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RESUMEN

Crassostrea virginica habita los principales estuarios y lagunas a lo
largo de la costa del Estado de Veracruz (México). Las corrientes costeras en
el Golfo de México son estacionales en direccién hacia el sur de septiembre a
marzo y al norte de mayo a agosto, lo cual hace q‘ue el transporte larval a lo
largo de la linea costera de Veracruz sea un elemento importante en la
mezcla de las poblaciones. Algunas condiciones relacionadas a caracteristicas
topograficas, parecen reducir la sobrevivencia de las larvas. Adicionalmente,
una reduccién poblacional por alteracién del habitat podria contribuir a una
diferenciacion por deriva genética en estas lagunas. En el presente trabajo,
- se realizé un andlisis de la variabilidad y la estructura genética de C. virginica
en seis lagunas del Estado de Veracruz, utilizando cinco loci de microsatélites
y la regién del citocromo oxidasa I (COXI) del ADNmt. En el andlisis con
microsatélites se encontraron desviaciones significantes al equilibrio de
Hardy-Weinberg en todos los loci y fueron atribuidos a la presencia de alelos
nulos. No se encontré aislamiento por distancia entre todas las poblaciones
en estas lagunas, pero se observé una heterogeneidad significante entre
lagunas adya;entes, posiblemente debido a factores geograficos y
reducciones locales en los tamafios poblacionales. Ciertas poblaciones
distantes del norte y sur mostraron valores de Fst pareados no significantes.
Ademas se determinaron las lagunas con la menor y mayor variabilidad
genética, haciéndose recomendaciones para su manejo. Por otro lado anélisis

de estructura genética poblacional con COXI demuestra que existe una
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poblacién panmictica en la region centro-sur del Golfo de México, como lo
demuestran los valores de los indices de fijacion (Fsr y ®st) que no fueron
significantes en ninguna de las comparaciones pareadas entre lagunas. El
flujo genético fue atribuido a cambios eétacionales en las corrientes costeras,
la produccién de larvas durante todo el afio, a la interferencia humana con
los procesos naturales en las lagunas y a los esfuerzos de restauracién. Por
otro lado, el complejo y poco claro patron geografico observado con
microsatélites puede ser otro ejemplo del parcheo cadtico genético

observado en organismos marinos.

Keywords: Diversidad genética, microsatélites, citocromo oxidasa subunidad
I (COXI), Crassostrea virginica, alelos nulos, flujo genético, parcheo cadtico

genético.



ABSTRACT

Along the shoreline of the State of Veracruz, Crassostrea virginica
inhabits the main estuaries and lagoons. Coastal currents in the Gulf of
Mexico are seasonal, flow southward (counterclockwise) from September to
March and northward (clockwise) from May to August. This movement
makes larval transport along the Veracruz coastline an important element in
mixing populations. Some conditions related to local topographic features
appear to reduce survival of larva. Additionally, population reduction, caused
by alterations of the habitat, appears to contribute to differentiation by
genetic drift in these lagoons. In this study, genetic variation was evaluated
in populations of the eastern oyster C. virginica (Gmelin) along the coast of
Veracruz. We sampled six lagoons and analyzed variations at five
microsatellite loci and the region of the cytochrome oxidase subunit I (COX
I). Significant Hardy-Weinberg deviations occurred at all of the microsatellite
loci and were attributed to the presence of null alleles. We found no isolation
by distance among the populations in these lagoons, but significant
heterogeneity was observed among some adjacent lagoons of the
microsatellite loci, possibly reflecting geographical factors and local
reductions in population size. Certain extreme north and south localities were
not genetically different in terms of non-significant pairwise FST values.
Moreover, the lagoons with the highest and lowest genetic variability were
determined to prepare recommendations for management. We observed a

pamictic population with COX I analysis at the south-center region of the
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Gulf of Mexico, as shown in fixation index values (Fsr and ®sr), were not
significant at pairwise values among lagoons. Genetic flow is attributed to
seasonal shifts in coastal currents, larval production throughout the year,
human interference with the natural lagoon processes, and restocking
efforts. The unclear pattern could be an exémple of chaotic genetic

patchiness in marine organisms.

Keywords: Genetic diversity, Microsatellites, cytochrome oxidase subunit I
(COX 1), Crassostrea virginica, Null Alleles, genetic flow, chaotic genetic

patchiness.
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INTRODUCCION

El ostion americano Crassostrea virginica es uno de los principales
recursos pesqueros con los que cuenta México?, en el dmbito mundial ocupa
el segundo lugar en la produccién de este recurso mientras que Estados
Unidos es el principal productor®. Sin embargo, en la década de los ochenta
en este Ultimo pais la produccién de C. virginica comenzd a registrar un
decremento importante?, lo que ha sido ligado con la sobreexplotacién del
recurso, la alteracion del habitat y las enfermedades causadas por los

parasitos introducidos (Brown y Paynter, 1991).

En México, el Estado de Veracruz con sus 116 600 ha de superficies
estuarinas (Contreras y Castafeda, 1993) se ha colocado como el principal
productor del ostién americano’. No obstante, dentro de los siétemas
lagunares con los que cuenta el Estado, los efectos antropogénicos han
comenzado a afectar a las poblaciones de dicho recurso. Tan sélo en la
laguna de Tamiahua, el cual es el sistema lagunar mas grande en Veracruz,
en 1989 se reportd la muerte masiva del 80% de la poblacion ostricola, y
para 1990 se registré el desplazamiento del habitat hasta en un 45% por

Ostrea equestris’. Actualmente los estudios sobre la biologia y ecologia del

' SAGARPA, 2004. Anuario estadistico de pesca. México, D.F. : Secretaria de Agncultura
Ganaderla Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

? Dependencia de Informacién, Datos y Estadisticas de Pesca (FIDI). 2002.
http://www.fao.org/fi/struct/fidis.asp#FDESC
> SAGARPA-INP.2006. Carta Nacional Pesquera.




ostién, que son necesarios para la recuperacién de este recurso, se

encuentran como areas prioritarias para el pais.

Algunas de las acciones internacionales encaminadas a contrarrestar
el decremento en la produccion ostricola, y qUe podrian ser aplicadas
localmente en Veracruz, han sido el desarrollo de técnicas de cultivo
(ostricultura)* y la restauracién de los bancos naturales (Brown et al., 2000).
Sin embargo el desconocimiento de alguno de los componentes bioldgicos en
C. virginica que habita en los estuarios de Veracruz, puede provocar un
manejo inadecuado del recurso. Uno de los errores que ha presentado un
mayor impacto negativo en estas actividades es el de ignorar el componente
genético, ya que la variabilidad genética de Ia poblaéién es importante

porque permite responder a los factores selectivos del medio.

Algunos de los factores negativos que pueden ser causados debido al
desconocimiento de la variabilidad genética de las poblaciones son: la
introduccién de organismos genéticamente diferentes que pueden ocasionar
el desplazamiento y la sustitucion de la poblacién residente (y la consecuente
eliminacion de acervo genético local); endogamia en la poblacién, al elegir
organismos estrechamente relacionados en el ambito genético (hermanos,
padres e hijos) (Beaumont y Hoare, 2003) y la consecuente reduccién de la

variabilidad genética, que puede ocasionar la disminucién de la calidad de los

* FAO. 1999. Anuario estadistico de pesca. FAO. Rome: Pesca. 48(b-53).



organismos como puede ser el crecimiento, la sobrevivencia, y la
reproduccion (Adamkewicz, 1984) e incluso la pérdida del recurso. Ademds,
la pérdida de la variabilidad genética o modificacion de la composicion
genética de una poblacion adaptada a un determinado ambiente puede traer
consigo una reduccién en la capacidad de respuesta ante cambios climaticos

eventuales.

Actualmente existen diferentes métodos y marcadores moleculares
para realizar estudios de diversidad genética en el medio natural, sin
embargo particularmente para C. virginica la mayoria han sido realizados con
alozimas. A pesar de que estas proteinas siguen siendo de gran utilidad para
analizar la variabilidad genética en moluscos bivalvos; se ha observado en
algunos casos, que ésta puede ser subestimada debido a su bajo
polimorfismo (Launey et al, 2002), ademas de que algunos loci son
influenciados por la seleccion natural, dando como resultado diferencias en
las frecuencias de sus alelos debido directamente a componentes

ambientales, tales como la salinidad (Buroker 1983a).

Los marcadores moleculares neutrales que permiten un andlisis
directo a las variaciones del ADN nos proporcionan en algunos casos, una
mejor medida de la variabilidad genética para analizar la estructura en las
poblaciones. A diferencia de los marcadores que se ven afectados por la

seleccién, con los marcadores neutrales es posible analizar los efectos



directos de la deriva genética y revelar cuellos de botella en las poblaciones
estudiadas. Aunado a esto, los adelantos tecnoldgicos han promovido el

desarrollo de técnicas simplificadas para su analisis.

Los marcadores que han sido utilizados frecuentemente con éxito
desde hace casi diez afios para el analisis de las poblaciones naturales, son el
ADNmt y los microsatélites (Zhang y Hewitt, 2003). En algunas especies de
ostiones se han utilizado con éxito dichos marcadores; y han servido para
evaluar la variabilidad y la estructura genética con microsatélites en Ostrea
edulis (Launey et al, 2002), y para conocer la filogeografia en C. virginica 'y
Crassostrea angulata con la utilizacion de ADNmt (Reeb y Avise, 1990;

Huvet et al,, 2000).

A pesar de que varios autores han realizado estudios encaminados a
evaluar la variabilidad y estructura genética del ostion americano en el
Golfo de México, la mayor parte de estos trabajos se han enfocado
principalmente a la region noroeste del Golfo, en Estados Unidos, (Buroker,

1983a; Hedgecock y Okasaki, 1984).

S6lo un autor ha aportado datos alozimicos sobre la variabilidad y
estructura genética de C. virginica en la parte central y sur del Golfo de
México (México) (De la Rosa-Vélez, 1986), y en lo que respecta al Estado de

Veracruz, se desconoce si las observaciones realizadas por el autor sobre la



variabilidad genética de C. virginica fueron tomadas en cuenta por las
autoridades correspondientes, ademés de que ningin otro trabajo genético
ha sido reportado a la fecha. Por otro lado, las lagunas con mayor
produccién de ostién en Veracruz han cambiado, de esta manera en los
ochentas la laguna con mayor aporte era Tamiéhua, mientras que en la

actualidad es la laguna de Pueblo Viejo?.

Es imperativa la utilizacién de marcadores moleculares neutrales como
microsatélites, para poder entender las relaciones entre los bancos ostricolas
de la regién centro-sur del Golfo de México. Un andlisis con estos
marcadores nos permitird establecer si existe flujo genético debido a la
capacidad de dispersion larval, o si por el contrario, existe algin tipo de
restriccion entre ellos. Por otro lado, un andlisis con un fragmento de ADNmt
puede darnos un panorama mas completo de la filogeografia de C. virginica

dentro del Golfo de México.

Dado lo anterior, preguntas importantes sobre la variabilidad genética
actual en las principales lagunas productoras de dicho recurso, la direccién
del flujo genético (entre regiones cercanas), los eventos de deriva genética
ocasionada probablemente por las reducciones poblacionales y la estructura
genética geografica, pueden ser mostrados sin sesgo por el andlisis con
marcadores moleculares neutrales los cudles no son afectados por la

seleccidn natural. Con lo anterior se pretende obtener un panorama mas



fino a nivel micro geogrédfico de la estructura poblacional, y finalmente
realizar recomendaciones acordes con las condiciones actuales del recurso,

particularmente para el Estado de Veracruz.

Siguiendo los planteamientos anteriores} es necesario ampliar el
conocimiento sobre la variabilidad y la estructura genética actual en la
poblacién natural, para implementar programas que garanticen una mejora
en la produccidn, y el aprovechamiento racional del ostién americano en
Veracruz. Para esto, en el presente estudio se realizé la evaluacion genética
del ostién C. virginica proveniente de seis lagunas costeras: Pueblo Viejo,
Tamiahua, Laguna Grande (Vega de Alatorre), La Mancha, Laguna de

Alvarado y Laguna El Ostién.

Estas lagunas son representativas de las tres zonas principales de
produccién ostricola del Estado de Veracruz (Norte, Centro y Sur), y fueron
evaluadas mediante la utilizacién de dos marcadores moleculares neutrales
de ADN: marcadores nucleares (microsatélites) y secuenciacién del

fragmento COXI del ADN mitocondrial (ADNmt).



ANTECEDENTES

Pesqueria del ostion americano en México

Veracruz tiene un lugar privilegiado gracias a su gran superficie en
lagunas costeras (Contreras y Castafieda, 1985). En México el litoral del
Golfo de México es el principal productor de ostién del pais ya que aporta el
93% nacional, siendo Veracruz el Estado mas importante seguido de

Tabasco, Tamaulipas y Campeche.

En lo que respecta a la produccidn ostricola de acuerdo a la SAGARPA,
el Estado de Veracruz se encuentra dividido en tres Zonas: 1) Zona Norte,
que comprende las lagunas de Pueblo Viejo, Tamiahua, Tampamachoco y la
Costa; 2) Zona Centro, que comprende la laguna Grande y laguna Chica, 3)
Zona Sur, laguna La Mancha, laguna Mandinga, laguna Camaronera, laguna
de Alvarado, laguna de Sontecomapan y la laguna del Ostién. En general, el
Estado actual de la produccién en Veracruz se considera estable, sin
embargo en afos anteriores se observd una sobreexplotacién del recurso en
lagunas como Tamiahua, Sontecomapan y El Ostién. Debido a lo anterior, las
lagunas de Sontecomapan y El Ostién, se encuentran en veda permanente y
no se otorgan permisos de extraccion, pero se tiene conocimiento de que se

sigue realizando la pesca furtiva dentro de esas lagunas”.

® Horacio Cruz Lugo. Direccién de Acuacultura. SAGARPA, Delegacién Veracruz. Comunicacion
personal.



En la década de los ochentas, la laguna de Tamiahua aportaba la
mayor produccién de este recurso, sin embargo, en 1989 el parasito
Stylochus ellipticus invadid completamente a la laguna, provocando la
muerte del 80% del ostion y en 1990 Ostrea equestris reemplazé en un 45%
a la poblacién de C. virginica’. Desde la década de los noventas la
cooperativa de Cabo Norte, situada en la barra de Tampachichi al norte de
esta laguna, no ha reportado produccion ostricola. Lo anterior, aunado al
cambio de vocacion pesquera debido a la falta de mercado del recurso, ha
llevado a una disminucion en la producciéon dentro de la laguna de
Tamiahua®. Se han realizado intentos por repoblar esta laguna, trasladando
la semilla de la laguna de Pueblo Viejo, sin embargo, no se tiene registro si
se tuvo éxito o no con estas acciones. Actualmente, es precisamente la
laguna de Pueblo Viejo, al norte del Estado la que aporta la mayor

produccion de C. virginicd.

En la década de los ochentas, la produccion de ostién en México fue
de 428 511 toneladas, mientras que en los noventas la produccién fue de
372 907, lo cual significé un decremento de 13 %. Durante la década de los
noventas, 1993 fue el afio donde se registrdé una menor produccion, y
coincide con la presencia del ciclén Gert en ese mismo afio®. A finales de los
noventa se presenta una recuperacion en la produccion ostricola, la cudl

coincide con la presencia de una depresion tropical (1999) y que se asocia




benéficamente ya que permite el desasolvamiento de algunas lagunas.
Dichos fenémenos afectaron principalmente la parte norte del Estado de

Veracruz.

Actualmente, el Estado de Veracruz aporta el 46% de la produccién
total de ostién en el &mbito nacional y la mitad de la produccién total de la

costa del Golfo de México®.

Biologia de Crassostrea virginica
Distribucion

El ostion americano Crassostrea virginica, es un molusco bivalvo que
habita en cuerpos de agua protegidos, con preferencia hacia las aguas
turbias y salobres de canales y esteros. Presenta una amplia distribucion en
aguas templadas, subtropicales y tropicales en la costa Atlantica del
continente americano de alrededor de 8,000 Km de largo, que va desde el
norte de Brasil, a través del mar Caribe y el Golfo de México, incluyendo a las

Antillas, hasta el Golfo de St. Lawrence al este de Canadé (Carriker y

Gaffney, 1996).

De todos los aspectos abidticos, la salinidad y la temperatura
presentan mayores efectos en la biologia de C. wvirginica, por lo que la

distribucion de estos organismos se encuentra relacionada con estos dos
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factores (Shumway,. 1996). A pesar de que son organismos eurihalinos que
pueden tolerar rangos amplios de salinidad: 5 a 40 Unidades Practicas de
salinidad (PSU, por sus siglas en inglés) (Galtsoff, 1964), el rango 6ptimo
fisiolégico para estos ostiones es reportado entre 14 a 28 PSU por varios
autores (Chanley, 1958; Galstsoff, 1964). Cuando estan expuestos por
mucho tiempo a salinidades altas (con excepciones), usualmente no se
reproducen, el crecimiento se vuelve lento, presentan mayor incidencia de

enfermedades y una mortalidad elevada (Shumway, 1996).

Al igual que con la salinidad, esta especie presenta una gran
tolerancia a rangos amplios de temperatura, y se encuentra cominmente en
aguas donde la temperatura anual tiene un rango de —2°C a 36°C (Galtsoff,
1964). Sin embargo, estos organismos pueden morir al ser expuestos por
periodos cortos a temperaturas altas, o por periodos mas grandes a
temperaturas bajas. Pero es la combinacién de estos dos factores abidticos,
la que influencia sobre la tasa de mortalidad para C. virginica (Shumway,

1996).

Reproduccion

El ostion Americano presenta sexos separados, aunque en ocasiones
se encuentran organismos hermafroditas, los cuales son poco comunes para
esta especie (0.5% de la poblacion) (Kennedy, 1983). Posee la particularidad

de cambiar de sexo (macho a hembra y viceversa); cuando los individuos
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maduran por primera vez generalmente funcionan como machos, sin
embargo, un afio después los organismos con mayor tamafio son en su
mayoria hembras, mientras que los de menor tamafio son machos

(Thompson et al., 1996).

Existen diversas teorias que tratan de explicar esta caracteristica, pero
ninguna parece ser completamente convincente. Algunos autores han
sugerido que parece estar relacionada con el tamaiio de los individuos, la
disponibilidad de alimento y con la cercania del sexo contrario (Kennedy,
1983). Por lo que esta caracteristica (cambio de sexo), hace que la
proporcion sexual en las poblaciones del ostién sea variable (Kennedy,

1983).

C. virginica presenta un ciclo reproductivo anual que culmina con el
desove y la fertilizacion externa en la columna de agua. Los ostiones adultos
responden a cambios ambientales a nivel macrogeogréfico que estimulan la
gametogénesis y el desove cuando las condiciones son éptimas para la
sobrevivencia de las larvas, por lo que las temporadas reproductivas varian
con la regién geogréfica donde se distribuyen estos organismos (Thompson
et al, 1996). En las poblaciones del sur de México, los desoves masivos se
presentan dos veces al afio, uno en primavera (marzo a mayo) y otro mas en

el otofio (septiembre a diciembre) (Rogers y Garcia-Cubas, 1981).
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Poco después de que se presenta la fertilizacion externa en estos
organismos, comienza su desarrollo una larva planctonica (veliger), este
estado tiene una duracion de dos a tres semanas, durante el cual la larva
puede ser distribuida por los movimientos del agua (tanto en la columna de
agua, como con las corrientes superficiales). La larva veliger pasa a otro
estado post-veliger, para terminar buscando un substrato y adherirse a éste,

y finalmente establecerse como un adulto sedentario (Kennedy, 1996).

