas rapido que el ITS2 (Bargues et al., 2000), debido a que en el proceso de
maduracion de rRNA mensajero, primero se elimina la region correspondiente al ITS1, para
después perder el segundo espaciador interno (Gerbi, 1985). Esta tasa es de 23 a 55 veces
mas alta si la comparamos con las regiones codificantes del ADN ribosomal, que cambia a
razon de 0.8 x 10™° a 4 x 107° substituciones por sitio por afio, equivalente a una variacion

de 0.8 a 4% cada 100 millones de afios (Bargues ef al., 2000).

Tal variacion es consistente con la encontrada entre las secuencias A, B y C, y la secuencia
divergente, lo que sugiere que aun dentro de las poblaciones es posible una alta variacion
genética, ya que la secuencia C y la divergente se encontraron en L. texanus de la laguna de
Alvarado. Sin embargo el analisis filogenético coloca en un mismo clado a las secuencias A
de Apalache y B de Atasta y Tamiahua, a pesar de que estas ultimas poblaciones estan a
2240 y 3250 kilémetros de Apalache. Lo anterior sugiere que anteriormente habia un gran

-polimorfismo en el ITS1, que se mantenia a lo largo de todo el Golfo de México.
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Flujo génico en el pasado

La existencia del flujo génico que mantenia cierta cohesion entre las poblaciones del
rizocéfalo, es posible gracias a diferentes caracteristicas biologicas del hospedero, asi como
a las corrientes de agua dulce presentes en el Golfo de México. Por lo que se propone un

modelo que explica la migracion de L. fexanus.

Las jaibas son infectadas por L. fexanus al encontrarse como megalopas, juveniles o
adultos (Heeg, 1995; Walker ef al., 1992), lo cual sugiere que la migracion de este parasito
‘entre diferentes sistemas lagunares debio llevarse a cabo durante la fase de interna; al no ser:

posible durante cualquier estadio planctonico, o después del surgimiento de la externa.

La dispersion en jaibas de la especie C. sapidus, se ha observado principalmente en
hembras, ya que estas tienen la capacidad de efectuar migraciones de hasta 800 km, que es
lo que se ha registrado a lo largo de la costa de Florida (McMillen-Jackson et al., 1994). El
flujo génico de tales jaibas en el Golfo de México fue comprobado mediante alozimas por
McMillen-Jackson ef al. (1994), al encontrar una gran homogeneidad genética, y una falta
de estructura poblacional. Aunque esto lo atribuyen principalmente al flujo génico causado
por la dispersion de las jaibas en estado larval, fue posible detectar que cierta parte de la
transferencia de genes se debe a la migracion realizada por los adultos a lo largo de grandes
distancias. Lo mismo encontraron Schubart ez al. (2001), en la jaiba de la especie
Callinectes bocourti, que es ecologica y genéticamente cercana a C. sapidus, al no
descubrir divergencia en el gen mitocondrial 16S, entre diferentes haplotipos de dos

poblaciones separadas 350 km, en Venezuela.

-
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Ya que la fase interna del rizocéfalo, tiene una duracion de entre 25 y 27 dias (Walker et
al., 1992), las jaibas infectadas no podrian realizar migraciones muy largas. Sin embargo,
solo se necesita un migrante por generacion para que no exista divergencia genética entre
dos poblaciones con un numero efectivo alto (Silva y Russo, 2000). Esto es posible debido
a que el tiempo generacional del parasito es de alrededor de 50 dias (Heeg, 1995). No

obstante el tamaifio efectivo no ha sido determinado en poblaciones de L. fexanus.

Tal migracion debio darse de una laguna a la mas proxima adyacente, pues en poblaciones
panmixicas o metapoblaciones, la variacion es menor si se da entre aquellas que estan mas
cercanas, mientras que las diferencias se incrementan si el intercambio de migrantes se
efectia entre todas las poblaciones al mismo tiempo (Butlin y Menozzi, 2000; Silva y
Russo, 2000; Waples, 1998). Por lo tanto, lo observado para L. texanus en el Golfo de
Meéxico se ajusta a un modelo de poblaciones abiertas con una gran cantidad de migrantes

entre poblaciones con un nimero efectivo alto (Hellberg ez al., 2002).

La migracion de jaibas infectadas debio ser alta debido al efecto causado por las regiones
de influencia de agua dulce (ROFI por sus siglas en ingles); que de manera general, tienden
a formar un flujo de agua dulce proveniente de los esteros, que en el Hemisferio Norte va
en direccion a la derecha con respecto a la boca del sistema; debido al efecto de Coriolis.
En ciertas condiciones de mezcla y en temporada de lluvia, este flujo puede ser estable y
extenderse por varios kilometros (Simpson, 1997). Esto se ha estudiado en el Golfo de
Mexico, en la pluma del rio Mississippi, donde durante todo el afio, agua con salinidades de
entre 10 y 25 %o bafia la costa del estado de Louisiana, 10 km mar adentro (Hitchcock et
al., 1997, Wiseman ef al., 1997). Esto incrementa la migracién de las larvas del pez
Brevoortia patronus, que dependen de los sistemas estuarinos para su supervivencia
(Govoni, 1997). Ademas, las regiones de influencia del agua dulce tienen un mayor rango
de alcance en temporadas en las que se presentan cambios climaticos drasticos como los
ocasionados por los fenomenos de El Nifio/La Nifia, al provocar un incremento en la

cantidad de lluvia (Yungkul y Powell, 1998).



