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RESUMEN

El lenguado Paralichthys adspersus es una especie nativa de gran importancia econémica para
la acuicultura en el Per(. Sin embargo, para establecer un plan de manejo adecuado es necesario
un monitoreo constante de la estructura del pedigri. Por este motivo, el objetivo de este estudio
fue identificar marcadores microsatélites y comparar la variabilidad genética entre poblaciones
silvestres y de reproductores de cultivo (generacion F1) de Paralichthys adspersus. Los analisis
de amplificacién cruzada con 14 marcadores microsatélites resultaron en un 71.43% de
amplificacion positiva, demostrando el grado de transferibilidad de los marcadores microsatélites
entre especies cercanamente relacionadas. De los diez marcadores con amplificacion positiva,
cinco marcadores altamente polimérficos se utilizaron en los andlisis de diversidad genética. Se
realizaron pruebas de equilibrio Hardy Weinberg, se estimé la presencia de alelos nulos, y se
determind el nivel de variabilidad genética expresada en numero de alelos (Na), nimero efectivo
de alelos (Ne), nimero exclusivo de alelos (Nex), heterocigosidad observada (Ho), riqueza alélica
(RA), coeficiente de endogamia (Fis), coeficiente general de consanguinidad (Frr), y se realizaron
pruebas de relacidn genética (r). Finalmente, se calcularon los valores del indice de fijacion (Fsr)
para detectar estructura genética poblacional, y se realiz6 un andlisis molecular de varianza
(AMOVA) para comprobar si existian diferencias significativas en los niveles de diversidad entre
la poblacion F1 y los organismos silvestres. Los resultados mostraron que ninguna poblacion se
encontraba en equilibrio génico indicando presencia de apareamiento selectivo positivo en la
poblacion de cultivo F1 y un exceso de homocigotos en las poblaciones silvestres. Sin embargo,
los parametros que caracterizan la variacién genética en las poblaciones estudiadas mostraron
un elevado polimorfismo (Na =88 /154, Ne =9.16 / 20.08, Nex = 22 / 88, RA =12.527 / 22.519,
Ho = 0.675 / 0.736, r = 0.008 / -0.001, en la poblacion F1 de cultivo y poblacion silvestre,
respectivamente), sin observarse diferencias significativas para el Fst, ni AMOVA, lo que indicé
una baja tasa de diferenciacion entre ambas poblaciones, estadisticamente similares. No
obstante, la poblacion F1 de cultivo mostré una tendencia a presentar los menores niveles de
diversidad genética en todos los parametros evaluados. Estos resultados enfatizan la importancia
de tener en cuenta la dispersién de los parametros que determinan la presencia y pérdida de
diversidad genética en poblaciones de cultivo, como primer paso para la evaluacion de una

eventual recuperacion de la riqueza alélica mediante flujo génico.

Palabras Clave: lenguado, Paralichthys adspersus, microsatélites, variabilidad genética.



ABSTRACT

The flounder Paralichthys adspersus is a native benthic specie of great economic importance for
the aquaculture in Peru. However, to establish a proper management plan is necessary a constant
monitoring of the pedigree structure. For this reason, the objective of this study was to identify
microsatellite markers and compare the genetic variability among a wild population and a set of
broodstock (F1 generation) of Paralichthys adspersus. The analysis of cross amplification with 14
microsatellite markers resulted in a 71.43% of positive amplification, showing the degree of
transferability of microsatellite markers between closely related species. From the ten positive
amplification markers, five highly polymorphic markers were used in the genetic diversity analysis.
In these analysis, Hardy Weinberg equilibrium test was performed, the presence of null alleles
was estimated, and the level of genetic variability was determined through the calculation of the
number of alleles (Na), effective number of alleles (Ne), unique number of alleles (Nex), observed
heterozygosity (Ho), allelic richness (RA), inbreeding coefficient (Fis), overall fixation index (Fir),
and test of genetic relation (r). Finally, the fixation index (Fst) values were calculated in order to
detect population genetic structure. Likewise, the molecular analysis of variance (AMOVA) was
performed to check whether there were significant differences in the levels of diversity between
the F1 population and the wild samples. The results showed that any population was in genetic
equilibrium indicating the presence of positive selective mating in the F1 culture population and
an excess of homozygotes in the wild populations. However, the parameters that characterize
genetic variation in the populations studied showed a high polymorphism (Na = 88 / 154, Ne =
9.16 / 20.08, Nex = 22 / 88, RA = 12.527 / 22.519, Ho = 0.675 / 0.736, r = 0.008 / -0.001, in the
F1 and wild population, respectively), without showing significant differences in the Fst and
AMOVA analysis, indicating a low rate of differentiation between the two populations, statistically
similar. Nevertheless, the population F1 showed a trend to present the lowest levels of genetic
diversity in all the evaluated parameters. These results emphasize the importance of taking into
account the dispersion of the parameters that determine the presence and loss of genetic diversity
in cultivated populations, as a first step for the evaluation of an eventual recovery of allelic

richness through gene flow.

Keywords: flounder, Paralichthys adspersus, microsatellites, genetic variability.



1. INTRODUCCION

La acuicultura viene presentando un gran avance a nivel mundial, principalmente, debido a
los trabajos de investigacion e innovacion tecnologica desarrollados por diversas
instituciones de investigacion, impulsada por la gran demanda de productos hidrobiol6gicos
de calidad en los mercados internacionales (FONDEPES, 2015). En los dltimos afios, todos
los continentes han mostrado una tendencia general de aumento en el porcentaje de la
produccién acuicola, respecto al total de la produccion pesquera, en donde el pescado de
piscifactoria representd las tres cuartas partes del volumen de la produccién total de la
acuicultura (FAO, 2016); mostrando la acuicultura una tendencia mundial, segun la cual su
desarrollo en el suministro total de pescado se ha mantenido de forma ininterrumpida (FAO,
2014).