Variabilidad y estructura genética en Crassostrea virginica

El ostion americano presenta diferencias fenotipicas, que han llevado
a algunos autores a sugerir la existencia de razas fisioldgicas basadas
principalmente en el crecimiento, la reproduccién, morfologia, resistencia a
enfermedades y otros factores (Loosanoff y Nomejko, 1951). Sin embargo,
las diferencias entre estas poblaciones parecen ser de origen ambiental con
un componente menor atribuible a diferencias genéticas, o adaptaciones

fenotipicas irreversibles (Tendengren et al., 1990).

Los estudios genéticos en C. virginica han proporcionado datos que
pretenden aclarar la estructura poblacional. Analisis con alozimas, revelaron
que existe una alta similitud genética para C. virginica en la costa Atlantica
de Norte América y la parte Norte del Golfo de México (Buroker et a/,, 1983a;

Hedgecock y Okasaki, 1984); algunos autores la atribuyen a la vida larval
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plancténica y a su consecuente dispersién debido a las corrientes costeras

(Buroker, 1983a).

Sin embargo, Buroker (1983a) a pesar de observar poca diferenciacion
a nivel alozimico, describié clinas macrogeogréﬁcaé en las frecuencias de dos
loci, en las poblaciones de ostiones de la costa Atlantica de Norte América y
la parte Norte del Golfo de México. Gaffney (1996) realizd un andlisis con
varios datos alozimicos reportados en diferentes estudios (Buroker et al,
1983a; Hedgecock y Okasaki, 1984) y encontrd una diferencia relevante en
términos de las frecuencias alélicas para las poblaciones ubicadas en los
extremos geogriéficos de dichos estudios (Canada al norte; Laguna Madre, en

Texas y Bahia de Campeche al sur).

De la Rosa-Vélez (1986) realizd un estudio con alozimas en ocho
lagunas costeras del Golfo de México. En su trabajo, hizo un anlisis de la
similitud genética entre estas lagunas y propuso la existencia de una
estructura genética entre las poblaciones que habitan en ellas. De esta
manera propuso cuatro zonas: La primera zona corresponde a las lagunas
mas surefias del Golfo de México (Términos, Mecoacén y Sistema Lagunar
Carmen y Machona); la segunda zona incluye a la laguna de Sontecomapan
y la Mancha, al sur del Estado de Veracruz; la tercera zona a la laguna de
Tamiahua y la de Pueblo viejo, al norte del Estado de Veracruz; la cuarta y

ultima zona corresponde a La Laguna Madre, situada al norte de Tampico (al
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norte del Golfo de México). Ademds, encontré una reduccion del flujo
genético entre las poblaciones de latitudes inferiores a los 20° N (primera y
segunda zona propuestas), con respecto a las poblaciones de latitudes
superiores (tercera y cuarta zona), lo cual lo correlaciond con la presencia de

una barrera oceanografica.

Asi mismo, encontré que las lagunas con mayor similitud genética son
La Mancha y Sontecomapan, situadas al sur de Veracruz y sugirid la
existencia de una correlacién entre los patrones de corrientes costeros del
Golfo de México, con el periodo reproductivo (de marzo a mayo) del ostién
‘americano en la zona, lo que probablemente podia estar provocando dicha
similitud genética. En el mismo estudio, observé bajos niveles de variabilidad
genética para siete de las ocho lagunas evaluadas en comparacién con
poblaciones més nortefias y propuso que probablemente se debia a la
sobreexplotacion del recurso ostricola. También reporté un exceso de
heterocigotos en la Laguna Madre (situada al norte de Tampico),

proponiendo que esta poblacién esta evolucionando independientemente.

Finalmente, algunos autores, al realizar analisis con ADNmt y nuclear
(anonymus nuclear loci), encontraron un patrén macrogeografico de la
estructura poblacional de C. virginica en América del Norte; asignando dos
stocks genéticos: uno en la costa Atlantica y el otro en el Golfo de México, al

parecer aisladas por lo menos hace 1.2 millones de afios (Reeb y Avise,
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1990; Karl y Avise, 1992). Lo cual indica la presencia de dos poblaciones de

ostiones, separadas por una barrera zoogeografica (Gaffney, 1996).

Dado lo anterior, Gaffney (1996) propuso que es probable que la
deriva genética ha llevado a la divergencia de genes neutrales (o débilmente
afectados por la seleccién), mientras que la seleccién ha actuado para
mantener la frecuencia alozimica a través de grandes éareas y para crear

diferencias fisioldgicas en regiones distintas.

Caracteristicas oceanograficas de la zona de estudio

Con base en la circulacién de las corrientes oceanogréficas, la costa
del Golfo de México (GoM) se divide en tres zonas principales (Fig 1): la
plataforma de Louisiana-Texas, EU (LATEX), las correspondientes a México:
Tamaulipas-Veracruz (TAVE), y el Banco de Campeche Oeste (Blaha and
Sturges, 1981). El sistema de corrientes costeras en GoM fue analizado por

Zavala-Hidalgo, et a/. (2003) y se describe a continuacién.

En la Figura 1 se muestra un mapa con la localizacién de las zonas
seglin los modelos de circulacién, las estaciones a partir de las cuales se han
obtenido los datos oceanogréficos y las isGbatas analizadas en la plataforma

continental (25, 50 y 200 m).
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8W 96W  9AW  92W  90W
Figura 1. Localizacion del Golfo de México vy sitios de interés. Las secciones donde
los andlisis detallados estén presentes son indicadas con letras may(sculas, y los
circulos indican los sitios (estaciones) de las corrientes superficiales a partir de los
cudle

La circulacion en la plataforma mexicana tiene una fuerte relacién con
la dinamica en la plataforma de LATEX, de esta forma, los eventos
oceanograficos producidos en esta zona, afectan directamente el sistema de
corrientes en la costa mexicana. La circulacion en GoM es principalmente
estacional, pero con diferencias regionales, con periodos de tiempo méas
grandes en TAVE, mientras que en LATEX se presenta en periodos de tiempo
mas cortos y en el banco de Campeche no se presentan cambios

considerables en la direccién de la circulacién costera.
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Para la plataforma de TAVE, que comprende desde el sur del rio
Grande hasta parte de la bahia de Campeche (26° N y 18.5 © N), las
corrientes se dirigen hacia el sur de septiembre a marzo y hacia el norte de
mayo a agosto, alcanzando una velocidad media mensual de 0.70ms™; con

periodos de transicion de finales del mes de marzo a abril, y de finales de
MAY-AUG OCT-FEB

agos

208
1oN

’%w W wW  eW oW oW oW W oW
Flgura 2. Modelo de la media de salinidad superF cial de a) mayo-agosto b)
Octubre-Febrero. Los vectores representan las corrientes principales (isobatas de
200 y 1000 m) para los periodos correspondientes. Tomado de Zavala-Hidalgo, et
al. (2003).

En la Figura 2 se pueden apreciar las dos temporadas principales
donde suceden estos cambios en la direccion de las corrientes Yy que
mantienen entre otras cosas, el transporte de agua menos salina hacia el sur

durante la temporada otofio-invierno, por efecto de los rios Mississipi y
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Atchafalaya (EU). Estas aguas con baja salinidad y temperatura mas fria de
hasta 5° C son dirigidas a través de la plataforma de LATEX hacia la
plataforma de TAVE, desarrollando frentes a lo largo de la plataforma

externa y produciendo inversiones de temperatura.

Durante la estacion de verano (Fig. 2), las aguas de la plataforma
TAVE presentan una adveccion sobre la plataforma de LATEX. De esta
manera, la salinidad y temperatura aumentan en las aguas costeras de
TAVE, al disminuir el efecto de las aguas provenientes de LATEX. Los
principales rios mexicanos que aportan agua dulce a la plataforma de TAVE
son relativamente mas pequefios en comparacién con los de EU, asi, a pesar
de que estos rios tienen su méxima descarga de agua dulce en verano, es en
invierno cuando la presencia de agua dulce es mas grande sobre esta

plataforma.

En la plataforma de LATEX, estd presente una circulacion cicldnica la
mayor parte del afio, con una fuerte corriente estacional a lo largo de la
plataforma interna, y una corriente amplia mas débil sobre la plataforma
externa. Asi, el periodo de circulacién costa abajo (hacia el sur) es mas
grande que el de costa arriba (hacia el norte), y este periodo se reduce

progresivamente en el norte y este de la plataforma de LATEX.
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Existen dos zonas principales de confluencia en el GoM: Una situada
en la parte norte de TAVE (26.5° N) de abril a agosto, con una intensidad
mayor en abril y mayo; y otra en la parte sur de la bahia de Campeche (93°
Wy 95.5¢ W) de septiembre a marzo. Una de las consecuencias principales
de estas convergencias es la formacion de corrientes hacia fuera de la costa,

las cudles son principalmente estacionales.
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JUSTIFICACION

Dadas las fluctuaciones en la produccién del ostién en los Ultimos 20
anos, la sobreexplotacion del recurso, y al creciente deterioro ambiental y del
habitat; se hace evidente la necesidad de conocer la variacién y la estructura
genética en las poblaciones naturales de C. virginica en las principales
lagunas productoras de este recurso dentro del Estado de Veracruz. Este
proyecto puede dar la pauta para entender bajo el esquema de marcadores
neutrales la dindmica poblacional de dicha especie en la regién. De la misma
forma pero dentro del sector productivo (pesquerias y acuacultura), el

resultado de este trabajo pretende aportar en un futuro inmediato:

a) La definicién de poblaciones locales, diferenciadas del resto, lo cual
permitiria el plantear estrategias para un mejor manejo pesquero.

b) La caracterizacion de la variabilidad genética para implementar
acciones inmediatas como la ostricultura y la restauracién de los bancos
naturales por repoblamiento que ayuden a mantener el aprovechamiento

racional del recurso dentro del Estado de Veracruz.

La mayoria de los esfuerzos por analizar la variabilidad genética en el
ostién americano han sido a través de estudios de alozimas y nos han
permitido tener un panorama de la estructura y variabilidad genética del

ostin americano en la costa atldntica oriental (De la Rosa-Vélez, 1986;
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Buroker ef al,, 1983a; Buroker, 1983b; Hedgecock y Okasaki, 1984; Gaffney
et al. 1992; Gaffney 1996). Sin embargo, el polimorfismo encontrado con las
alozimas puede estar subestimando la variabilidad genética debido a: 1)1
presencia de alelos nulos, errores de lectura (la observacién de alelos de
movilidad similar que pueden ser interpretados como el mismo alelo); y 2)la
seleccion natural que puede influenciar la estructuracién geografica del
polimorfismo en algunos loci llevando a la heterogeneidad entre éstos, con
niveles altos de diferenciacién genética en algunos y poca o ninguna en otros
(Launey et al., 2002).

El descenso en la produccién ocurrido en la década de los noventas
podria corresponder a una reduccidn en la poblacion de C virginica debido a
efectos naturales como huracanes, efectos antropogénicos como la presién
de pesca en el recurso y la degradacién del habitat en los bancos ostricolas

de las lagunas afectadas.

Debido a que el ADNmt presenta una tasa de mutacién mas estable y
a que su herencia es exclusivamente materna (haplotipica), podemos
obtener informacion sobre la diferenciacién genética interpoblacional y
tendencias evolutivas. Mientras que con los marcadores microsatélites
analizaremos la estructura poblacional a un nivel mas detallado,
intrapoblacional (por la naturaleza de estos marcadores), el flujo genético,

los niveles de endogamia y las reducciones poblacionales recientes.
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Asi mismo, los datos aportados por ambos marcadores permitiran
reforzar entre ellos los resultados sobre la estructura poblacional, y
proporcionar una herramienta que pueda generar una estrategia eficaz para

la recuperacién de los bancos ostricolas en Veracruz.
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HIPOTESIS

1) La estructura poblacional estard determinada por la distancia
geografica de las lagunas en la regién. De esta manera, encontraremos la
siguiente estructura: 1) laguna de Pueblo Viejo y Tamiahua, 2) Laguna
Grande, la Mancha, y Alvarado, y 3) laguna El Ostion; esta Gltima, a pesar de
la cercania con laguna de Alvarado es probable que tenga poco o nulo flujo
genético, debido a que se encuentra localizada en una zona geograficamente
céncava, donde hay confluencia y se forman corrientes hacia fuera de la

costa.

2) En las lagunas de Tamiahua y El Ostién, los bancos ostricolas se
han visto afectados por una reduccién demografica, lo cual se verd reflejado
en una variabilidad genética reducida debida a un mayor efecto de la deriva

genética.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la variabilidad y diferenciacién genética de seis lagunas costeras del
ostibn C. wvirginica en el Estado de Veracruz, mediante el uso de

microsatélites y secuencias la regién Citocromo Oxidasa I (COXI) de ADNmt.

Particular

» Estimar la variabilidad genética del ostién americano C. virginica en
cada una de las seis lagunas costeras, mediante andlisis de
microsatélites y secuenciacién de ADNmt

* Definir el grado de estructuracion en la zona o presencia de posibles
stocks del ostién americano en la zona central (costa de Veracruz) de
las costas del Golfo de México.

¢ Determinar la distancia genética entre los organismos de seis
diferentes lagunas costeras de Veracruz y definir si corresponden a la
distancia geografica existente entre los sitios de muestreo.

» Determinar la existencia de flujo genético entre los organismos
provenientes de las seis lagunas costeras de Veracruz y determinar la

correlacion con la dindmica oceanogréfica de la zona.
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“

CAPITULO I: Analisis con marcadores microsatélites
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INTRODUCCION

Microsatélites

Actualmente los estudios genéticos se apoyan en marcadores
nucleares como los microsatélites los cuales son altamente polimérficos,
codominantes, predominantemente neutrales (o débilmente afectados por la
seleccidn) y heredados tanto via materna como via paterna (Schléterer y

Pemberton, 1994; Lambert y Millar, 1995).

Los microsatélites se definen como secuencias simples de repeticiones
cortas en tandem, de 1 a 6 pares de bases (Schisterer y Pemberton, 1994).
El nimero de repeticiones varia en la secuencia entre individuos y a su vez
determina la longitud del microsatélite. Esta variacion se debe a un proceso
conocido como “mal apareamiento por deslizamiento de hebra” (del inglés
Slipped-Strand misparing”) que ocurre en la secuencia del microsatélite
durante la sintesis del ADN (Schléterer y Tautz, 1992) y produce la delecién
o adicién de uno o mas nucledtidos (Eisen, 1999). Las tasas de mutacién son
altas por lo que esto produce el elevado polimorfismo en los loci de los

microsatélites.

Los loci de estos marcadores moleculares cominmente tienen 10 o

mas alelos que cualquier otro locus Yy presentan niveles altos de
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heterocigocidad (50-100%) (Hughes y Queller, 1993). Esto los hace ademas
muy dtiles para identificaciones individuales, porque es muy poco probable
que dos organismos elegidos al azar, si son analizados por una serie de estos
marcadores, compartan sus alelos; aunque su significacién dependera del
ndmero de loci y de individuos utilizados. Adema's,' la técnica para analizarlos
es relativamente sencilla: permite la utilizacién de pequefias muestras de

tejido y la repetibilidad del anélisis.

Estos marcadores han permitido analizar la estructura poblacional, los
niveles de endogamia y los cuellos de botella recientes en algunas especies
de moluscos bivalvos (Magoulas et a/, 1998; Launey et a/, 2002, Astanei et
al, 2005). Launey et al (2002), encontraron diferencias genéticas en los
valores de Fsr a partir de microsatélites, para las poblaciones de Ostrea
edulis del Atlantico vs las del Mediterraneo. En afios recientes se ha realizado
la obtencién marcadores microsatélites para la especie C. virginica (Brown et
al, 2000; Reece et al, 2004), en estos trabajos encontraron un alto
polimorfismo en los loci obtenidos en poblaciones naturales y cultivadas. En
un trabajo reciente realizado en la Bahia de Chesapeake (E.U.) encontraron
un modelo sutil de aislamiento por distancia con varios loci microsatélites

(Rose et al., 2006).

C. virginica habita los principales estuarios y lagunas a lo largo de la

costa del Estado de Veracruz (México)®. Las corrientes costeras en el Golfo
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de México son estacionales en direccidn hacia el sur de septiembre a marzo y
al norte de mayo a agosto (Zavala-Hidalgo et al, 2003), lo cual hace que el
transporte larval a lo largo de la linea costera de Veracruz sea un elemento
importante en la mezcla de las poblaciones. Algunas condiciones
relacionadas a caracteristicas topogréficas tales como la laguna de La
Mancha que presenta una comunicacién temporal con el mar (Contreras y
Castafieda, 1985), y una salinidad elevada en la laguna de Tamiahua
(Contreras y Castafieda, 1985; Robles-Hernandez, 2006), parecen reducir la
sobrevivencia de las larvas (Newkirk et al/, 1977). Adicionalmente, una
reduccion poblacional por alteracién del habitat podria contribuir a una
diferenciacion por deriva genética en estas lagunas. Un estudio con alozimas
en C. virginica en la regién centro-sur del Golfo de México (incluyendo
Veracruz), reportd cuatro zonas diferentes, basadas en la similaridad y

distancia genética (De la Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1988).

En el presente trabajo, intentamos determinar la variabilidad genética
y la estructura de C. virginica a lo largo de la costa del Estado de Veracruz,
utilizando cinco loci de microsatélites (Brown et al, 2000), los cuales nos
proveeran informacién valiosa para las practicas de manejo para mejorar la

sustentabilidad de esta especie en México.
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METODOLOGIA

Obtencion de muestras

Los organismos se recolectaron en seis lagunas costeras del Estado
de Veracruz (Anexo I): Pueblo Viejo (PV, n= 50), Tamiahua (Ta, n= 40),
Laguna Grande (LG, n= 40), La Mancha (LM, n= 50), Alvarado (AL, n= 50)
y El Ostion (LO, n= 40) (Fig. 3). De cada organismo se obtuvieron muestras
de musculo y manto, y se conservaron en alcohol al 95%, manteniéndose a
4°C hasta su procesamiento. En el Anexo I se incluye la localizacion

georeferenciada de las zonas de recolecta.

20!

i
o8°

Figura 3. Sitios de recolecta de las muestras de Crassostrea virginica en el Estado de
Veracruz.
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Extraccion de ADN

La extraccion del ADN total de cada individuo se realizé a partir de la
técnica de extraccion rapida de sales (Aljanabi y Martinez, 1989), la cual se
modificé y adaptd a las caracteristicas de nuestrés muestras (Anexo I). La
verificacion de la presencia y la cantidad de ADN se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, mediante la comparacién con un

marcador de peso molecular y concentracion conocido (lambda, Invitrogen).

Analisis de microsatélites (ADN nuclear)

o Amplificaciones de los microsatélites
Se probaron un grupo de siete microsatélites de C virginica,
publicados previamente por Brown et a/. (2000): Cvi-6, Cvi-8, Cvi-9, Cvi-11,
Cvi-12 y Cvi-13. Se optimizaron las temperaturas de alineamiento y los
ciclos de cada par de cebadores (primers) para la amplificacion de los
microsatélites. Se hicieron diluciones de las muestras de ADN para obtener

concentraciones de 20ng/}iL.

Una vez realizada la optimizacion, los microsatélites seleccionados
fueron amplificados por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La
amplificacién se realiz6 en un volumen de 15 pL, conteniendo 20 ng de ADN,

0.25 uM de cada primer (forward y reverse), 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de
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cada nucledtido y 0.25U de Taq polimerasa (Invitrogen), con las siguientes
condiciones de amplificacién: 5 min a 94° C, 30 ciclos de 0.30 min a 94° C,
0.30 min a la temperatura de alineamiento (Tm) (Tabla 1) y 0.30 min a 72°

C, con una extension final de 5 min a 72° C.