Un ejempio de este tipo de migracion se puede observar en el saculinido Heterosaccus
dollfusi, que es parasito del portinido Charibdis longicollis. Este cangrejo se distribuye en
el Mediterraneo a lo lago de la costa norte de Africa, Israel, Turquia y Chipre, ademas del
Mar Rojo. Sin embargo, tras mas de 10 afios de colecta, no se habia reportado la presencia
del parésito en el mar Mediterraneo, sino hasta 1994. Entre 1994 y 1995 @ksnebjerg ef al.
(1997) registraron una gran cantidad de cangrejos parasitados en diferentes poblaciones de
Turquia. Heterosaccus dollfusi habita en sistemas estuarinos, por lo que estos autores

proponen que el parésitd pudo ser transportado por el hospedero desde el Golfo de Suez.

Cuello de botella

La variacion encontrada en el presente es baja si se toma en cuenta la variacion entre las
secuencias A, B y C y que la secuencia divergente solo se encontrd en una poblacion. Lo
anterior sugiere que las poblaciones pasaron por un cuello de botella que ocasionaron que el
polimorfismo existente anteriormente fuera eliminado quedando solo una forma del ITS1.
Esto ocurre en poblaciones donde existiendo un alto polimorfismo, disminuye
drasticamente el numero de individuos y de los alelos restante, alguno incrementa su

frecuencia debido a la deriva génica y al efecto de fundador (Hedrick, 2000).

En el caso de L. texanus esto. podria deberse a lo efimero de las lagunas costeras en el
tiempo geologico, ya que los sistemas lagunares mexicanos tienen una antigiiedad de
apenas 5 mil afnos que fue cuando el nivel del mar llego a su nivel actual y se formaron la
mayoria de las barreras y depresiones hoy existentes (Castafieda y Contreras, 1994a;
1994b). La ausencia de diversidad genética es comin en organismos que invaden un nuevo

lugar con un pequefio nimero de colonizadores (Sakai et al., 2001).
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La secuencia divergente encontrada en algunos individuos de Alvarado, aparece en el
cladograma como un polimorfismo ancestral del que se originan el clado AB y la secuencia
C. Esta variedad del ITS1 podria encontrarse en las otras poblaciones si se tomara una
muestra mas amplia, ya que es posible que sea un remanente de la antigua diversidad
genética de esta region ribosomal. El que se conserven restos de un anterior polimorfismo,
ocurre en poblaciones que han cambiado drasticamente su tamafio poblacional en el tiempo,
ya mas una variedad pudo haber pasado por el cuello de botella aunque esta se encuentre en

una frecuencia baja (Arbogast ef al., 2002).

Divergencia reciente

A pesar de la falta de relacion entre la diferencia genética y la distancia geografica y a que
poblaciones tan distantes como Apalache y Atasta cuenten con tipos de secuencias muy
relacionadas, el mismo ITS1 se encuentra en todos los organismos de L. fexanus de las
lagunas de Alvarado, El Carmen y Sontecomapan, lo que parece indicar que las
poblaciones de esta zona del Golfo de México estan teniendo una diferenciacion del resto.
Pues aunque se ubican muy cerca la una de la otra (entre 90 y 240 km), El Carmen esta a
solo 260 km de Atasta y Alvarado a 350 km de Tamiahua. Estando la secuencia de ultima y

Atasta mas relacionadas al ITS1 encontrado en Apalache.

Sin embargo es necesario utilizar otros marcadores moleculares que tengan una mayor
resolucion. Una opcion son los genes mitocondriales, como el 16S (Bucklin y Wiebe, 1998;
France y Kocher, 1996; Schubart ef al., 2000; Schubart ef al., 2001), o la subunidad I de la
citocromo oxidasa (Chu et al., 1999; Meyran y Taberlet, 1998; Mokady et al., 2000), que
ya han sido probados en crustaceos, o el analisis combinado de datos (Chu ef al., 2003;
Glenner ef al., 2003), ya que los resultados basados en marcadores mitocondriales suelen
diferir de los obtenidos a partir de genes del nucleo, puesto que tienen un diferente origen,

estructura y mecanismo hereditario (Avise, 1994; Hillis ef al., 1996b).
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CONCLUSIONES

La longitud del espaciador transcrito interno fue de entre 239 pares de bases en las
poblaciones de Alvarado, Sontecomapan y El Carmen; de 237 en Tamiahua y Atasta; y de

235 en Apalache.

No se present6 variacion alguna en la secuencia de nucleotidos del ITS1, dentro de cada

poblacion.

Se registro la presencia de una secuencia divergente del ITS1 dentro de la poblacion de

Alvarado, que difirio en el 15.5% de los nucleétidos.

La variacion en el ITS1 de L. texanus, fue de 0 a 4 sitios, entre las diferentes poblaciones,

consistiendo en inserciones/deleciones de nucleotidos.

No existe una relacion entre diferencia genética en el ITS1 y distancia geografica de las

poblaciones de L. texanus.

Pudo existir en el pasado un polimorfismo en el ITS1 de L. texanus que era mantenido en

todo el Golfo de México gracias al flujo génico.

Las poblaciones de L. texanus _pasaron por un cuello de botella que redujo la diversidad en

el ITS1.

El ITS1 de las poblaciones de L. texanus en las lagunas de Alvarado, Sontecomapan y El

Carmen se encuentran en un proceso de diferenciacion del resto.

Se sugiere utilizar otros marcadores moleculares, como los mitocondriales 16S y la

subunidad I de la citocromo oxidasa (COI).
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