» Electroforesis y visualizacion con quimioluminiscencia
Los productos del PCR fueron separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6%, 7.5 M de urea (Anexo III) y transferidos a una
membrana de nylon moderadamente cargada (Nytran, Scheleicher y
Schuell). La visualizacion fué realizada por quimioluminiscencia utilizando el
kit de deteccién Phototope-Star (New England Biolabs), y exponiendo en

peliculas de rayos X (Kodak X-Omat) (Pérez-Enriquez et al, 2001) (Anexo
).

o Anadlisis estadistico de los microsatélites
A partir de los datos de alelos de loci microsatélites usando la utilidad
MsTools (Park, 2001) para el programa Excell (2003) se generaron las bases

de datos para los distintos formatos de los programas manejados.

Las frecuencias alélicas, el nimero de alelos por locus (A4), el indice de
endogamia (Fis), la heterocigocidad esperada (Hg) y la heterocigocidad
observada (Ho) fue calculada mediante el programa GENETIX versién 4.0

(Belkhir et a/, 2000). El nimero medio efectivo de alelos fue calculado como
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es descrito por Hartl y Clark (1997). El equilibrio de Hardy-Weiberg (H-W)
fue evaluado utilizando dos paquetes, GENETIX (prueba de significacion de
Fis por 10,000 permutaciones) y el programa ARLEQUIN ver. 3.0 (Excoffier et

al., 2005) (prueba de X?).

El desequilibrio de fase gamética fue determinado utilizando el
programa GENPOP version 3.3 (Raymond y Rousset, 1995) bajo la hipdtesis
nula de independencia en la segregacion de genotipos entre loci evaluados.
Se revisaron los errores genotipicos (alelos nulos, “bandas fantasma” o
stutters, “allelic drop out”, y errores tipogréficos) mediante el programa
MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004). Este programa utiliza bases

de datos con formato GENPOP.

La estructura genética fue analizada utilizando los estimadores Fsr y
Fis (Weir y Cockerham, 1984). Se analizaron los Fsr pareados utilizando
10,000 permutaciones mediante el programa GENETIX. Se determinaron los
niveles de significacion mediante una correccién secuencial de Bonferroni
(Rice, 1989). Exploramos el efecto de los alelos nulos en las estimaciones
Fsr por medio del programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007), el cual corrige
los datos genotipicos para alelos nulos y recalcula los valores de Fsr (Weir
and Cockerman, 1984). Los valores de Fsr fueron utilizados para calcular las
relaciones entre la diferenciacion genética y la distancia geogréfica:

utilizando los valores de Fsr pareados y las distancias geograficas linealizados
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entre los pares de muestras (Rousset, 1997), utilizando la prueba de Mantel
(Smouse et al, 1986) con 1000 permutaciones, a través del programa

Genpop (Raymond y Rousset, 1995).

Los niveles de estructura poblacional fueron evaluados mediante un
Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) a través del programa ARLEQUIN

ver. 3.0. (Excoffier et al, 2005) utilizando el estadistico F.



34

RESULTADOS

Optimizacion y eleccién de los loci de microsatélites

Se realizo un andlisis preliminar en una muestra de 30 individuos de
localidades diferentes (Ta, n=10; PV, n= 10; LO, n= 10), en donde se
evaluaron los siete loci microsatélites reportados por Brown et 4. (2000). En
la tabla 1 se muestran los loci analizados y el motivo de cada uno de ellos:
dos trinucledtidos simples, tres tetranucledtidos simples y dos
tetranucleétidos compuestos. De los siete loci analizados se lograron
amplificar con éxito seis; la excepcién fue el locus Cvi7 el cual presento
amplificaciones inespecificas (bandas extra) que hacian dificil la identificacién

de los alelos.

A pesar de que se logré amplificar con éxito el locus Cvil2, fue
descartado del estudio debido a que mostré un amplio rango de tallas
alélicas (98-230 pb) lo cual dificulté el andlisis con la técnica de
quimioluminiscencia. Para analizar este locus era necesario manejar
membranas de' nylon con un largo de 25 cm, en tanto que el permisible era
de 10 cm debido a la limitante de didmetro de los tubos de hibridacién que

se utilizaron (Anexo 1V).
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De esta manera, fueron cinco loci (Tabla 1) los que se optimizaron y
se usaron para los analisis genéticos poblacionales: Cvi6, Cavi8, Cavi9,

Cavill y Cvil3.

Tabla 1. Caracteristicas de los siete loci probados en este estudio. En la tabla se
muestra el motivo de cada loci, el rango de tamafios de los alelos, las Tm
optimizadas y el nimero medio de alelos (4). Se muestran en negritas los loci
utilizados.

Cvi6  (GAT), 159-214 50 19
Qvi7 (CAAA), ND 50 ND
Cvi8  (CAAA),(CAA), 177-298 55 10
Cvi9  (CAT). 100-167 55 17
Cvill  (CAAA)s 143-159 55 4

Cvil2  (CAAA)CAGAAAAA(CAAA), 98-230 55 ND
Cvi1l3  (CAAA), 114-257 50 26

Tm = Temperatura éptima de alineamiento. ND = No Determinado.

Variabilidad genética intrapoblacional

La variabilidad genética de C. virginica en seis lagunas costeras del
Estado de Veracruz con cinco loci de microsatélites es mostrada en la tabla

2, y descrita a continuacion.
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Analisis por locus

El rango en el nimero medio de alelos por locus (A) considerando
todas las poblaciones fue de 4 (Cvil 1) a 26 (Cvi13), mientras que el nimero
efectivo de alelos (7€) se mantuvo en un rango menor de 2.8 (Cvi8) a 16.4

(Cvil3).

La heterocigocidad media observada (Ho) fue de 0.496 (Cvi6) a 0.725
(Cvi9), mientras que la esperada (He) por locus se presenté en el rango de
0.660 (Cvi8) a 0.953 (Cvil3) (Tabla 2). Cabe denotar que el locus Cvi8
presenté un valor de Ho (0.514) casi tan bajo como el de Cvi6, y el locus

Cvil3 muy cercano al valor superior observado en Cvi9 (Ho= 0.688).

Por lo anterior, considerando tanto el nimero de alelos, el nimero
efectivo de alelos y Ia heterocigocidad, los locus menos polimérfico fueron
Cvi8 (A= 10, ne= 2.8, Ho= 0.514 Yy He= 0.660) y Cvill (A= 4, ne= 3.1,
Ho= 0.576 y He= 0.689), mientras que el mas polimdrfico fue Cvil3 (4= 26,

ne= 16.4, Ho= 0.688 y Hg= 0.953).
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Tabla 2. Variabilidad genética en cinco loci de microsatélites en seis lagunas en el
Estado de Veracruz.

Locus PV Ta LG LM AL LO Media
Cvib A(n) 19(45) 10(22) 17(28) 23(48) 18(30) 26(36) 19(35)
ne 11.3 5.3 11.2 10.4 10.3 14 10.4
Ho 0.600 0.272 0.429 0.542 0466 0.528 0.496
He 0.932 0.844 0942 0918 - 0.933 0.96¢4 0.909
Fis 0.352 0.676 0.542 0.409 0.496 0.443 0.486
Cvi8 An) 10(49) 9(35) 11(33) 11(46) 10(43) 9(33) 10(40)
ne 2.4 2.8 3.5 2.6 2.8 2.8 2.8
Ho 0.470 0.600 0.606 0.348 0.581 0.484 0.514
He 0.594  0.657 0.742 0.644 0.655 0.665 0.660
Fis 0.211 0.080 0.169 0.447 0.114 0.259 0.213
vi9  An) 17(47) 13(31)  17(28) 20(48) 13(41) 19(42) 17(40)
ne 10.6 8.7 8.9 12.9 6.3 10.7 9.7
Ho 0.830 0.677 0.714 0.854 0.561 0.714 0.725
He 0.918 0.900 0.912 0.934 0.860 0.919 0.909
Fis 0.095 0.250 0.213 0.085 0.343 0.224 0.201
Qill  A(n) 4(49) 4(28) 4(27) 4(42) 5(42) 4(38) 4(38)
ne 2.7 3.6 3.3 3.4 2.8 3 3.1
Ho 0.653 0.424 0.552 0.551 0.738 0.537 0.576
He 0.641 0.736 0.707 0.709 0.654 0.686 0.689
Fis -0.035 0.422 0.223 0.225 -0.148 0.209 0.149
Quil3  A(n) 28(47) 22(34) 28(30) 26(47) 21(42) 33(41) 26(40)
ne 17.5 14.2 17.8 14.8 12.4 21.7 16.4
Ho 0.702  0.647 0.733 0.723 0.738 0.585 0.688
He 0.957 0.951 0964 0945 0932 0970 0.953
Fis 0.265 0.317 0.239 0.234 0.208 0.397 0.277
Media A(n) 16(47) 12(30) 16(30) 17(46) 13(40) 18(39) 15(39)
ne 8.9 6.8 8.9 8.8 6.9 10.4 8.5
Ho 0.651 0.524 0.607 0.604 0.617 0.570 0.595
He 0.803 0.810 0.845 0.825 0.800 0.831 0.819
Fis 0.191 0.357 0.286 0.270 0.231 0.317 0.275

Nimero de alelos por locus (A4), nimero efectivo de alelos (ne), Heterocigocidad
observada (Ho), Heterocigocidad esperada (Hg), Coeficiente de endogamia (Fis). Los
valores en negritas para Fs, son significativamente diferentes de cero
(procedimiento de permutacion, P<0.05).




38

Entre las poblaciones y por cada locus, el nimero de alelos observado
varié de 4 (Cvill, en casi todas las poblaciones excepto Alvarado) a 33
(Cvi13, El Ostidn), el nimero efectivo de alelos fue de 2.4 (Cvi8, Pueblo
Viejo) a 21.7 (Cvil3, El Ostién), mientras que la heterocigocidad observada y
esperada fue de 0.272 (Cvi6, Tamiahua) a 0.854 (Cvi9, La Mancha) y de
0.594 (Cvi8, Pueblo Viejo) a 0.970 (Cvil3, El Ostién) respectivamente

(Tabla2).

En 24 de las 30 posibles pruebas se observaron desviaciones al
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). Estas desviaciones también se
presentaron por locus en la prueba global de todas las poblaciones y por

poblacién en la prueba multilocus (todos los loci) (Tabla 2).

Las desviaciones de H-W fueron causadas por un déficit de
heterocigotos como lo indican los valores positivos significativamente
diferentes de cero del estimador Fis (P<0.05). Esto se denota también por

las diferencias entre los valores de heterocigocidad observada y esperada

(Fig. 4).

Unicamente se presentd equilibrio de H-W con los loci Cvi8 y Cvill en
algunas lagunas (Tabla 2). El locus Cvi8 mostrd equilibrio de H-W en Pueblo
Viejo, Tamiahua, Laguna Grande y Alvarado. Pero en el andlisis global de

todas las poblaciones no presenta equilibrio debido a los valores de Fs en La
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Mancha (Fis= 0.447) y El Ostidn (Fis= 0.259) ya que son significativamente
diferentes de cero y muestran un alto déficit de heterocigotos. En la Figura 4
es posible observar las pequefias diferencias entre las heterocigocidades

observadas (lineas) y las esperadas (barras) para dicho locus.
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Figura 4. Graficas de heterocigocidades observadas (lineas) y esperadas
(barras) en las cinco lagunas costeras. En estas graficas se aprecian mejor
las diferencias entre la Ho y He entre todas las lagunas y todos los loci.
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En el locus Cvill las lagunas de Pueblo Viejo (FIS= -0.035) vy
Alvarado (FIS= -0.148) se encuentran en equilibrio de H-W, ya que
presentan valores de FIS negativos, pero que no son significativamente
diferentes de cero. Dichos valores se deben a que la Heterocigocidad
observada (0.738 y 0.653, respectivamente) es ligeramente mayor que la
esperada (0.654 y 0.641, respectivamente) (Tabla 2, Fig. 4). Los loci Cvi6,
Cvi9 y Cvil3 presentan desviaciones H-W en todas las lagunas (Tabla 2). El
locus Cvi6 se distingue por tener los valores mas altos de Fis entre todas las
poblaciones (Fis= de 0.352 a 0.676) y en el analisis global con todas las
poblaciones (Fis= 0.486), denotandose claramente las diferencias entre Ho y

He (Fig. 4).

Todas las lagunas presentaron desviacion al equilibrio de H-W y déficit
de heterocigotos cuando se analizaron los valores de Fis multilocus (Tabla 2).
El andlisis de desequilibrio de ligamiento mostré que los genotipos en cada
loci se segregan independientemente (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacién de desequilibrio de ligamiento por pares de locus en C
virginica.

Cvil3 Cvi6 1

Cvi8 Cvié 0.589
Cvil3 Cvi9 0.946
Cvi8 Qvig 0.487
Cvi6 Cvi9 0.999
Cvil3 Cvill 0.942
Cvi8 Cvill 0.494
Cvié Cvill 0.984
Cvi9 Cvill 0.092

P<0.05
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Anélisis por poblacion

El nimero medio de alelos para todos los loci entre las lagunas varié
€n un rango de 12 (Tamiahua) a 18 (El Ostidén) y el nimero efectivo de
alelos fue de 6.8 (Tamiahua) a 10.4 (El Ostién) (Tabla 2). Las
heterocigocidades promedio mostraron valores cercanos entre las lagunas:
La heterocigocidad observada por laguna se mantuvo en un rango de 0.524
(Tamiahua) a 0.651 (Pueblo Viejo), mientras que la esperada s6lo varié de

0.800 (Alvarado) a 0.845 (Laguna Grande) (Tabla 2).

De acuerdo a lo anterior los mejores indicadores de variabilidad
genética entre las lagunas en este trabajo son el nimero medio de alelos y el
numero efectivo de alelos. Con base en esto, las lagunas con menor
variabilidad genética son Tamiahua (A= 12, ne= 6.8) y Alvarado (A= 13,
ne= 6.9), mientras que la laguna con mayor variabilidad genética es El

Ostién (4= 18, ne= 10.4).

El ndmero medio de alelos (riqueza alélica), es dependiente del
tamafio efectivo poblacional (Nei et al.,, 1987), por lo que puede ser un buen
indicador de cambios demogréficos recientes. Sin embargo, esta
caracteristica puede sesgar los resultados si existen diferencias en el tamafio

de muestra de cada poblacién.
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Debido a esto, se realizé un ajuste con el tamafio minimo de muestfa
mediante un andlisis de rarefraccién con el programa Fstat 2.9.3 (Goudet,
2001). También eliminamos: Pueblo Viejo, que es la laguna con menor
nimero de muestras y posteriormente Cvi6, qu'e es el locus con merior

ndmero de muestras amplificadas.

Después de realizar el ajuste del tamafio de muestra, las diferencias
disminuyeron, pero la tendencia de los valores se mantuvo. Unicamente la
Laguna Grande modificé su posicion al colocarse como la laguna con mayor
numero de alelos (13.8), sequida de El Ostién (13.7). Las lagunas con menor

nimero medio de alelos siguieron siendo Tamiahua (10.7) y Alvarado (11.4)

Tabla 4. Riqueza alélica con correccién de tamafio de muestra (NM=22) con los cinco
loci analizados en las seis lagunas.

Cvié 15.7 10 15.7 17 16.6 17.4 18.5
Cvi8 6.1 7.1 9 7.6 7.7 7.2 8

Cvi9 14.2 12.6 15.9 16.4 11.3 15.7 15.3
Cvill 3.9 4.7 4.7 4 4.4 3.8 4.3
Cvil3 21.3 19.2 23.8 18.9 17.2 24.6 24

Media 12.3 10.7 13.8 12.8 114 13.7

Los valores en negritas son significativamente diferentes entre si (P<0.05)

La riqueza alélica entre las localidades (corregida por el tamafio de
muestra) fue significativamente diferente, como lo demostré la prueba de

Friedman (X*=21.55, p=0.0006).
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Déficit de heterocigotos y alelos nulos

Como se menciond anteriormente al analizar todos los loci (Tabla 2),
con excepcidn de algunos casos, se observé un déficit de heterocigotos en la
’ mayoria de todas las lagunas. A pesar de que en dos lagunas se obtuvieron
valores de Fis negativos, estos no fueron significativamente diferentes de
cero como para indicar un exceso de heterocigotos (Tabla 2). Los valores
promedios de Fis para todas las lagunas, fueron especialmente altas para el

locus Cvi6 (Fis= 0.486).

Se sospechd de la presencia de alelos nulos como una de las causas
de éste déficit en el locus Cvi6, debido a que en algunos individuos no se
logré amplificar ningGn producto después de varios intentos, ni aln
cambiando los parametros en la PCR. Estos mismos individuos si dieron
productos de PCR para el resto de los microsatélites analizados. De esta
manera, para el locus Cvi6 se obtuvo el nimero mas bajo de muestras
amplificadas en tres de las cinco poblaciones (Pueblo Viejo, Tamiahua y

Alvarado) (Tabla 2).

El programa MICRO-CHECKER sugirid la posible existencia de
potenciales alelos nulos en los loci Cvi6, Cvi9 y Cvil3. En el caso de Cvi6 fue
evidente la posibilidad de alelos nulos, por lo que se volvieron a calcular los

valores de Fis en todas las poblaciones excluyendo a este locus. En la tabla 5
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se muestran los valores de Fis sin Cvi6, los cuales en todas las lagunas
fueron significativamente diferentes de cero (P<0.05), y sélo se observaron
ligeras variaciones al compararlos con los valores obtenidos al considerar a

todos los loci.

Para el locus Cvil13 no se presentaron problemas para amplificar las muestras
con los primers de este locus, por lo que no se sospechd la presencia de
alelos nulos, ya que en la mayoria de los casos se amplificaron casi todos los
individuos recolectados (Tabla 2). No obstante lo anterior, se calcularon los
valores de Fis excluyendo a este locus (Tabla 5), sin presentarse cambios

significantes tal como en el caso de Cvi6.

Tabla 5. Fis estimadas para seis lagunas en los cinco loci y excluyendo a los loci Cvié
y Cvil3. En todos los casos los valores son significantes.

PV 0.191 0.143 0.168

Ta 0.357 0.274 0.369
LG 0.286 0.213 0.299
M 0.270 0.230 0.281
AL 0.231 0.151 0.238
Lo 0.317 0.280 0.293

Los valores en negritas son significativamente diferentes de cero después de la correccidn
de Bonferroni (procedimiento de permutacién P<0.05).

A pesar de que el programa MICRO-CHECKER no indico la presencia
de alelos nulos en los otros loci, se realizd la misma evaluacion para el resto

de los loci (Cvi8 y Cvill). Se observé que los valores de Fis permanecieron
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estadisticamente diferentes de cero (P<0.05), y los valores sélo aumentaron

ligeramente.

Variabilidad genética interpoblacional

El valor de Fsr multilocus fue de 0.019 (significativamente diferente
de cero, p<0.05), lo cual nos indica una distribucién heterogénea de la
variabilidad genética de esta especie sobre el total de las lagunas
recolectadas (Tabla 6). Los loci no contribuyeron de igual manera a la
diferenciacién poblacional, tal como lo indican los valores de Fst para cada
loci, los cuales van de 0.008 (Cvi6) a 0.038 (Cvi8) y en todos los casos son
significativamente diferentes de cero (P<0.05) (Tabla 6). Al eliminar Cvi6 del
anélisis‘de la estimacion multilocus, el valor de Fsr (0.022) no varia mucho y
permanece “significativamente diferente de cero (P<0.05), por lo que se

decidi6 continuar con los analisis incluyendo este locus.

Los loci Cvi8 y Cvill contribuyeron con los valores mas altos de Fsr
(0.038 y 0.034, respectivamente) (Tabla 6), lo cual puede ser explicado por
diferencias en frecuencias alélicas entre poblaciones para estos loci. En el
Anexo V se observan las graficas de frecuencias alélicas para todos los loci.
En particular para estos dos loci las frecuencias alélicas variaron entre las
lagunas, especialmente para los alelos 207 y 208 en el locus Cvi8, y en los

alelos 147, 151 y 155 para el locus Cvill.
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Tabla 6. Valores de Fs y Fsrde seis lagunas costeras en C. virginica. En la tabla se
muestran los cinco loci utilizados en este estudio.

Cvi6é 0.459 0.008
Qvig 0.218 0.038
Cvi9 0.190 0.010
Cvill 0.141 0.034
Cvil3 0.277 0.012
Total 0.261 0.019

Los valores en negritas son significativamente diferentes de cero (procedimiento de
permutacién, P<0.05).

Especificamente, en Pueblo Viejo, Tamiahua, Laguna Grande y
Alvarado, el alelo més frecuente para Cvi8 fue el 207, mientras que para El
Ostién y La Mancha fue el alelo 208. Para Cvill el alelo mas frecuente en
Pueblo Viejo fue el 147, el alelo 151 en La Mancha, y el alelo 155 en
Tamiahua, Laguna Grande y El Ostién, mientras que en Alvarado los alelos

147 y 155 se encuentran presentes con la misma frecuencia.

Los valores pareados de Fsy con la correccién secuencial de Bonferroni
fueron significantes (P<0.005) en 11 de las 15 comparaciones
interpoblacionales (Tabla 7). Los valores no significantes son representados
graficamente en la Figura 5 e interpretados como flujo genético entre las
lagunas. Los datos reanalizados después de la estimacion de las frecuencias

de los alelos nulos mediante el programa Frena (Chapuis y Estoup, 2007),
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dieron como resultado cambios menores en las estimaciones de los valores

de Fsr (Anexo Vi).

El valor mas alto de Fsr fue de 0.031, para las lagunas de Alvarado vs
El Ostidn, y para Alvarado vsLa Mancha. Mientras que el valor mas bajo no
significante fue de 0.004 para Pueblo Viejo vs Alvarado, y Laguna Grande vs
El Ostidn. El valor mas bajo, pero significativamente diferente (P<0.005) fue

de 0.012 para Pueblo Viejo vsEl Ostién (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de Fs; pareados entre seis lagunas costeras de C. virginica en el
Golfo de México. El orden de las lagunas es de norte a sur.

Ta 0.018

LG 0.011 0.008

LMA 0.028 0.029 0.016

AL 0.005 0.020 0.015 0.031

LO 0.012 0.021 0.004 0.013 0.031

P<0.0153 después de la correcién secuencial de Bonferroni. Los valores en negritas son
significativamente diferentes de cero.

La laguna de Pueblo Viejo es significativamente diferente de dos
lagunas adyadcentes: Tamiahua (Fs=0.017) y La Mancha (Fsr=0.028), y
una distante: El Ostién (Fsr= 0.012). No presenta diferencias significativas
con Laguna Grande (Fsr= 0.018) y Alvarado (Fsr=0.004), las cuales estdn
situadas distantes geogréficamente (Tabla 7, Fig. 5). La laguna de Tamiahua
es significativamente diferente a todas las lagunas, excepto a la de Laguna

Grande (Fsr= 0.008). Laguna Grande muestra diferencias significativas con
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respecto a La Mancha (Fsr=0.016) y Alvarado (Fsy=0.015), dos lagunas:
adyadcentes. Mientras que el valor mas bajo de este estadistico F se
presenta con la laguna de El Ostion (0.004), la cual se encuentra
geograficamente distante (Tabla 7, Fig. 5). Como se observa en la tabla 7, la
laguna de La Mancha fue significativamente diferente con respecto a todas

las lagunas.

La laguna de Alvarado presenta diferencias significativas con todas las
lagunas excepto con Pueblo Viejo (Fsr= 0.004), la cual estd situada
geograficamente distante con respecto a Alvarado (Tabla 7, Fig. 5). La
laguna de El Ostion no presenta diferencias significativas (nicamente con
Laguna Grande (Fsr= 0.004), la cual también se encuentra distante

geograficamente.

La prueba de Mantel indic6 que no existe ninguna asociacién
significativa entre los valores de Fst y la distancia geografica (Z=193.68,

r=0.351).
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Figura 5. Flujo genético entre los bancos ostricolas de las seis lagunas
costeras en Veracruz analizados con los valores de Fs. Las lineas
punteadas indican valores de Fsr no significantes.
El Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) confirmé la variabilidad
genética existente entre las lagunas, indicando una pequefia pero

significante variacion entre ellas del 1.12% (Tabla 8).

Tabla 8. AMOVA jerarquico basado en loci de microsatélites de C. virginica en seis
lagunas costeras de México.

5 T 0.018 1.12
Entre lagunas

Dentro de 524 1.601 98.88
lagunas

Indice de fijaciSn Fsy= 0.0112 P<0.05.
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DISCUSION

Variabilidad genética intrapoblacional

La variabilidad genética intrapoblacional obtenida con los cinco loci de
microsatélites en este estudio (He= 0.800-0.845) es mas alta que la
encontrada previamente en otros estudios genéticos para C. virginica en
poblaciones naturales, en donde han utilizado como marcadores moleculares
a las alozimas (Hg= 0.192-0.254, Buroker, 1983a; He= 0.128-0.220, de la
Rosa-Vélez, 1986). Esto se debe principalmente al nimero mayor de alelos
presentes en los loci de microsatélites, debido a las diferencias en sus tasas
y procesos mutacionales lo que da como resultado valores mas altos de
variabilidad genética (Estoup et al, 1998). Por lo que estas diferencias son
cominmente observadas cuando se comparan valores de variabilidad

genética de alozimas vs microsatélites (Estoup et al, 1998).

La alta variabilidad genética obtenida en este estudio (4= 12-21, Hg=
0.800-0.845) se presenta en otras especies de bivalvos cuando se utilizan
microsatélites en condiciones naturales, como Dreissena polymorpha (A= 10-
15.2, He= 0.790-0.789, Astanei et al, 2005) Ostrea edulis (A= 13-22.8, He =
0.91, Launey et al., 2002) y Crassostrea gigas (He= 0.890-0.96 Huvet et al,

2000).
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Los niveles de variabilidad genética tienden a ser més altos en
especies marinas, como lo demostraron DeWoody y Avise (2000) en un
estudio genético con microsatélites, donde compararon especies de agua
dulce contra especies marinas y encontraron en estas Gltimas
heterocigocidades y niimero de alelos mayores (A=20.6, He= 0.78 vis 4= 7.1,
He= 0.58). Estos niveles altos de polimorfismo en organismos marinos, lo
atribuyeron a que el tamafo efectivo poblacional es generalmente mas
grande debido que el ambiente marino es mas extenso y continuo en

comparacion con otros ecosistemas (DeWoody y Avise, 2000).

El elevado polimorfismo con microsatélites en C. virginica ya ha sido
reportado en un estudio anterior donde analizan la variabilidad genética de
los loci utilizados en este trabajo en dos grupos naturales de Virginia y
Connecticut, USA y obtienen valores para cada locus similares a los
reportados en este trabajo (4= 4-26, He= 0.640.940; Brown et al., 2000; A=

4-33, Hg= 0.594-0.970; este trabajo).

Los loci més polimérficos fueron Cvié (A= 19, He= 0.909), Cvi9 (A=
17, He= 0.909) y Cvil3 (A= 26, Hg= 0.953), los cuales contribuyeron a la
alta variabilidad genética intrapoblacional y permitieron el andlisis de dicha
variabilidad mediante la comparacion entre las poblaciones. Estos loci

también fueron los més polimérficos en el anélisis de Brown et a/ (2000).
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A pesar de que los valores de heterocigocidad esperada se mantienen
en rangos muy similares entre las poblaciones de las lagunas (He = 0.800-
0.845), el ndmero medio de alelos y el nimero efectivo de alelos varian en
rangos de 12-18 y 6.8-10.4 respectivamente. De esta manera podemos
considerar que estas medidas de diversidad genética pueden indicar mejor

las diferencias en variabilidad genética intrapoblacional.

De acuerdo a estas medidas de diversidad genética, las lagunas con
menor variabilidad fueron Tamiahua (A= 12, ne= 6.8) y Alvarado (4= 13,
ne= 6.9). Mientras que la laguna con mayor variabilidad fue El Ostién (4=
18, ne= 10.4), seguida de Pueblo Viejo (4= 16, ne= 8.9), Laguna Grande
(A= 16, ne= 8.9) y La Mancha (A= 17, ne= 8.8); todas ellas con valores de
polimorfismo muy similares entre si. Si comparamos la variabilidad genética
dentro de las lagunas de Tamiahua y Alvarado (menor polimorfismo) vs El
Ostién (mayor polimorfismo), podemos inferir que las lagunas con menor
variabilidad tienen de 5-6 alelos menos y casi 4 alelos efectivos menos que El
Ostién. Después del ajuste con el tamafio minimo de muestra (riqueza
alélica), el nimero medio de alelos se homogenizé entre las poblaciones,
pero la tendencia se mantuvo y las lagunas de Tamiahua y Alvarado
siguieron siendo las lagunas con menor variabilidad genética, ademas de que
los valores de la riqueza alélica en las lagunas fueron estadisticamente
diferentes entre si. Por tanto, podemos considerar que el nimero medio de

alelos es una medida de diversidad mas sensible que la heterocigosidad, a
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los cambios genéticos como resultado de reducciones demograficas (Spencer

et al., 2000).

Sin embargo, es dificil determinar reducciones demograficas en C.
virginica en el Estado de Veracruz, debido a la pbca existencia de registros
demograficos. Se sabe que las poblaciones de esta especie han estado
sometidas a cambios ambientales tanto naturales como artificiales que han
provocado fluctuaciones considerables en la produccion de este recurso
marcando en 1992 una caida y posteriormente una dificil recuperacion
(Jiménez et al,, 2005). Esta disminucion en la produccién del ostidén se ha
relacionado con reducciones demograficas de este organismo, principalmente
en la laguna de Tamiahua®, que hasta la década de los ochentas era la

laguna que mas toneladas de ostién aportaba a la produccién estatal’.

La laguna de Tamiahua, a pesar de que es una de las lagunas con
mayor extension geografica (88000 ha) (Garcia, 1980) se ha visto afectada
por factores antropogénicos y naturales que han provocado la disminucion
de los bancos ostricolas dentro de esta laguna. A finales de los setentas el
gobierno estatal abrié una boca artificial en la zona norte (Tampachichi),
permitiendo la entrada de agua salada, lo que provocd un aumento de
salinidad en la zona norte de esta laguna®. Esto volvié vulnerables a los

bancos ostricolas de C. virginica a enfermedades que diezmaron su poblacién

¢ Horacio Cruz Lugo. Direccién de Acuacultura. SAGARPA, Delegacién Veracruz. Comunicacion
personal.
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en un 80%, y al desplazamiento ecoldgico por parte de Ostrea equestris, una
especie que tolera salinidades mas altas'. Otro fenémeno que produjo una
disminucién demogréfica en los bancos ostricolas fue el efecto de un huracan
en 1990°. Todo lo anterior pudo haber resultado en una reduccién en el
tamafio poblacional de los bancos ostricolas dentro de la laguna, generando

cambios genéticos y una disminucién en el ndmero de alelos.

En el caso de Alvarado (A= 13), se presentaron 5 alelos menos que en
la laguna El Ostién (A= 18) el cual tiene la variabilidad genética més alta.
Después del ajuste al tamafio minimo de muestra (N= 22) se homogenizaron
los valores pero Alvarado siguié siendo una de las lagunas con el menor
ndmero de alelos y El Ostién una de las mds variables (Alvarado A=11.4 vs
El Ostidn A= 13.7). La laguna de Alvarado ha sido objeto de una
sobreexplotacién excesiva, aunque debido a su poca aportacion a la
produccién estatal, no hay registros de posibles reducciones poblacionales

(Jiménez et al., 2005).

La laguna El Ostién a pesar de ser la laguna con mayor variabilidad
genética muestra el valor més alto de Fis. Este indice de fijacidn es medido
por la relacion entre heterocigocidad observa y esperada (He-Ho/Hg) (Hartl y
Clark, 1997) por lo que es un indicador de la cantidad de individuos

homocigotos presentes en las poblaciones. En el caso de la laguna de El
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Ostion, es posible que a pesar de poseer una alta variabilidad genética, la

mayoria de los alelos se encuentren como homocigotos.

Déficit de heterocigotos

El déficit de heterocigotos observado relativo a lo esperado con el
equilibrio de Hardy-Weinberg es com(n en bivalvos y ha sido reportado
ampliamente en trabajos con alozimas (Gaffney, 1992; de la Rosa-Vélez y
Rodriguez-Romero, 1988; Fairbrother y Beaumont, 1993; Zourous y Foltz,
1984). Recientemente este déficit de heterocigotos también ha sido
observado al analizar microsatélites en poblaciones naturales de bivalvos
(Naciri et al., 1995; Huvet et al,, 2000; McGoldrick et a/,, 2000; Launey et al,,
2002; Hedgecock et al, 2004; Astanei et al. 2005). En este estudio
encontramos déficit de heterocigotos en todas las lagunas con los cinco loci
de microsatélites. Los loci Cvi8 y Cvill fueron la excepcién y presentaron

equilibrio H-W en algunas lagunas.

El déficit de heterocigotos ha sido atribuido a factores como el efecto
Walhund, seleccién natural y artefactos técnicos (alelos nulos y errores en el
conteo) (Gaffney, 1990; McGoldrick et al, 2000, Reece et al, 2004). En
especies con sexos separados, puede ocurrir endogamia a través de Ia
reproduccion entre individuos emparentados, produciendo de esta forma un

déficit de heterocigotos (Astanei et al,, 2005).
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El efecto Wahlund es observado cuando una muestra estd compuesta
por una mezcla de individuos de dos o mas poblaciones que difieren en las
frecuencias alélicas (Astanei ef al, 2005). De esta manera, existen
subgrupos diferenciados con limitado flujo genético dentro de las
poblaciones. Por lo tanto, el estimador Fis puede' ser considerado como un
valor de Fsr que estime la divergencia entre subgrupos cuando se
encuentran en equilibrio de H-W (Garcia de Ledn et al, 1997). En este
estudio, los valores de Fst son mas bajos que la media de los valores de Fis

por lo que este resultado no apoya la hipdtesis del efecto Wahlund.

Otro factor mencionado como causa de déficit de heterocigotos en
alozimas es la seleccidn natural (Gaffney, 1994). A pesar de que este andlisis
se realizd con marcadores presuntamente neutrales ya que en la mayoria de
los casos los microsatélites se encuentran en zonas no codificantes (Jarne y
Lagoda, 1996), es posible que pudieran estar ligados a loci que se
encuentren bajo seleccion. Esto ha sido observado Gnicamente en estudios
genéticos de ostiones producidos en laboratorios de larvas (Hatcheries) en C.
gigas (McGoldrick et al, 2000) y Ostrea edulis (Bierne et al, 1998). Sin
embargo, debido a que no hubo evidencia en nuestros datos de que algin
par de loci estuviera ligado, la hipdtesis de seleccion natural podria requerir
que cada locus de microsatélite estuviera ligado a un locus especifico que se
encuentre bajo seleccién, lo cual es poco probable que suceda en

poblaciones naturales.
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La biologia de C. wvirginica que incluye una fecundidad alta,
fertilizacion externa y amplia dispersion larval (Kennedy, 1996), hace poco
probable que la endogamia sea un factor que influya en el déficit de
heterocigotos en organismos como los bivalvos (Huvet et al, 2000, Astanei
et al, 2005). No obstante lo anterior, recientemente se ha encontrado que
en C. gigas existen grandes diferencias en el éxito reproductivo y que sélo

-unos cuantos adultos contribuyen al evento reproductivo atin en poblaciones
grandes (Li y Hedgecock, 1998). En este estudio no observamos evidencia
que apoye la hipdtesis de que la endogamia sea la causa del déficit de
heterocigotos por dos razones: 1) no existe ligamiento entre todos los loci
analizados (para que la endogamia trajera consigo el déficit de hereocigotos
presente en todos los loci, deberiamos esperar que todos lo loci estuvieran
ligados); y 2) la endogamia deberia de afectar a todos los loci por igual,
generando déficit de heterocigotos homogéneos en todos los loci (Astanei et

al., 2005), lo cual no sucedié ya que los valores de Fis fueron heterogéneos.

Los alelos nulos son un problema comln con los microsatélites y
pueden llevar a un alto déficit de heterocigotos (Brookfield, 1996). Los alelos
nulos se presentan debido a mutaciones en las regiones que flanquean a los
microsatélites (Chakraborty et al, 1992), justamente donde se disefian los
primers para amplificar por PCR. Estas mutaciones impiden el alineamiento

de los primers, y la consecuente amplificacion del producto. Esto ha sido
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observado en algunas especies de bivalvos como C glgas (McGoldrick et al,
2000; Hedgecock et al, 2004), Ostrea edulis (Launey et al, 2002),
Dreissena polymorpha (Astanei et al, 2005), incluyendo un reporte reciente
con C. virginica para 18 loci de microsatélites (Reece et al, 2004). En este
dltimo trabajo reportan 11% de alelos nulos en brganismos producidos en
laboratorios larvales, encontrando polimorfismo en las regiones que
flanquean a los microsatélites. Por lo que sugirieron que el éxito
relativamente bajo de los primers, puede ser debido al alto polimorfismo

intraespecifico encontrado en el genoma de C, virginica.

En nuestro estudio, el anlisis con el programa MICRO-CHECKER nos
mostré evidencia de alelos nulos potenciales en dos loci: Cvi6 (16%) y Cvi13
(12%). Durante el andlisis de las muestras en el locus Cvil3 no se
observaron evidencias de alelos nulos, ya que se obtuvieron productos
durante las amplificaciones en PCR en casi todas las muestras de cada
poblacion. En el locus Cvil3 es probable que el déficit de heterocigotos
pudiera deberse al elevado polimorfismo (A= 26) y a un tamafio de muestra

reducido (n= 40), més que a los alelos nulos.

Es probable que en el locus Cvi6 se presentaran alelos nulos, debido a
que no se logré amplificar ningdn producto en la PCR para ciertas muestras
que si amplificaron con otros loci. Por lo que con este locus se obtuvo el

tamafio de muestra méas pequefio (Tamiahua, n= 22) en comparacién con
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los otros loci. Ademds, fue el locus con los valores més altos de Fis, lo cual

puede indicar un déficit de heterocigotos elevado.

La posible presencia de alelos nulos en poblaciones naturales de
bivalvos ha-sido recientemente reportada para, Ostrea edulis (Launey et al,,
2002) y Dreissena polymorpha (Astanei et al,, 2005). En ambos estudios se
reportaron a los alelos nulos en algunos loci de microsatélites como la causa
del déficit de heterocigotos. Sin embargo, conservaron a éstos loci durante el

analisis genético.

En este trabajo se decidi6 conservar durante el analisis al locus Cvi6,
ya que al eliminarlo no se modificé substancialmente la media de los valores
de Fis. Ademas de que es uno de los loci mas polimérficos y apoya el analisis

de variabilidad genética intra e interpoblacional.

Diferenciacion interpoblacional

La estructura genética poblacional en bivalvos se encuentra modelada
por las barreras oceanogréficas (temperatura y salinidad) (Reeb y Avise,
1990) sistemas de corrientes (Arnaud et al, 2001; Launey et al, 2002), y
por actividades antropogénicas (Launey et a/, 2002; Arnaud-Haond et al.,
2004). C. virginica es una especie con una alta fecundidad y con capacidad

de dispersion durante la fase larval plancténica que dura de dos a tres
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semanas. Presenta dos picos durante la temporada de desove, uno en

marzo-mayo y otro en septiembre-diciembre (Rogers y Garcia-Cubas, 1981).

El Golfo de México presenta un sistema de corrientes costeras
temporales, un periodo de primavera-verano ' (marzo-abril) donde las
direcciones de las corrientes van hacia el norte, y otro periodo en otofio-
invierno (septiembre-marzo), donde la direccidon de estas corrientes es en
sentido inverso (hacia el sur) (Zavala-Hidalgo, et a/, 2003). A pesar de esta
posibilidad de intercambio genético, la dispersion larval no tiene la misma
intensidad a lo largo de la distribucién del ostion en el Estado de Veracruz,
ya que el valor de Fsr multilocus (0.019) altamente significante, nos indica
que existen diferencias genéticas entre algunas lagunas. Este valor de
diferenciacion es consistente con el valor promedio presente en el ostion
europeo Ostrea edulis (Fsr= 0.019) (Launey et a/, 2001). El Andlisis
Molecular de Varianza (AMOVA) determiné una variacion de 1.12% entre las
lagunas, respaldado también por un valor de Fst significante (0.011,

P<0.05).

Los resultados obtenidos en este estudio, sugieren que C. virginica
presenta una estructura genética poblacional modesta en la zona centro del
Golfo de México (Veracruz), probablemente debido a la influencia de
movimientos de organismos entre lagunas con flujo genético restringido

entre algunas localidades. Sin embargo, dado la carencia de un patron claro



61

de estructura, es mas apropiado considerar la heterogeneidad en las
frecuencias alélicas de los microsatélites como un “parcheo cadtico genético”
(Chaotic genetic patchiness), donde la heterogeneidad efimera localizada se
encuentra presente a pesar de una homogeneidad a gran escala (Johnson y
Black, 1982; Larson y Julian, 1999). Este modelo de diferenciacion genética
ha sido atribuido a la seleccion natural (o a la suerte) que actda antes del
asentamiento de los organismos marinos, o a la seleccién natural que actda
después de dicho asentamiento (Johnson y Black, 1982; Hedgecock, 1994).
Para varias especies con larvas pelagicas, las poblaciones adultas muestran
niveles bajos de subdivision genética, a pesar de encontrar diferencias
genéticas en repetidas recolectas de reclutas del mismo sitio en diferentes
tiempos (o afos), lo que revela que diferentes cohortes se encuentran

diferenciadas genéticamente (Hellberg et al., 2002).

Por otro lado, De la Rosa-Vélez (1986) realizd un estudio genético
previo con alozimas, en ocho lagunas costeras mexicanas del Golfo de
México, desde Tamaulipas a Campeche y propuso la existencia de cuatro
zonas que comparten similitudes genéticas. Dos de ellas corresponden al
Estado de Veracruz; una en la zona norte: Pueblo Viejo y Tamiahua y otra en
la zona sur: La Mancha y Sontecomapan. Nuestros datos nos indican un
panorama mas complejo de la estructura genética de la poblacién. A partir
de valores no significantes de Fqr., se sugiere cierto grado de flujo genético

entre las dos zonas. Estas discrepancias pueden deberse al elevado
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polimorfismo en los microsatélites, lo que causa que estos marcadores sean
mas sensibles para detectar estructura genética (Estoup et af, 1998). Otra
causa de las diferencias cuando se comparan anélisis de alozimas vs
microsatélites es el efecto de la seleccidon sobre loci alozimicos, que provoca
diferencias en las frecuencias de los alelos y una interpretacion errénea de
diferenciacién genética poblacional (De Innocentis et a/, 2001). La seleccién
por balanceo ha sido observada en C. virginica (Karl and Avise, 1992;
MacDonald, 1996). Buroker (1983a) propuso que la seleccién por balanceo
mantiene las diferencias en las frecuencias alélicas del locus Mp-I en esta
especie, cerca del Delta del Mississipi; y De la Rosa-Vélez (1986) hipotetizé

esta forma de seleccién para los loci £st-2y Idh-1 en poblaciones mexicanas.

La estructura genética de las poblaciones de C. virginica en Veracruz
(utilizando microsatélites) no sigue un claro patrén geogréfico. Ciertas
poblaciones distantes del norte y sur mostraron valores de Fsr pareados no
significantes (ej. Pueblo Viejo y Alvarado, Tabla 7). Una dispersién larval
extensiva puede ser el resultado de la interaccién de modelos de circulacién
estacionales de las corrientes costeras en el Golfo de México (Zavala-Hidalgo
et al, 2003) con el ciclo reproductivo de C. virginica. Las larvas son
producidas durante todo el afio, con un pico en febrero (Robles-Hernandez,
2006), y son probablemente dispersadas por los movimientos hacia el sur y
norte de las corrientes costeras. Lé dispersion de larvas marinas por las

corrientes marinas, han sido reportadas previamente por otros autores en
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bivalvos marinos (ej Gilg and Hilbish, 2003; Kenchington et al, 2006). Los
bajos valores pareados de Fsr entre las lagunas mas alejadas pueden ser
explicados con base en las translocaciones realizadas por actividades
antropogénicas. Existen reportes de esfuerzo de repoblamiento utilizando
especimenes de lagunas distintas: de Alvarado a Pueblo Viejo, y de El Ostion
a Pueblo Viejo (SAGARPA, 2002). Sin embargo, segln los valores de Fer
significantes indican que es probable que esto haya sido poco exitoso, y que
las semillas trasladadas a la laguna de Tamiahua hayan sobrevivido sélo en

un bajo porcentaje.

Sin embargo, ciertas localidades son significativamente diferentes
entre si: Tamiahua, La Mancha, Alvarado, y el Ostién. Los valores
significantes de Fsr entre estas localidades pueden ser el resultado de
factores geograficos y reducciones locales en el tamafio demografico. En
Tamiahua, la reduccién causada por una alteracién en el habitat (Palacios-
Fest and Chavez, 1994), puede ser responsable de dicha diferenciacion,
aunado a los niveles altos de salinidad en esta laguna que puede impedir la

sobrevivencia de las larvas procedentes de otras lagunas.

La diferenciacién genética més grande, se presenté en La Mancha con
valores de Fsr significantes con respecto a todas las localidades. Esta laguna
presenta una caracteristica particular: es una laguna de dimensiones

pequefias (3 km de longitud y 0.5 km de ancho) que tiene comunicacion
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estacional hacia el mar mediante una barra que se abre sélo en la época de
lluvias (Contreras y Castafieda, 1985). Recientemente se ha reportado que
esta barra permanece cerrada algunos afios durante la época de lluvias’. Lo
anterior puede permitir la dispersién larval restringida y un reclutamiento

local.

Alvarado mostré los valores significantes mas grandes de Fsr con las
localidades adyacentes (La Mancha y El Ostién). Estas diferencias genéticas
pueden ser el resultado de la reduccién en el tamafio demogréfico, causado
por una sobreexplotacion del recurso y la contaminacién en la laguna de
Alvarado (Jiménez et al., 2002). La laguna de Alvarado presenta un
ecosistema muy impactado por actividades antropogénicas y continuamente
tiene probl‘emas de contaminacion, ademéas de que recientemente se han
realizaron obras hidraulicas para permitir la entrada de una mayor cantidad

de agua salina proveniente del mar®.

El aislamiento por distancia ha sido detectado dentro de las
poblaciones de Pinctada margaritifera (Arnaud et al, 2000) y Ostrea edulis
(Launey et al, 2002) en grandes distancias geograficas. En nuestro estudio,
un modelo de dispersion de isla es mas consistente con la ausencia de
relacién entre los Fsr pareados y las distancias geogréficas, donde los

individuos o sus gametos se mueven de una poblacién a otra con igual

” Dra. Ma. de Lourdes Jiménez Badillo. Centro de Ecologia y Pesquerias. Universidad Veracruzana.
Comunicaci6én personal.
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probabilidad, mas que por aislamiento por distancia. Sin embargo, parece ser
mas plausible considerar el patrén observado de significacion estadistica en
Fst con heterogeneidad genética no acorde a la distribucién geografica, como
otro ejemplo de un modelo de “parcheo genético caético” en organismos

marinos.

C. virginica tiene una amplia distribucién, sin embargo, nuestra
recolecta fue realizada en las costas del Estado de Veracruz, en una porcion
de su distribucién real. Nuestro estudio indica una conectividad genética
complicada entre las lagunas del Estado de Veracruz, como una estructura
genética microgeografica que refleja la interaccion entre la dindmica
poblacional y los factores fisicos, los cuales pueden incluir tanto los factores
hidrogeograficos, como los antropogénicos, en combinacién con la variacién

estocastica en la reproduccién, sobrevivencia y dispersién larval.
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CONCLUSIONES

» La variabilidad genética en las poblaciones de Crassostrea virginica
analizada con microsatélites fue alta (4= 12-18, ne= 6.8-10.4, Ho=
0.524-0.651, Heg= 0.800-0.845) y presentd valores similares a otras

especies de bivalvos.

* Se observé desviacién al desequilibrio de Hardy-Weinberg en todas las
lagunas y en todos los loci, el cual fue causado por un déficit de
heterocigotos como lo indican los valores positivos significativamente

diferentes de cero del estimador Fis.

e El déficit de heterocigotos en algunos casos fue debido a la presencia

de alelos nulos en dos de los cinco loci analizados.

¢ Las lagunas con menor variabilidad genética de acuerdo al niimero
medio de alelos son Tamiahua y Alvarado (n= 12, n= 13,
respectivamente) debido posiblemente a reducciones recientes en los

tamafos poblacionales.

 la laguna El Ostién a pesar de que presenta los valores més altos de

variabilidad genética (n= 18), tiene un valor alto de coeficiente de
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endogamia (Fis= 0.317), por lo que una mayor proporcién de los

alelos se encuentran en forma homocigética.

La laguna de Pueblo Viejo aparte de tener niveles altos de variabilidad
genética, presenta el menor indice de endogamia. Mientras que las
poblaciones de Laguna Grande y La Mancha presentan niveles altos de

variabilidad genética y valores medios de endogamia.

La laguna La Mancha es significativamente diferente a todas las
lagunas, lo que quiere decir que presenta un bajo o nulo intercambio

genético.

Existe una moderada estructura genética en la poblacién de C
virginica dentro del Estado de Veracruz sin un claro patrén geografico,
acercandose mas al modelo de “parcheo genético cadtico”. Esta
estructura se encuentra modelada por un sistema de corrientes
temporal, por efecto del movimiento de organismos debido a
actividades humanas, y por el aislamiento de algunas lagunas debido
a factores fisicos, en combinacién con la variacidn estocastica en la

reproduccién, sobrevivencia y dispersién larval.
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—
CAPITULO 2: Anilisis genético utilizando secuencias de la regién

Citocromo Oxidasa I del ADN mitocondrial
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INTRODUCCION

ADN mitocondrial

Los grandes adelantos de la biologia molecular ofrecen una serie de
técnicas para el examen directo de las variaciones del ADN. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), la visualizacién en gel de los fragmentos
amplificados, la utilizacién de enzimas de restriccién y la secuenciacidon nos

permiten realizar estudios genéticos mas confiables y simplificados.

El genoma del ADN mitocondrial (ADNmt) consiste en una molécula de
ADN de doble hebra circular, de cerca de 15,000 a 20,000 pb. Contiene 13
genes que codifican proteinas, 22 genes de RNAt, 2 genes de RNAr y un
segmento no codificante de alrededor de 1,000 pb llamado regién control
que inicia la replicacién y la transcripcién (T: aberlet, 1996). En el ADNmt, la
mayoria de las diferencias en la secuencia se deben a sustituciones, més que
a deleciones, lo que hace a este genoma muy estable en periodos evolutivos
cortos. Esta caracteristica favorece la utilidad del ADNmt como marcador
genético para determinar la topologia de filogenias y la polaridad de cambios
de secuencia (Avise, 2004). El ADNmt, ademds, es transmitido sin
recombinacién y predominantemente a través de linajes maternos. De esta
manera, la molécula de ADN puede ser considerada como una sola unidad
genética con muchos alelos, los cuales pueden ser utilizados para trazar

filogenias maternas (Taberlet, 1996). Debido a lo anterior, los andlisis con
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ADNmt, han resultado ser una excelente herramienta en el andlisis de la
variacion inter-especifica, inter-poblacional y anélisis filogenético de las

especies (Avise et al. 2004).

Secuenciacion

La secuenciacién es el dnico método que identifica las diferencias
exactas en pares de bases entre individuos. Esta es una caracteristica
importante, ya que permite poca ambigiiedad en los andlisis. Mediante Ia
comparacién de dos secuencias podemos identificar dénde y cémo son
diferentes dos regiones de ADN (Freeland, 2005), y por lo tanto inferir con
mayor exactitud las relaciones genéticas. Como resultado de ésto, la
secuenciacion nos permite en algunos casos inferir las relaciones evolutivas
de los alelos alternativos. Posee la ventaja de que es posible secuenciar
cualquier fragmento de ADN, de esta manera se pueden utilizar marcadores

moleculares tanto nucleares, como mitocondriales.

El proceso de secuenciacién se basa en la determinacién de las bases
nucleotl'dicas a lo largo de una hebra de ADN. Este método esta basado en el
principio de que una sola hebra de la molécula de ADN que difiera en
longitud por un solo nucleétido, puede ser separado de otra. Esta separacion
se logra mediante electroféresis en geles de poliacrilamida y/o mediante
secuenciacion automatica a través de un capilar, por la incorporacion de

nucledtidos dideoxilados al final de cada hebra de distinto tamario.
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Originalmente se requerian 4 reacciones especificas para cada uno de los
nucledtidos (A, C, G, T), requiriendo la adicién de todos los componentes
necesarios para la sintesis y marcado de la nueva hebra de ADN. Estos
componentes son: 1) ADN molde; 2) Un oligonucledtido marcado con
radioactividad o con un quimico fluorescente; 3) ADN polimerasa; 4) Cuatro
deoxi-nucledtidos y 5) Cuatro dideoxi-nucledtidos, los cuales son los
encargados de detener la sintesis y permitir la generacion de hebras de
distinto tamafio de una misma secuencia de ADN. Por lo tanto, el resultado
€s un grupo de nuevas cadenas, cada una de diferente tamafio. Algunas
variaciones al método han sido desarrolladas para secuenciadores
automatizados, permitiendo que las cuatro reacciones se pueden llevar a

cabo en el mismo tubo y separadas a través de un capilar (Avise, 2004).

En afios recientes, la informacién de las secuencias de ADN se ha
incrementado, de tal manera que para comienzos del 2003 han sido
depositados en bases de datos (Genbank) cerca de 25 millones de
secuencias, representando a 115,000 taxa (Avise, 2004). Estos datos han
servido para una gran cantidad de analisis que han permitido inferir
relaciones filogenéticas, evolutivas, sisteméaticas y biogeograficas de diversos

grupos.

Estudios previamente realizados por otros autores en moluscos

bivalvos, particularmente en ostiones, han demostrado la utilidad de esta
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molécula no sélo para diferenciarlos de otras especies (Huvet et al, 2004;
Klinbunga et al, 2005; Lapegue et &/, 2006), sino también para realizar
andlisis filogeogréficos (Reeb and Avise, 1990; O Foighil et al, 1995;
Wakefield and Gaffney, 1996; Hare and Avise, 1996, Milbury et al, 2004,

Hoover y Gaffney, 2005).

Reeb y Avise (1990) utilizaron la molécula completa de ADNmt
mediante la técnica de RFLP’s para realizar andlisis filogeogréficos en C
virginica, y encontraron dos ensamblajes distintos de haplotipos, uno
perteneciente a las poblaciones del Atlantico, y otro a las del Golfo de
México. En el mismo estudio encuentran una diversidad genética mayor en el
Golfo de México, que en las poblaciones del Atlantico. La discontinuidad
filogeografica fue confirmada mas tarde por estudios realizados con las
secuencias de la regién del gen 16S ribosomal (O Foighil et al, 1995), con
loci nucleares andénimos (Karl y Avise 1992, Hoover and Gaffney, 2005) y con
analisis de ADNmt y polimorfismos nucleares de un solo nucleétido (SNP’’s,

por sus siglas en inglés) (Gaffney, comunicacién personal).

Las secuencia completa del ADN mitocondrial de C, virginica (nimero
de acceso GenBank AY905542) ha sido obtenida recientemente (Milbury y
Gaffney, 2005) (Fig. 6), proporcionando una magnifica herramienta para
analisis genéticos poblacionales y filogeograficos. En el presente estudio se

utilizé la region COXI del ADNmt para realizar una evaluacién de la
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diversidad genética y la filogeografia de los bancos ostricolas de C virginica

en la region centro-sur del Golfo de México, particularmente en el Estado de

Veracruz. Nuestros estudios previos con marcadores nucleares tipo

microsatélites indican la posibilidad de encontrar cierto grado de

estructuracién entre algunas localidades, sin embargo, la diferencia en

cuanto a la naturaleza propia de marcador (menor tasa de mutacién, lo que

le permite una mayor estabilidad en tiempos evolutivos largos y por ser un

marcador molecular de linajes maternos) podria proporcionarnos ciertas

diferencias en cuanto a los modelos genéticos poblacionales.

‘:(f?r;a’ssqstrea virginica.
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Crassostrea gigas

Figura 6. Estructura del gen mitocondrial en Crassostrea virginica y C, gigas, las
regiones no-codificantes estdn sombreadas. Las flechas indican homologias
interespecificas en los genes trnM y tmQ (tomado de Milbury y Gaffney, 2005).
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METODOS

El andlisis de ADN mitocondrial en C virginica se llevé a cabo
utilizando las mismas muestras que en el anélisis con microsatélites, (Fig. 1,
capitulo I) pero se manejé un menor nimero de muestras por localidad
(~24). Para verificar la integridad del sfock de ADN, se realizé una

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Amplificacién del fragmento Citocromo Oxidasa I (COXI)

Se amplificé el fragmento que comprende a la regién del Citocromo
Oxidasa I (COXI) del ADN mitocondrial de C. virginica, por medio de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Se
utilizaron los cebadores (primers) VCOI-F y VCOI-R (Fig. 7) (disefiados por
Patrick M. Gaffney, College of Marine Studies, University of Delaware, Lewes,
DE 19958, USA) que amplifican un fragmento de 718 bp de COXI. El primer
VCOI-F (forward) se une a la cadena de 5"a 3 "de la posicién 84 a la 107 del
genoma mitocondrial de C. virginica (Milbury y Gaffney, 2005, ndmero de
acceso en el GenBank AY905542). El primer VCOI-R (reverse) se une a la

cadena 3°a 5" y se localiza de la posicién 678 a la 790.
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VCOI-F 5-AGCACGTGAAAGAACTGTTATGTC-3’

VCOI-R 3-TGATTTTI TGGCCATCCTGAAGTA-5'

Figura 7. Primers forwardy reverse utilizados para la amplificacion del
fragmento COXI en Crassostrea virginica.

La amplificacion se realizd en un volumen de 25 pL, conteniendo 20
ng de ADN, 0.4 pM de cada primer, 4 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada
nucledtido y 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen), con las siguientes
condiciones de amplificacién: 2 min a 94° C, 35 ciclos de 1 min a 94° C 1
min a 60° Cy 2 min a 72° C, con una extension final de 4 min a 72° C. La
reaccién fue realizada en un termociclador ICycler de BIO-RAD. La
verificacion de la amplificacién y concentracién de los fragmentos de COXI,
se realiz mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, por comparacion
visual con un marcador molecular de 100bp (invitrogen). Se observé una
sola banda conspicua, lo cual indicé que se amplificé un solo producto de

~700 bp.

Para la secuenciacion se enviaron 20 pL de cada amplificacién en
tubos de 0.6 mL, junto con el primer VCOI-F a la compaiiia

Macrogen(Korea) para su secuenciacion
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(httD://www.macroqen.com/enq/sequencinq/extension.isp). Esta compafiia

de servicios de secuenciado utiliza un secuenciador ABI 3730XL.

Analisis de datos

Edicion y alineacion de secuencias

Los fragmentos de COXI fueron secuenciados con el primer (VCOI-F)
en un solo sentido (5°- 3"), debido a que en un analisis preliminar, Ilas
secuencias obtenidas contenian un bajo porcentaje de bases ambiguas (N),
por lo que no fue necesario secuenciar en el otro sentido. Las secuencias
fueron recibidas en archivos (.Zip), como cromatogramas (archivos ABI) y

archivos de texto.

Para la edicion y una primera alineacién de secuencias se utiliz$ el
programa Sequencher™ 4.5 (GeneCode, Inc.), este programa permite
visualizar, editar y ensamblar secuencias a partir de cromatogramas y de
archivos de texto. Las secuencias fueron ensambladas y editadas por
comparacién con secuencias conocidas de la regién COXI de C virginica
(GenBank AY905542 y otras tres proporcionadas por Patrick M. Gaffney,
College of Marine Studies, University of Delaware, Lewes, DE 19958, USA).
Las secuencias con bases ambiguas situadas en el centro, fueron eliminadas.
Aquellos sitios donde se presentd un cambio de base en alguna secuencia

con respecto al resto, fueron analizados en sus cromatogramas nuevamente
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para evitar errores. Finalmente, las secuencias fueron editadas a una misma

longitud, eliminando las N s de los extremos (5y 3 ).

El programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) fue utilizado para alinear
las secuencias. El andlisis de los sitios sinénimos Yy no sinénimos y la
identificacion de los sitios variables se realizé con el programa DnaSP (Rozas

et al. 2003).

Anaélisis de la diversidad genética

La variabilidad genética dentro de las poblaciones fue calculada
utilizando el programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al, 2005) a través de los
siguientes estimadores;
1. Diversidad haplotipica (h), es la probabilidad de que dos haplotipos
escogidos al azar en una muestra sean diferentes.
2. Diversidad nucleotidica (), es la probabilidad de que dos nucledtidos
homélogos en una muestra sean diferentes.
3. Ndmero medio de diferencias pareadas, es el nimero medio de
diferencias entre todos los pares de haplotipos en la muestra.
4. Ndmero de sitios polimorficos, es el nimero de loci utilizados que

presentan mas de un alelo por locus.

La neutralidad fue evaluada con el estadistico D de Tajima (Kimura,

1983). Este estadistico se basa en que las estimaciones del nimero de sitios




78

segregantes y el nimero medio de diferencias nucleotidicas estan
correlacionadas bajo un modelo neutral. La prueba supone que bajo el
modelo del alelo infinito (sin recombinacién), ambos estimadores deberfan
obtener el mismo valor. La existencia de una diferencia entre ambos se
interpreta como una poblacién no neutral (Excofﬁér et al,, 2005). Aunque las
diferencias entre los estimadores usualmente se atribuyen a efectos de
seleccion, también pueden deberse a efectos de cuellos de botella,
poblaciones en expansion (no estacionarias) o heterogeneidad en las tasas

de mutacién entre sitios (Tajima, 1993).
Estructura poblacional

La estructura poblacional fue analizada utilizando el programa Arlequin
3.0 (Excoffier et al, 2005). Para analizar la subdivisién de la poblacion, se
realizd un Analisis de Varianza Molecular de (AMOVA) jerarquico, utilizando el
indice de fijacion de Wright F-estadistico (Fsr, Wright 1965; Weir y
Cockerham 1984), y su estadistico analogo ®sy (Excoffier et al, 1992). Este
estadistico se diferencia de Fsr en que incorpora la informacién sobre la
distancia genética entre los haplotipos (el nimero de sitios variables o

mutaciones) y no sélo la frecuencia de éstos.

El nivel de significacion de los componentes de la varianza, fue

calculada utilizando 16,000 permutaciones no paramétricas bajo la hipdtesis
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nula de panmixia (no diferencia) (Excoffier et al, 1992). Se utilizé un nivel
de significacién del 95%, de ésta manera, cuando P<0.05 se considerd una

poblacién estructurada (rechazando la hipétesis nula de panmixia).

Ademas, se hicieron pruebas de AMOVA con ambos estadisticos (Fsty
®st) considerando diferentes agrupaciones entre localidades: 1) De acuerdo
a las zonas geogréficas (zona norte: Pueblo Viegjo, Tamiahua; zona
centro: Laguna Grande y la Mancha; zona sur: Alvarado y El Ostion); 2)
Andlisis genéticos previos con otros marcadores moleculares, Alozimas: a)
Pueblo viejo, Tamiahua y Laguna Grande, b) La Mancha, Alvarado y El
ostién) (De la Rosa-Vélez, 1986) y Microsatélites: a) Pueblo Viejo, Laguna
Grande y El Ostién, b) Tamiahua, c) La Mancha, ‘b) Alvarado (de acuerdo a

los valores de Fsr en el capitulo 1 del presente trabajo).
Analisis filogenético

Para determinar el modelo evolutivo (modelo de subtitucién
nucleotidica) apropiado de andlisis se utilizé el programa Modeltest (Posada y
Crandall 1998). En la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre los
haplotipos se utilizaron dos métodos diferentes: Grupos pareados no
ponderados utilizando medias aritméticas (UPGMA del inglés Unweighted
Pair-Group Method using arithmetic Averages), y el método del vecino mas

cercano (NJ del inglés Neighbor-Joining). Ambos métodos utilizan matrices
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de distancia para generar arboles filogenéticos y fueron realizados con el
programa MEGA ver. 3.0. Se utiliz6 como grupo externo 2 secuencias de
haplotipos del Atlantico Norte (NA) y Sur (SA) (Patrick M. Gaffney, College of

Marine Studies, University of Delaware, Lewes, DE 19958, USA).

Las secuencias fueron convertidas a un archivo Network.RDF
utilizando la herramienta de alineamiento para proseguir con un andlisis de
red de unién media (MSN del inglés Median Joining Network) a partir de
dicho archivo. Las genealogias genéticas intra-especificas fueron inferidas
utilizando un MSN (Bandelt et al., 1999) para generar un arbol de separacion
minima (MST, del inglés Minimum Spanning Tree). Para este andlisis se
utilizé el programa Network, version 2.0. En diého analisis todos los MSTs
son combinados primero dentro de una sola red de acuerdo a un algoritmo
analogo al propuesto por Excoffier y Smouse (1994). Enseguida, por medio
de un criterio parsimonioso, los haplotipos intermedios inferidos fueron

adicionados a la red para reducir el tamafio total del arbol.
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RESULTADOS

Alineacion y variacion de secuencias

Se amplificaron un total de 150 fragmentos de Ia region del citocromo
oxidasa I (COXI) del ADNmt de C virginica. Una vez secuenciados estos
fragmentos, las secuencias obtenidas se editaron eliminando las bases
ambiguas (N). En total se obtuvieron 140 secuencias, las cuales fueron

alineadas sin necesidad de realizar inserciones ni deleciones.

El tamafio de las secuencias fue editado a partir de la secuencia de
menor longitud siendo esta de 633 pb (Fig. 8). El fragmento de COXI
obtenido en este estudio se localiza entre la posicién 142 y 775 del genoma
mitocondrial de C. virginica (Milbury y Gaffney, 2005; nimero de acceso en

el GenBank AY905542).

Con el analisis de las 140 secuencias de COXI se definieron 65
haplotipos a partir de 71 sitios polimérficos (Fig. 9), de los cuales solamente
nueve tuvieron una frecuencia mayor a uno (Tabla 9). Lo que implica que un

total de 56 haplotipos fueron tnicos en el 40% (84 individuos).

La frecuencia relativa de los nueve haplotipos en la tabla 9 fue

heterogénea: 1) Se encontraron (inicamente cuatro haplotipos (H1, H8, H23




82

y H28) en el 6.4% (9 individuos); y 2) cinco haplotipos (H2, H10, H11, H14y
H17) en el 53.6% (75 individuos) de las 140 secuencias, de los cuales el
haplotipo mas frecuente fue el H2 en el 24.3% (34) de los individuos, -

seguido del haplotipo H10 presente en el 11.4% (16).

La traduccién de las secuencias nucleotidicas a aminoacidos nos indicé
que la mayor parte del polimorfismo es silente. De los 71 sitios variables,
s6lo uno fue una sustitucién no sinénima, 25 sindénimas y 27 sitios
polimdrficos fueron parsimoniosamente informativos. El 84% de las
substituciones fueron  transiciones (A<G, ToC) y el 16% fueron

transversiones (AT, AoC, GoT, GoO).
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Figura 8. Ejemplo del fragmento de regién COXI del ADN mitocondrial amplificado
en C. virginica. Direccién 5°a 3" de la muestra AL 8 (Alvarado), del haplotipo H2, el
cual es el haplotipo mas frecuente.

Secuencia de la muestra AL8

1 TTCGGGTTTT ~ GGGCAGTTTT  AGCTGGGACC AGTTTITAGGT  CICTTATTCG
51 CTGAAGTCTT ~ TATACTCCTG ~ GCGCCAAATT  TTTAGAGCCT  GTTGTGTATA
101 ACGCTGTGGT  TACGAGTCAC  GCGTTAGTAA  TGATTTTCTT CTTTGTTATG
151 CCAGTGATAA  TTGGCGGGTT  TGGTAATTGG  CTTATTCCGC  TTATACTTGA
201 AGTGGCAGAC ~ ATGCAGTTCC  CTCGATTAAA - TGCTTTTAGA  TTCTGAGTAT
251 TGCCAGGGTC ~ ATTGCTGCTA ~ ATATTGATGT  CAAATATGTC  TGAGAGAGGA
301 GTTGGGTCAG =~ GATGAACTAT  TTACCCTCCA  CTGTCAACTT  TTTCTTACCA
351 TGGAGTTTGT ~ ATGGATTTTG  CCATTTTAAG  GTTACACTTA  GCAGGTATTA
401 GGTCTATTTT ~ CAGGTCTATT  AATTTTATAG  TAACCATTAG  AAACATGCGA
451 TCTGTTGGAG ~ GCCACATATT  AGCACTTTTC  CCCTGGTCAA  TTAAAGTGAC
501 ATCATTCCTG ~ CTGCTTACCA  CGCTACCTGT  TCTAGCTGGC  GGGCTTACTA
551 TGCTCCTTAC ~ TGATCGACAT  TTCAATACAT  CGTTTTITGA  CCCTGTAGGT
601 GGTGGTGACC  CAGTGCTATT _ CCAGCACTTA TIT

Tabla 9. Haplotipos compartidos (#) y sus frecuencias relativas por localidad. En la
altima columna se presentan las frecuencias totales de cada haplotipo. El nimero
de individuos por localidad se presenta al inicio de cada columna N), las
frecuencias se muestran en paréntesis (%), y el nimero de individuos por
haplotipos se encuentra a la izquierda de cada paréntesis. Los haplotipos nicos no
se presentan en la tabla.

L
N=23 (%) N=24 (%)

? anck e} )
N=23 (%) N=26(%) N=25(%)

N=21 (%) 0 (%)
HL 1435 0 0 13.85) 0 0 2(1.4)
H2  8(34.80) 6(25) 5(1.70)  5(23.10)  4(16) 5(23.80) 34 (24.3)
H8  1(435)  1(4.17) 0 13.85) 0 0 3(23)
H10 2(8.70)  4(16.70) 2(870)  2(7.69)  4(16) 2(9.52) 16 (11.4)
H11 1(435) 0 8.70 0 8 9.52 7 (5)
H14 1(435 0 0 27.69)  1(4) 3(1430)  7(5)
H17 0 4(16.70) 3(13.00) 2(7.69) 0 2(9.52)  11(7.8)
H23 0 1(4.17) 0 0 4(16) 0 2(1.4)
H28 0 0 1435 1385 0 0 2(1.4)
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Figura 9. Alineamiento de posiciones variables en los 65 haplotipos de las secuencias de COI

en Crassostrea virginica. Los puntos indican identidad con el Haplotipo L.
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Diversidad Genética y Neutralidad

La diversidad genética que se obtuvo a partir del andlisis de las
secuencias fue alta. La diversidad haplotipica (/) total (promedio) revelé un
valor de 0.9194 (+ 0.0162) y fue similar entre todas las poblaciones (Tabla
10). Este valor indica que existe una alta probabilidad (91.94 %, valor / en
porcentaje) de que dos organismos de la muestra (65 haplotipos) sean

diferentes.

El valor mas alto 0.9567 (+ 0.0267) corresponde a la laguna de
Alvarado, mientras que el valor més bajo 0.8854 (+ 0.0624) pertenece a la

laguna de Tamiahua (Tabla 10).

La diversidad nucleotidica (17) present6 un valor total de 0.00818 (%
0.0044) y al igual que la diversidad haplotipica, mostré valores similares
entre todas las poblaciones (Tabla 10). Sin embargo, a diferencia de #, el
valor mas alto 0.00899 (+ 0.0050) corresponde a la laguna de Tamiahua,
mientras que el valor méas bajo 0.007743 (+ 0.04360) corresponde a la

laguna de Pueblo Viejo (Tabla 10).

El valor promedio de diferencias entre todos los pares de haplotipos
(promedio de diferencias pareadas) fue de 5.18 (& 2.521) (Tabla 3). El valor

mas alto 5.6957 (+ 2.828) corresponde a la laguna de Tamiahua y el valor
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mas bajo 4.9012 (+ 2.478) a la laguna de Pueblo Viejo (Tabla 10). El
analisis de la prueba de neutralidad (D de Tajima) dio como resultado
valores negativos en todas las lagunas, pero estos no fueron |
estadisticamente significantes (P>0.05) (Tabla 10) por lo que no se rechaza
la neutralidad. En cambio cuando se analiz6 el total de la muestra, la prueba
D de Tajima fue significativa (Tabla 10) por lo que en este caso si se rechazé

la hipdtesis nula de neutralidad.




Tabla 10. Indices de diversidad genética y su desviacion estandar
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(#S?). NUmero de haplotipos, sitios polimdrficos y prueba de

neutralidad de Tajima (D de Tajima) de Crassostrea virginica en seis localidades de Veracruz, México. El orden de las localidades
corresponde a su ubicacién geogréfica.

s

23 15

Pueblo Viejo 0.8854 ( 0.062)
Tamiahua 24 13 0.9022 (+ 0.039)
Laguna Grande 22 14 0.9351 (£ 0.036)
La Mancha 26 18  0.9446 (£ 0.034)
Alvarado 25 18 0.9567 (£ 0.027)
El Ostién 20 11 0.9158 (£ 0.041)
TOTAL 140 65 0.9194 (+ 0.016)

e
0.0077 ( 0.004)
0.0089 ( 0.005)
0.0085 (& 0.005)
0.0083 (: 0.005)
0.0082 (% 0.004)
0.0078 (+ 0.004)
0.0082 (+ 0.004)

4,9012 (% 2.478)
5.6956 (+ 2.828)
5.3809 (% 2.697)
5.2462 (& 2.621)
5.1733 ( 2.592)
5.0421 ( 2.555)
5.1763 (+ 2.521)

-1.2458 (P=0.110)
-0.4217 (P=0.357)
-0.5538 (P=0.311)

-1.1464 (P=0.1323)
-1.1250 (P=0.1377)

-0.2213 (P=0.432)

-1.8774 (P=0.017)

Los valores en negritas son significativamente diferentes de cero (P<0.05)
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Estructura Poblacional

La prueba exacta de diferenciacion entre poblaciones (analoga a la
prueba exacta de Fisher) (Raymond and Rousset, 1995), no dio resultados
significantes. Por lo que no se rechaza la hipdtesis nula de distribucién al

azar de los individuos entre todos los pares de poblaciones (lagunas).

Los valores de Fsry ®st de las lagunas no fueron significantes en
ninguna de las comparaciones pareadas (Tabla 11). El indice de fijacién Fsr
presentd el valor més alto entre las lagunas de Pueblo Viejo y Alvarado (Fsr=
0.00439), mientras que el valor mas bajo corresponde a Pueblo Viejo y la
Mancha (Fst= -0.00119) (Tabla 11). El indice de fijacién ®st presentd el valor
mas alto entre las lagunas de Pueblo Viejo y Tamiahua (®sr= 0.01641) y el

valor mas bajo entre Tamiahua y Alvarado (®st= -0.00259) (Tabla 11).

Tabla 11. Distancias genéticas pareadas entre las lagunas. En el cuadro superior se
muestran los valores de ®gr, y en el cuadro inferior los valores de Fsr. El orden de
las lagunas corresponde a su distribucién geogréfica de norte a sur. Ningln valor
fue significante (P>0.05).

Pueblo Viejo T e 0.01641  -0.02239  -0.00121 -0.01459 -0.0827
Tamiahua 0.00329 . -0.01531  -0.02757 -0.00259  -0.02345
Lag. Grande -0.00968 -0.00917 . -0.02053 -0.02091 -0.02584
La Mancha -0.00119 -0.01465  -0.01244 ) -0.02046  -0.03302
Alvarado 0.00439 0.00236  -0.00310  -0.00436 . -0.02739

El Ostion -0.00785 -0.00526  -0.01634  -0.01547 -0.00691 o
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El resultado del andlisis de varianza molecular jerérquico (AMOVA) en
las lagunas estudiadas no fue estadisticamente significante (16,000
permutaciones al azar) para ninguno de los dos indices (Fsr= -0.00618, P=
0.8061; ®sr= -0.01608, P= 0.8922), por lo que en este caso no se rechaza
la hipétesis nula de panmixia. Los resultados del AMOVA atribuyen alrededor
del 100 % (Fsr= 100.62; ®sr= 101.61) del total de la varianza molecular a la
variacion de los haplotipos dentro de las lagunas (Tabla 12 y 13); y sélo
menos del 2% del total de la varianza molecular a la variacién de los

haplotipos entre las lagunas.

Tabla 12. Andlisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacién de Wright (Fsy) para todas las lagunas analizadas en este estudio.
Indice de fijacion Fsy= -0.00618 P= 0.79996+-0.00323

Entre lagunas 5  1.980 ~-0.00284 -0.62
Dentro de

134 61.920 0.46209 100.62
lagunas
Total 139 63.900 0.45925

Tabla 13. Analisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacion ® estadistico (®s) para todas las lagunas analizadas en este estudio.
Indice de fijacion Fsy=  -0.01608 P= 0.89458+-0.00220

i =

SRR

Entre lagunas 5 8.280 0.04150 161
Dentro de 134
lagunas 351.470 2.62291 101.61

Total 139 359.750 2.58141
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Las agrupaciones realizadas de acuerdo a las zonas geograficas y/o
analisis genéticos previos con otros marcadores moleculares y analizados con
el AMOVA para ambos indices (Fst y ¢st) no fueron estadisticamente
significativas en ninguna de ellas (Tablas 14, 15,16, 17, 18 y 19),

Tabla 14. Analisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacién de Wright (Fsr) entre grupos formados de acuerdo a las zonas geogréficas
(ver texto en métodos).

Entre grupos 2 0.768 -0.00041 -0.09

Entre lagunas dentro

de grupos 1.212 -0.00251 -0.55
Dentro de lagunas 134 61.920 0.46209 100.64
Total 139 63.900 0.45917

fndices de fijacion:
Fsc= -0.00546 P= 0.80771 +-0.00330
Fsr= -0.00636 P= 0.70622 +-0.00393
Fer=-0.00089 P= 0.72772 +-0.00341

Tabla 15. Analisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacion @ estadistico (®sr) entre grupos formados seglin zonas geograficas (ver
texto en métodos)

Entre grupos 2 2.163 -0.02036 -0.79
Entre lagunas dentro 3 6.117 002519 0.98
de grupos ) '
Dentro de lagunas 134 351.470 2.62291 101.77
Total 139 359.750 2.57736

Indices de fijacidn:
Fsc= -0.00970 P= 0.89326 +-0.00235
Fsr= -0.01767 P= 0.62673 +-0.00357
For= -0.00790 P= 0.86527 +-0.00288




4

91

Tabla 16. Andlisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacion de Wright (Fsr) entre grupos formados segin andlisis con alozimas (ver
_texto en métodos

Entre grupos 1 0.390 -0.00010 -0.02
Entre lagunas dentro _

de grupos 4 1.590 -0.00278 -0.61
Dentro de lagunas 134 61.920 0.46209 100.63
Total 139 63.900 0.45921

Indices de fijacion:
Fsc= -0.00606 P= 0.80609 +-0.00294
Fsr= -0.00628 P= 0.77559 +-0.00351
Fer= -0.00022 P= 0.52937 +-0.00335

Tabla 17. Andlisis de varianza molecular jerérquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacion ® estadistico (®sr) entre grupos formados segun analisis con alozimas (ver

Entre grupos 1 1.041 -0.01216 -0.47

Entre lagunas

4 7.239 } )
dentro de grupos 0.03498 1.36
Dentro de lagunas 134 351.470 2.62291 101.83
Total 139 359.750 2.57577

texto en métodos).

Indices de fijacidn:
Fsc= -0.01352 P= 0.89195 +-0.00234
Fsr= -0.01830 P= 0.77928 +-0.00304
For= -0.00472 P= 0.86764 +-0.00252
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Tabla 18. Analisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de
fijacion de Wright (Fst) entre grupos formados segun analisis genéticos con
_microsatélites (ver texto en métodos).

Entre grupo 3 1.222 0.00121 0.26

Entre lagunas
2 0.758 - _
dentro de grupos 0.00384 0.84
Dentro de lagunas 134 61.920 0.46209 100.57
Total 139 63.900 0.45946

Indices de fijacién:
Fsc= -0.00838 P= 0.80115+-0.00337
Fsr=-0.00572 P= 0.69954+-0.00382
Fer= 0.00264 P= 0.29696+-0.00352

Tabla 19. Andlisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA) por medio del indice de

fijacion ® estadistico (®sr) entre grupos formados segln anélisis genéticos con

Entre grupos 3 4,639 -0.00531 -0.21

Entre lagunas
3.641

dentro de 2 -0.03710 -0.61
grupos
Dentro de
| 134 351.470 2.62291 101.64
agunas

Total 139 359.750 2.58050

microsatélites (ver texto en métodos).

fndices de fijacién:
Fsc= -0.00606 P= 0.80609+-0.00294
Fsr= -0.00628 P= 0.77559+-0.00351
Fer= -0.00022 P= 0.52937+-0.00335
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Anadlisis Filogenético

Los arboles filogenéticos basados en el analisis de UPGMA y NJ son
congruentes entre ellos y presentan la misma topologia. La topologia del
arbol consenso construido a través del método NJ presenta valores bajos en
los nodos de re-muestreo. Se observan dos clados principales (Fig. 10), sin
embargo, ninguno de estos clados corresponde con el origen geografico de
las muestras. Es decir, ninguno de los dos métodos (UPGMA y NJ) da como

resultado una diferenciacion geografica entre las lagunas.

El clado A presenta en su linea basal a los haplotipos H58, H60, H49 y
H30, mientras que el clado B presenta en su linea basal a los haplotipos H15
y H44 (Fig. 10). Las lineas basales en los arboles filogenéticos generalmente

representan a los haplotipos mas ancestrales.
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— SA
sl —Na

Figura 10. Relacién genética entre 56 haplotipos de Crassostrea virginica. La distancia
genetica se calcul6 a partir del método de Kimura 2 parametros, entre todos los pares de
haplotipos. Los valores de remuestreo se obtuvieron a partir de 1,000 réplicas y son
reportados en los nodos. Las secuencias del grupo externo (SA y NA) pertenecen a
haplotipos del Atlantico.
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Filogeografia

Con base en la red de minima separacion (MS; Minimum Spanning) se
analizaron las relaciones entre los 65 haplotipos (Fig. 11). Esta red
representa los haplotipos en forma de circulo, los cuales varian de tamafio
segun su frecuencia. Asi, se puede observar que los haplotipos con
frecuencias de mas de tres organismos son H2, H10, H11, H14, y H17 (Fig.
11). Los haplotipos mas frecuentes son H2 el cual esta presente en casi el
25% de los organismos analizados, y H10 en aproximadamente el 12%

(Tabla 9, Fig. 11).

Los haplotipos H2 y H10 parecen formar un grupo aparte,
estructurado con haplotipos Gnicos situados en la periferia, cuyas diferencias
se encuentran dadas por una a tres mutaciones (Fig. 11). Unicamente tres
haplotipos (H29, H63 y H15) conforman los haplotipos basales para

supuestos linajes a partir del haplotipo H10 (Fig. 11).

Los linajes de los haplotipos H29 y H63 que tienen diferencias de una
sola mutacién con respecto a H10, se encuentran compuestos por
Unicamente un haplotipo cada uno (Fig. 11). El linaje del haplotipo H15 que
tiene diferencias de hasta seis mutaciones con respecto a H10, se encuentra

compuesto por 19 haplotipos (Fig. 11).
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Los haplotipos adyacentes a los linajes difieren por tres mutaciones, la
excepcion es el H36, que difiere de H15 por cuatro mutaciones. El linaje H15
parece separarse en un segundo grupo junto con los 19 haplotipos,
incluyendo a los haplotipos H11, H4 y H17 que se encuentran presentes con
una frecuencia del 5 % los dos primeros y del 7.5% el dltimo en la muestra
total. El resto de los haplotipos son haplotipos tGnicos o tienen frecuencias

muy bajas de 1.4 al 3.2 %.

Los haplotipos no tienen un patrén geografico con respecto al origen
de las muestras, en la Figura 11 los colores representan al lugar de recolecta
de cada laguna. Se puede observar la presencia de los haplotipos distribuidos
en todos los sitios sin una separacién segun linajes ni grupos de haplotipos.
Los haplotipos mas frecuentes se encuentran distribuidos en todas las
lagunas. Las secuencias de los haplotipos del Atlantico Norte presentan
diferencias de 10 y 11 mutaciones con respecto a las muestras del Golfo de
México. Las secuencias pertenecientes a la regién del Golfo Norte (E.U.), se
encuentran incluidas dentro de los haplotipos del Golfo de México
determinados en el presente trabajo. Es interesante hacer notar, que en la
comparacion con las secuencias externas (Golfo Norte), la secuencia del
haplotipo més com(in en el Golfo Norte (GC-1), es también el haplotipo mas
comdn en nuestro andlisis (H2), mientras que la secuencia del haplotipo
menos comdn (GC-2), es en nuestro analisis el segundo haplotipo mas

comin (H10) (Anexo VI).
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Tamiahua |
Laguna Grande \ \
La Mancha \

Alvarado o6 | w\ Haplotipos del
El Ostion *

Seq

Haplotipos
comunes del
Atlantico

Figura 11. Red de la minima separacion de los 65 haplotipos de ADNmt de la
muestra de C. virginica, definidos en la tabla 1. Cada haplotipo es representado por
un circulo y el didmetro es proporcional a su frecuencia. Los circulos més pequefios
tienen un sélo individuo. Los circulos con lineas punteadas representan a los clados.
Las ramas entre los haplotipos son proporcionales al nimero de mutaciones entre
haplotipos. Los colores indican el lugar de recolecta de la muestra y la
correspondencia entre ellos es mostrada en la Figura. El color negro representa
secuencias de organismos recolectados en zonas geogréficas en el Golfo de México
y en el Atlantico (E.U., con excepcion de la secuencia MX15 de Tabasco, México),
obtenidas en el Laboratorio del Dr. Patrick M. Gaffney’ (LPG en la Figura). Para
referencia de las secuencias y su origen, ver Anexo VII.

! Patrick M. Gaffney, College of Marine Studies, University of Delaware, Lewes, DE 19958,
USA
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DISCUSION

A pesar de que la especie C. virginica ha sido ampliamente estudiada
a través de andlisis genéticos, las poblaciones que habitan las costas del
Golfo de Meéxico (en particular la regién centro-sur) han sido poco
monitoreadas. No existe ninglin estudio genético-poblacional realizado con
marcadores moleculares tipo ADN mitocondrial, que nos sirva para evaluar la

variabilidad haplotipica de estas poblaciones.

La importancia de estudios comparativos y complementarios con
diferentes tipos de marcadores moleculares: ADN nuclear y ADN
mitocondrial, ha sido fuertemente documentada a través de una gran
cantidad de trabajos cientificos y radica en las diferencias en las tasas
mutacionales y tipos de herencia (algunos ejemplos: De Innocentis ef 4,

2001; Hansen et al,, 1999; Poteaux et al,, 2001; Krafsur, 2002).

Diversidad Genética y Neutralidad

La diversidad genética en la regién COXI de las poblaciones del Golfo
de México (GM) fue alta, como puede observarse en las diferencias
encontradas en el nimero de haplotipos (65) y en las diversidades genéticas
de los fragmentos analizados (71 sitios polimdrifcos). En un estudio anterior,

Reeb y Avise (1990) realizaron un analisis con RFLP’s utilizando a la
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molécula completa de ADNmt, y encontraron un total de 82 haplotipos en
organismos del Atlantico Norte (AN) y del GM (regién norte, de Broswille,
Texas a Miami, Florida). En el mismo estudio encontraron 63 fragmentos de
restriccion, los cudles indican sitios polimdrficos. Ambos resultados
demuestran que las poblaciones de Crassotrea Avirginica a lo largo de su

distribucion, mantienen una diversidad genética alta.

Estos datos si bien coinciden en denotar una variabilidad genética alta,
hay que compararlos con cautela debido a las siguientes condiciones: 1) la
técnica utilizada (RFLP's no permite analizar todo el polimorfismo
nucleotidico, ya que éste depende de las enzimas utilizadas en el andlisis), 2)
la o las regiones utilizadas en la molécula (se ha observado variacién en la
tasa de mutacién dependiendo de la region analizada en el ADNmt (Freeland,
2005), y 3) el nimero de muestras, la extension y localizacion geografica de
los organismos (212 especimenes localizados en la region Norte del GM y AN,
en Reeb y Avise, 1990; y 120 localizados en la regién centro-sur del GM en el
presente trabajo). No obstante, estos datos en conjunto nos permiten
visualizar un panorama general sobre la variabilidad de haplotipos presentes

a lo largo de todo el rango de distribucion de C. virginica.

De igual manera, la diversidad haplotipica (0.9194) y nucleotidica
(0.0018) encontradas en este trabajo es alta a pesar del tamano de muestra

relativamente pequefio que se manejo (N= 140). Esta diversidad genética
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se debié a 56 haplotipos Unicos (un sélo individuo por haplotipo), cuatro
haplotipos presentes en dos o tres individuos solamente y cinco haplotipos

frecuentes en la poblacion (75 individuos).

Lo anterior podria estar indicando una elevada tasa de mutacién para
la regién COXI en las poblaciones de la especie estudiada, o bien eventos de
expansion que estén dando como resultado haplotipos que no han tenido
tiempo suficiente para fijarse en la poblacién. La prueba de neutralidad de la
poblacion total utilizando el estadistico D de Tajima proporciona resultados
estadisticamente significantes. En esta prueba, diferencias significativas entre
los estimadores del estadistico (D de Tajima) usualmente se atribuyen a
efectos de seleccién, sin embargo, también pueden deberse a efectos de
cuellos de botella, poblaciones en expansion, o heterogeneidad en las tasas
de mutacion entre sitios (Tajima, 1993). Los resultados del analisis con la D
de Tajima, nos muestran valores negativos, los cuales son traducidos como
un exceso de variantes en baja frecuencia, pudiendo esta baja frecuencia de

nuevas mutaciones, ser un indicador de expansion en la poblacién.

Por otro lado, la similitud entre los valores de diversidad genética
(haplotipica, nucleotidica y nimero de haplotipos) puede indicarnos que es

probable que las reducciones poblacionales ocurridas en algunas de las
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lagunas como Tamiahua y El Ostién® no hayan afectado los niveles de
diversidad en los bancos de ostiones. Al contrario, los indices de diversidad
haplotipica y nucleotidica indican una alta diversidad genética dentro de cada
laguna. Reeb y Avise (1990) encontraron una diversidad genética alta a
través de andlisis de ADNmt en C virginica, siendo mayor en el Golfo de

México (0.80), que en el Atlantico (0.57).

Estructura Genética Poblacional y Anilisis Filogeografico

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, no existe una
estructura genética en C. virginica en las lagunas del Estado de Veracruz. Los
resultados no significantes en la prueba exacta de Fisher nos indican que
existe una distribucion al azar de los individuos entre todos los pares de
lagunas. De la misma manera, los valores de los indices de fijacién (Fsty
®sr) no fueron significantes en ninguna de las comparaciones pareadas entre
lagunas, lo que nos revela que no existen diferencias significativas entre

ninguna de las lagunas analizadas (tabla 4).

Lo anterior fue confirmado por el andlisis de AMOVA, el cual no fue
estadisticamente significante para ninguno de los dos indices (Fst Yy ®s7): los
resultados indican que el 100 % de la varianza molecular se debe a la

variacion de los haplotipos dentro las lagunas, y sélo un 2% de esta

®? Horacio Cruz Lugo. Direccién de Acuacultura. SAGARPA, Delegacion Veracruz. Comunicacion
personal.
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variacién se encuentra entre las lagunas y no es significante. Por lo que, el
anadlisis de estructura genética poblacional con COXI demuestra que existe
una poblacién panmictica en la regidn centro-sur del Golfo de México. El ciclo
de vida de C. virginica, en el cual manifiestan una etapa larval planctdnica de
hasta tres semanas (Kennedy, 1996), aunado a las corrientes costeras del
Golfo de México, las cuales son estacionales y en ambos sentidos norte-sur
(Zavala-Hidalgo et al 2003), pueden permitir el flujo genético entre las
lagunas cercanas y generar un estado de panmixia. Sin embargo, es
necesaria la combinacién de andlisis con el otro marcador molecular nuclear
(microsatélite), més polimérfico con el que podamos realizar un andlisis

integrativo.

Los linajes mitocondriales encontrados con los andlisis de arboles
filogenéticos no son muy claros, pero muestran dos clados distintos de
haplotipos, sin ninguna relacion geografica en cuanto a su distribucion (fig
2). Sin embargo, se ha observado que a pesar de que estos arboles
filogenéticos han sido de gran ayuda en estudios taxondmicos a nivel de
especie y en niveles mas altos, los cuales ha experimentado un periodo de
aislamiento reproductivo suficiente para permitir la fijacion de diferentes
alelos; un arbol filogenético jerarquico no siempre serd el mas adecuado
para estudios a nivel poblacional (Freeland, 2005). No obstante, puede
ayudar a proporcionarnos un panorama general de la agrupacién haplotipica

presente en las poblaciones. El andlisis realizado a través de la red de
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minima separacion (MS; Minimum Spanning) nos muestra un panorama mas
adecuado de las relaciones filogenéticos y filogeogréficas de los haplotipos

de C. virginica dentro del Golfo de México.

MS demuestra que no existe ninguna relacién geografica que delimite
la distribucién de haplotipos, los dos haplotipos mas frecuentes H2 y H10 se
encuentran presentes en todas las lagunas y estan presentes en el 36% de
todos los organismos. Los otros tres haplotipos que representan al 17.8% de
los organismos (H11, H14 y H17), también se encuentran distribuidos en

toda la poblacién.

Por otra parte, el MS muestra dos haplogrupos sin ninguna relacién
geografica, a) representado por los haplotipos H2 y H10, estructdrado con
haplotipos nicos en la periferia y, b) representado por los haplotipos H11,
H14 y H17 también estructurados con haplotipos con menor frecuencia en la
periferia. Siguiendo algunos principios de la teoria de coalescencia, existen
algunas predicciones que podemos realizar en cuanto al MS: a) Los
haplotipos mas frecuentes suelen ser los mas antiguos; b) dentro de la red,
los haplotipos viejos, se encuentran en el interior, mientras que los nuevos
suelen encontrarse en la periferia, ) Los haplotipos con conexiones mdiltiples

suelen ser los mas antiguos (Freeland, 2005).




104

De acuerdo a lo anterior, los haplotipos H2 y H10, cumplen‘con estas
condiciones, son los mas frecuentes, se encuentran en el interior de la red y
tienen un gran nimero de conexiones con otros haplotipos. El haplotipo H10
no obstante, parece ser el mas antiguo, dado que se encuentra relacionado
con los haplotipos del Atlantico, los cuales se separan de los haplotipos del
Golfo de México por 10 y 11 mutaciones. De la misma forma, es el que se
encuentra directamente relacionado con el haplotipo H15, el cual pertenece
al segundo haplogrupo, diferenciado del haplotipo H10 por sdlo tres

mutaciones.

Por otro lado, nuestros resultados indican un periodo histérico de una
rapida expansion poblacional, la cual puede afectar la diversidad genética de
la especie y también las relaciones entre los haplotipos. La separacion de los
linajes mitocondriales del Golfo de México vs Atlantico, ha sido estimada en
alrededor de 1.2 millones de afios (Reeb y Avise, 1990). En una poblacién en
expansion rapida, la clasificacién de linajes (la pérdida estocistica de
haplotipos y linajes) es més lenta, asi que més haplotipos y linajes son
producidos por mutacién que los que son removidos por deriva genética
(Avise et al. 1984, 1987a), incrementando de este modo la diversidad
genética. Una consecuencia de una poblacién en expansién es que muchos
de los haplotipos resultantes se encuentran estrechamente relacionados, y
algunos haplotipos pueden tener altas frecuencias (McMillen A.L. y Bert T.M.

2004). Este fue el modelo general que nosotros observamos en los
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haplotipos de C virginica y que es confirmado por los resultados
significativamente negativos que encontramos con la prueba estadistica D de
Tajima. No obstante, hacen falta mas estudios genéticos con un mayor
nimero de muestras y zonas geograficas dentro del Golfo, asi como anélisis

estadisticos que demuestren o apoyen esta hipéteéis.
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CONCLUSIONES

e La diversidad genética en la region COXI del ADNmt de Crassostrea
virginica en el Golfo de México (GM) fue alta, como puede observarse
en el nimero de haplotipos (65), y en la diversidad haplotipica

(0.9194) y nucleotidica (0.0018) encontrada.

e Los indices de diversidad haplotipica (0.8854 a 0.9567) y nucleotidica
(0.0077 a 0.0089) son similares entre las localidades (lagunas) e

indican una alta diversidad genética dentro de cada laguna.

e Los resultados del analisis con la D de Tajima (tabla 3), nos muestran
valores negativos, los cuales son traducidos como un exceso de
variantes en baja frecuencia, pudiendo esta baja frecuencia de

mutaciones nuevas, ser un indicador de expansion en la poblacién.

e El andlisis de estructura genética poblacional con COXI demuestra que
existe una poblacién panmictica en la regién centro-sur del Golfo de
México, como lo demuestran los valores de los indices de fijacién (Fsr
y ®st) que no fueron significantes en ninguna de las comparaciones
pareadas entre lagunas, lo que fue confirmado por el andlisis de
AMOVA, el cual no fue estadisticamente significante para ninguno de

los dos indices (Fst y ®gr).
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e La red de Minima Separacién (MS) demuestra que no existe ninguna
relacién geogréfica que delimite la distribucién de haplotipos, los dos
haplotipos mas frecuentes H2 y H10 se encuentran presentes en todas

las lagunas y estan presentes en el 35.7% de todos los organismos.

» Los haplotipos H2 y H10, son los mas frecuentes, se encuentran en el
interior de la red y tienen un gran nimero de conexiones con otros

haplotipos.

e El haplotipo H10 no obstante, parece ser el mas antiguo, dado que se
encuentra relacionado con los haplotipos del Atlantico, los cuales se

separan de los haplotipos del Golfo de México por 10 y 11 mutaciones.
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DISCUSION GENERAL

Estudios genéticos previos (Reeb y Avise, 1990) con ADNmt,
demuestran la existencia de dos clados genéticamente diferenciados entre
las poblaciones del Atlantico Norte y del Golfo de México Norte, separados
hace aproximadamente 1.2 millones de afios por una divergencia en las
secuencias de 2.5%. Estudios posteriores con marcadores nucleares, han
apoyado esta diferenciacién genética (Karl y Avise 1992; Hare y Avise, 1998;
Hoover y Gaffney 2005). Esta divergencia ha sido documentada como el
resultado de una barrera zoogeogréfica, en la peninsula de Florida (EU), la
cual también ha originado divergencia genética en otros organismos marinos
(Saunders et a/, 1986; Avise et al, 1987). La concordancia geografica en la
divergencia del ADNmt en estas especies, sugiere un grupo comin de
factores histéricos que iniciaron la divergencia y las restricciones similares de

flujo genético (Reeb y Avise, 1990).

Dentro del Golfo de México aparentemente no existen barreras
geograficas y oceanogréficas. De acuerdo a nuestro andlisis con el marcador
mitocondrial COXI, el ciclo de vida de C. virginica (2-3 semanas de larva
plancténica), asi como las condiciones oceanogréficas de la zona (Zavala-
Hidalgo et al., 2003) parecen promover el flujo genético entre las lagunas sin
ninguna barrera oceanogréfica aparente entre ellas, contrariamente a lo

planteado en nuestras hipdtesis. Los resultados obtenidos con el analisis de
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microsatélites no se contraponen con los encontrados utilizando COXI del
ADNmt. Por el contrario, parecen apoyar la hipétesis nula de panmixia en las
lagunas de la regidn centro-sur del Golfo de México. En el andlisis con
microsatélites, los valores de Fst no significantes en las comparaciones
pareadas entre lagunas, apoyan la hipdtesis de qUe los bancos ostricolas de
C. virginica en la region centro sur del Golfo de México (Veracruz), sean

considerados como una soélo poblacién.

No obstante en el presente trabajo se encontraron algunas diferencias
entre estos dos marcadores moleculares en cuanto a la significacion de los
valores de Fsr pareados: cuatro valores no significantes fueron encontrados
con los microsatélites, lo que es traducido como algin grado de flujo
genético restringido entre algunas lagunas. Dichas diferencias en la
significacion de estos valores, pueden deberse a la naturaleza misma de los
marcadores moleculares: el alto grado de polimorfismo encontrado en los
microsatélites y su elevada tasa de mutacién pueden dar como resultado
algunos niveles de estructuracién (Hansen et a/, 1999, Arnaoud-Haond et
al., 2003), al contrario del ADN mitocondrial. Posibles eventos de aislamiento
reproductivo pueden estar presentes entre éstas lagunas, sin embargo estos
eventos de divergencia pueden ser relativamente recientes y no son
detectados mediante analisis de ADN mitocondrial. Los resultados con

microsatélites mostraron diferencias significantes entre algunas lagunas, lo
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cual puede ser explicado por factores geograficos, éxitos reproductivos

diferenciales y reducciones poblacionales recientes.

En otros estudios de bivalvos en los que han realizado anilisis con
estos dos tipos de marcadores moleculares han encontrado una congruencia
en los resultados de estructura genética. En un estudio en el abulén Hafiotis
midae, ambos marcadores moleculares mostraron una estructura genética en
las poblaciones analizadas (Evans et al, 2004). En las poblaciones europeas
del ostidn Ostrea edulis, los andlisis con ADNmt (Diaz-Almela et al., 2004)
apoyaron la estructuracidon genética encontrada con microsatélites (Launey

et al., 2002).

Es relevante mencionar que la discrepancia entre los resultados de
ambos marcadores no tiene una explicacién exclusiva en la naturaleza misma
de estos marcadores. Por lo que existe otra explicacion plausible que puede

ser mencionada.

El analisis con microsatélites, mostré diferencias significativas entre
lagunas cercanas, mientras que las lagunas lejanas geogréficamente fueron
encontradas sin ninguna diferencia significativa en los valores de Fst
pareados. Este modelo de estructura genética puede corresponder a un
evento llamado por Hedgecock (1994) como parches cadticos (chaotic

patchiness), el cual se origina por el muestreo de un grupo de individuos
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exitosos en algiin momento o espacio, que no reflejan precisamente las
variantes genéticas de la poblacién. Esto puede originar que los valores
significantes en los Fsr fueran distintos a los obtenidos entre microsatélites y

ADNmt,.

Dado lo anterior, es imperativo un andlisis mas detallado que incluya
un nimero de muestra mayor, que tenga una mayor amplitud geogréfica, y
un muestreo temporal de los organismos. De la misma forma, se recomienda
la homogenizacién del muestreo con ADNmt y la utilizacién de otro tipo de
marcador molecular nuclear donde se pueda comparar la filogeografia de la

especie.

No obstante lo anterior, con este trabajo se demostrd que C virginica
en el Golfo de México tiene una variabilidad genética elevada con ambos
marcadores, y que es posible considerar a la poblacién como panmictica, con
algunas excepciones entre las lagunas donde encontramos flujo genético
restringido. Ademés de reconocer las localidades con mayor Yy menor
variabilidad genética nuclear, Pueblo Viejo y Tamiahua respectivamente, lo

cual debe de ser considerado para su futuro manejo pesquero y de cultivo.
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RECOMENDACIONES

A pesar de la alta variabilidad genética encontrada mediante el analisis
con ADNmt, se recomienda priorizar el cuidado y la proteccién de los bancos
ostricolas de las lagunas de Tamiahua, AlvaradoAy El Ostion; debido a los
resultados encontrados con el anilisis de microsatélites, donde indican
niveles menores de variabilidad genética, en comparacion con el resto de las

lagunas.

Por otro lado, se recomienda realizar un plan de manejo para C
virginica que contemple el repoblamiento de organismos, tomando en cuenta
los niveles de variabilidad genética y las relaciones genéticas entre los
bancos ostricolas de las diferentes lagunas. El repoblamiento se recomienda
que sea a partir de las lagunas Pueblo Viejo y Laguna Grande, ya que
ademds de ser las lagunas con mayor variabilidad genética, presentan
indices menores de endogamia. En el caso de La Mancha, debido al
aislamiento genético de C virginica encontrado mediante el analisis de
microsatélites, no se recomienda realizar extracciones para repoblar otras

lagunas.

Es necesario ampliar la zona de estudio y el nimero de muestra para
obtener un panorama més completo de la estructura genética poblacional y

las relaciones genéticas interpoblacionales.
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Se recomienda realizar otro estudio genético con un marcador nuclear
diferente mediante anélisis de “polimorfismos nucleares de un solo
nucledtido” (SNP’s), para complementar el anglisis de la estructura
poblacional, eliminar el sesgo de los alelos nulos y determinar la

concordancia filogeografica con los anélisis realizados en el presente trabajo.
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El la tabla se muestran las coordenadas de cada laguna y el nimero de muestras
recolectadas (7).

Pueblo Viejo (PV)

Tamiahua (Ta)

Laguna Grande (LG)

La Mancha (LM)

Alvarado (AL)

El Ostién(LO)

22.15°N 97.90°W

21.10°N 97.58°W

20.07°N 96.66°W

19.63°N 96.45°W

18.79°N 95.83°W

18.18°N 94.70°E

40

50

50

50
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ANEXO II

PROTOCOLO _
EXTRACCION DE ADN CON SALES Y PROTEINASA K
(Aljanabi y Martinez, 1997)

Soluciones Stock:
e Buffer de homogenizacion de sales
TrispH 7.4a 84 10 mM
Na Cl 400 mM
EDTApH 8.0 2mM

» SDS 20% (concentracién final de 400 pg/mL).

e Proteinasa K 20 mg/ml (concentracién final de 400 ug/mL).
e NaCl 6M

¢ Isopropanol 99%

e Etanol 70% 6 Isopropanol al 30%

e Te0.1X

Materiales y Equipo:
Horno (55-65°C)
Vortex

Centrifuga

Procedimiento:

1. Cortar 50 - 100 mg de tejido finamente con navaja o bisturi.

2. Homogenizar el tejido en un tubo ependorff con 400 uL de buffer de
homogenizacion de sales.

3. Agregar 40 pul de SDS 20% (concentracién final 2%) y 2 pl de
proteinasa K20 mg/ml (concentracién final de 100 pg/ml).

4. Incubar a 55 -65 ° C durante al menos 1 hora (o toda la noche).

5. Agregar 350 pl NaCl 5M (o 300 ul NaCl 5M).
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Agitar con vértex durante 30 seg. (a maxima velocidad).
Centrifugar a 11000 — 12000 rpm.durante 30 min.
Transferir el sobrenadante a otro tubo ependorff nuevo.

© ® N o

Agregar un volumen igual de isopropanol al 99% a cada tubo (750-
800 pl).

10. Mezdlar bien (en caso de no observar nada, se recomienda dejar toda
la noche a -20° C en el siguiente paso).

11.Incubar a -20° C durante una hora (-80° C durante media hora).

12. Centrifugar a 4° C a 12000-14000 rpm durante 20 min.

13. Desechar el sobrenadante y tener cuidado de no desechar el pellet.

14.Agregar al pellet dos voliimenes de etanol al 70% (6 un volumen de
isopropanol al 30%, dos veces).

15. Centrifugar a 4° C a 12000-14000 rpm. durante 10 min.

16. Secar las muestras en rotoevaporador (si se cuenta con el o si no
dejar secar a temperatura ambiente (hasta que este completamente
seco el tubo) hasta que el pellet quede transparente.

17.Resuspender en 100 ul TE 0.1X o agua dde (destilada, desionizada y
estéril)-si se va a preservar el DNA por mas tiempo, se recomienda
utilizar TE 1X.

18. Dejar resuspendiendo toda la noche a temperatura ambiente o 2
horas a 65° C.

19. Etiquetar debidamente cada tubo con el cddigo de la muestra e incluir
la fecha. Guardar a -80° C (a -20° C si se va a utilizar en las préximas
semanas o a 4° C si se utiliza en los siguientes dias).

Nota: La cantidad de TE o agua en la que se resuspenda el DNA, va
a ser en funcion del tamaiio del pellet obtenido

-
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ANEXO III
PROTOCOLO
ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA AL 6% Y UREA 7.5 M.

Soluciones stock:

e Acrilamida refrigerada (Urea 7.5 M, acrilamida:bis-acrilamida 19:1 6
%, TBE 1X.

e TBE 10 X (Tris-dcido borico 0.09 M, EDTA 0.002M).

o APS 10 %.

o TEMED,

 Escalera de secuenciado (SequiTherm Cycle Sequencing Kit-Epicentre
Tech.).

Materiales y equipo:

Vidrios, peines y separadores para preparar geles.

Camaras de electroforesis verticales para secuenciado manual.

Fuente de poder.

Incubadora o termociclador a 95 °C.

Procedimiento:

1. Colocar boca arriba un par de vidrios, limpiar con alcohol al 70 %
utilizando un panuelo desechable.

2. Agregar en un vaso de precipitados de 50-100 ml, 70 ml de solucién
stock de acrilamida refrigerada (Urea 7.5 M, acrilamida:bis-acrilamida
19:1 6 %, TBE 1X= Tris-acido bdrico 0.09 M, EDTA 0.002M).

3. Agregar 350 pl de APS 10%, y 20-35 pl de TEMED, agitar
ligeramente.

4. Colocar el vidrio sin muesca boca arriba con los separadores. Verter

lentamente la acrilamida en el medio del vidrio y deslizar pausadamente

el otro vidrio conforme se agrega la acrilamida. 77atar de qgue no se
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formen burbujas. Una vez que los vidrios quedan completamente
empalmado
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colocar el “peine” de manera invertida en el extremo con muesca. £/ gel
polimerizard en aproximadamente 30 mins.

. Enjuagar con agua de la llave la cara exterior de los vidrios y retirar el
peine.. Montar adecuadamente en la cdmara de electroforesis. Llenar las
celdas con solucién amortiguadora TBE 1X.

. Conectar la camara a una fuente de poder- (1600-1800 volts) y pre-
calentar el gel hasta que alcance los 50-55 °C (de15-30 min).

. Poco antes de que el gel se ha pre-calentado, desnaturalizar los
productos de PCR calentando por 5 min a 90° C, colocar en hielo
posteriormente.

. Enjuagar a presién con una pipeta Pasteur en el espacio ocupado
anteriormente por el peine posteriormente colocar el “peine” con los
“dientes” hacia abajo hasta que se introduzcan ligeramente en el gel.

. Colocar 3-4 pl de las muestras en cada carril del gel, reservar 4 carriles
para cada base de una escalera de secuenciado (SequiTherm Cycle
Sequencing Kit-Epicentre Tech.).

10. Correr la electroforesis, hasta que el azul de bromofenol del tinte alcance

30 cm de avance (2-3 horas aproximadamente a 1600-1800 volts).

11.Desmontar el gel. Una vez apoyado de manera horizontal remover un

vidrio cuidadosamente.
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ANEXO 1V

PROTOCOLO

VISUALIZACION DE MICROSATELITES EN GELES DE
POLIACRILAMIDA.

Quimioluminiscencia (Kit Phototope-Star Detection, New England)

Soluciones stock:
Kit Phototope-Star Detection (New England):
e Estreptavidina (1 mg/ml)
» Fosfatasa alcalina biotinilada (0.5 mg/ml)
o CDP-Star (25 mM)
 Sol. de dilucién CDP-Star (25 X)
Sol. de bloqueo (SDS 5%, NaCl 125 mM, Fosfato de sodio 25 mM, pH 7.2)
Sol. de lavado I (SDS 0.5%, NaCl 12.5 mM, Fosfato de sodio 2.5 mM)
Sol. de lavado II (10 X) (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM, pH
9.5)
Sol. reveladora 6 X(Kodak GBX)
Sol. fijadora 6 X(Kodak GBX)

Materiales y equipo:

Papel filtro.

Membrana de nylon (no nitrocelulosa) cargada positivamente. Poro 45 M.
(Nytran-N, Scheleicher & Schuell)

Tubos de hibridacion.

Horno de hibridacion.

Cuarto de revelado obscuro.

Pelicula de rayos X (Kodak X-Omat).

Cassette de revelado.
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Procedimiento:

1.

Cortar previamente 5 fragmentos de papel filtro 3M y un fragmento de
membrana de nylon (Nytran-N, Scheleicher & Schuell) de tamafio
suficiente para cubrir el drea donde se esperan los alelos (productos de
PCR). Marcar el lado de la membrana de nylon que va a estar en contacto
con el gel (con lapiz).

Desmontar los vidrios y colocarlos sobre una superficie plana. Con la
ayuda de una espatula levantar uno de los dos vidrios con cuidado.
Colocar un fragmento de papel filtro 3M en el drea donde se esperan los
productos de PCR. Presionar ligeramente para que se adhiera el gel al
papel.

Cortar con cuidado el gel con una navaja de bisturi por el contorno del
papel filtro. Retirar el papel filtro junto con el fragmento de gel adherido.
Colocar 2 fragmentos de papel filtro (/mismas dimensiones que el
anterior) humedecidos en TBE 0.5X sobre una superficie plana nivelada.
Colocar el papel con el gel hacia arriba sobre los papeles humedecidos.
Colocar un fragmento de membrana de nylon (Nytran-N, Scheleicher &
Schuell) humedecida en TBE 0.5X con la cara méas lisa hacia el gel.
Agregar 2 papeles secos y por (ltimo una superficie plana (p ej. vidrio)
que pese aproximadamente 2 kg.

Esperar aproximadamente 25 min. hasta que los papeles superiores a la
membrana se encuentren humedecidos (e tiempo de transferencia puede
variar segun el lote de membrana aunque sea de la misma marca). Para
garantizar una transferencia de ADN exitosa es importante verificar que la
difusion del liquido sea a través de la membrana y no por los bordes, por
lo que es recomendable no empapar demasiado los papeles inferiores
sino solamente lo suficiente.

Retirar cuidadosamente la membrana, eliminando cualquier fragmento de
gel adherido. Fijar el ADN a la membrana secando completamente en un
horno a 70° C, aproximadamente 10 min.
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. Colocar la membrana en un tubo de hibridacién y agregar
consecutivamente los reactivos del kit Phototope-Star Detection (New
England) y subsecuentes lavados (Tabla I1.1). Todo esto en un horno de
hibridacién con movimiento a temperatura ambiente. S/ e/ tamafio de Iz
membrana no permite realizar esto en un tubo de hibridacion, se puede

colocar en una charola de pldstico sobre un agitador de geles.
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Incubacion y lavados para revelar usando el kit Phototope Star detection:

Repeticiones Solucion Tiempo (min.)
ml/cm2
1 de Bloqueo -5 0.1
1 Estreptavidina 0.05 (ulf
cm2)
en sol de bloqueo 5 0.05
2 de lavado I 5 0.5
1 Biotin alcalin fosfatasa 0.05 (ui/
cm2)
en sol de bloqueo 5 0.05
de Bloqueo 5 0.5
2 de lavado II (1X) 5 0.5
Reactivo CDP-Star 5 0.25(ul/
cm2)
en sol CDP-Star 1X 0.025

10.Envolver la membrana en papel plastico, eliminando burbujas y arrugas.

11.En un cuarto oscuro de revelado fotografico (luz roja de wataje
adecuado) colocar la membrana en contacto con una pelicula de rayos X
(Kodak X-Omat) en un cassette de revelado. Dejar 10-30 min en
exposicion.

12.Sumergir la pelicula 5-15 seg en sol. reveladora 1 X (Kodak GBX), hasta
que aparezcan los productos de PCR como bandas con buena resolucién.
Enjuagar en agua corriente. Sumergir 1 min. en sol. fijadora 1 X (Kodak
GBX). Enjuagar en agua corriente. Dejar secar.

13.Observar sobre un transiluminador de luz visible.
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Anexo VI

En la tabla se muestran los valores globales estimados de Fsr (Weir,1990),
con y sin correccidon del método ENA (exclusién de alelos nulos, por sus
siglas en inglés) (Chapuis y Estoup, 2007).

Valores 0.019 0.019
globales '

Por Locus Cvil3 0.012 0.010
Cvi8 0.038 0.036
Cvi6 0.008 0.007
Cvi9 0.010 0.007
Cvill 0.034 0.037

Los valores en negritas son significativamente diferentes de cero (P<0.05)

En la tabla se muestran los valores de Fsr pareados con la correccién del
método ENA (Chapuis y Estoup, 2007).

TA 0.019

LG 0.012 0.010

LM 0.030 0031  0.014

All 0.005 0024  0.015 0.034

Lo 0.012 0.021 0.004 0011  0.029

Los valores en negritas son significativamente diferentes de cero (P<0.05)
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ANEXO VII

En la tabla se muestran las secuencias obtenidas en el laboratorio de Dr. Patrick
Gaffney (College of Marine Studies, University of Delaware, Lewes, DE 19958, USA).
Se presenta el sitio de recolecta del organismo correspondiente, asi como el linaje al
cual pertenece y el Haplotipo al que corresponde en el presente trabajo.

H17 Golfo de

MX158 Tabasco, México
México
H10 Golfo de GLV77 Galveston, Texas, E.U.
México GC-2 Haplotipo menos comiin en el Golfo de
México
CK6942 Cedar Key, Florida, E.U.
SQ1 Secuencia de referencia
H2 Golfo de PA3741 Port Aransas, Texas, E.U.
México
GC-1 Haplotipo mds comin en el Golfo de
México
ninguno Golfo de PA6952 Port Aransas, Texas, E.U.
México
ninguno Golfo de CLv71 Galveston, Texas, E.U.
México
ninguno Golfo de C69316 Cedar Key, Florida, E.U.
México
ninguno Golfo de 648650 ?
México
ninguno Atlantico CK6935 Cedar Key, Florida, E.U.
ninguno Atlantico CK6940 Cedar Key, Florida, E.U.
ninguno Atlantico VC0122 ?
ninguno Atlantico SAVCOI Haplotipo estandar del Atléntico, comin

en Georgia y Carolina del Sur, E.U.