Por ejemplo, para 2014, la produccién de animales acuaticos procedentes de la acuicultura
ascendié a 73,8 millones de toneladas, representada por el cultivo de peces con 49.8
millones de toneladas, una cifra superior a los 44.2 millones de toneladas alcanzada en 2012
y a los 28.17 millones de toneladas registrada en 2004 (FAO, 2016). Para el 2015, la FAO
(2016) sefala que la contribucién de la acuicultura a la produccion pesquera mundial
superara a la pesca de captura en 2021. Esta circunstancia pone de relieve el inicio de una
nueva etapa e indica que la acuicultura se convertira en el principal impulsor del cambio en

el sector pesquero y acuicola (FAO, 2016).

En Perl, desde mediados de los afios ochenta, se ha venido haciendo referencia a un
enorme potencial del pais para el desarrollo de la acuicultura, citando como elemento
demostrativo, la disponibilidad de una gran variedad de especies nativas y condiciones
favorables para la acuicultura marina y de agua dulce (PRODUCE, 2009). La acuicultura
peruana en la actualidad, esta orientada principalmente al cultivo de camarones peneidos
(Litopenaneus vannamei), concha de abanico (Argopecten purpuratus), trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) y tilapia (Oreochromis spp.), siguiendo la tendencia de los principales
cultivos que se tiene en la region de América Latina y El Caribe (Mendoza, 2013); y ha
experimentado un crecimiento elevado en afos recientes con el apoyo de la investigacion,
la transferencia y la innovacién tecnoldgica. En particular, ha sido notable el trabajo realizado
por la iniciativa privada con apoyo de instituciones como IMARPE y FONDEPES, para

adaptar tecnologias y consolidar los cultivos comerciales existentes (PRODUCE, 2012).

Respecto a los antecedentes de produccion, éstos reflejan un crecimiento importante frente
a otros sectores de produccion de alimentos en el pais. Por ejemplo, se ha determinado que
el crecimiento de la acuicultura peruana en el periodo 2000 — 2009 fue a una tasa anual del
20.86% (Mendoza, 2013); en 2010 alcanzé poco mas de 89 mil toneladas, donde el 81%

provino de cosechas del ambito marino y el 19% del ambito continental (Mendoza, 2011); y



en 2013 el volumen de cosechas fue de 105.158 toneladas, lo que indica que en veinte afios
se dio un crecimiento de 22 veces su valor (Baltazar & Palacios, 2015; PRODUCE, 2015).

En este contexto, y con la finalidad de impulsar el crecimiento y desarrollo de la acuicultura
peruana, el Gobierno aprobo en 2015, la Ley General de Acuicultura a través del Decreto
Legislativo N° 1195, cuyo objetivo es el de fomentar, desarrollar y regular la actividad
acuicola en sus diversas fases productivas, en ambientes marinos, estuarinos y
continentales del pais. De esta forma el Estado Peruano declaré también, el interés nacional
en el desarrollo de una acuicultura sostenible, lo que ha motivado que diversas instituciones
privadas y estatales estén desarrollando investigaciones en diversos aspectos de cultivo en
especies marinas y continentales emergentes, de las cuales muchas ya se encuentran en

etapa comercial (Baltazar & Palacios, 2015).

Ejemplo de estos avances se refleja en el cultivo del lenguado nativo Paralichthys adspersus,
especie bentdnica que cumple un papel preponderante en términos de abundancia y valor
comercial en los mares peruanos, y que debido a su distribucion y alto valor comercial, es
posible su produccion mediante la acuicultura (FONDEPES, 2015; Norbis & Galli, 2004; Bell
et al., 2003). P. adspersus posee una carne blanca y magra, por lo que es muy apreciado, y
entre los peces marinos es uno de los que tiene mayor valor, pudiendo comercializarse hasta
en 120.00 soles el Kg de filete (Estratex, 2015), siendo similar al "hirame" P. olivaceus, que
en el mercado de Tokio esté valorado entre 20.00 y 25.00 délares el kg en estado fresco y
hasta 60.00 ddlares el kg, si se trata de un pez vivo (PRODUCE, 2007).

Con relacion a su nivel de produccion, el reporte del Ministerio de la Produccion refleja un
aumento de 1.02 toneladas en 2012, a 4.41 toneladas en 2015 (PRODUCE, 2015a), siendo
Ancash el Unico departamento en Perl que posee cifras de produccién acuicola de lenguado.
A pesar de que estos valores aun son bajos en comparacion con cifras de produccion de
otras especies acuicolas, evidencian el crecimiento que ha tenido su cultivo en los Ultimos
afios, dado que en fechas anteriores a 2012 no se reportan datos de produccién de la
especie. Estos resultados y los niveles de produccion de la acuicultura en el Per(i y a nivel

mundial, reflejan el crecimiento acelerado de este sector.

No obstante, paralelo al desarrollo de la acuicultura, debe considerarse un monitoreo
constante de la estructura del pedigri, que en poblaciones cautivas se ve afectada por
diversos factores, como el nimero de reproductores que contribuyen a la generacion
siguiente, el cociente de sexo de los padres y a las variaciones en el tamafio de la familia;
factores que podrian evaluarse con precisién a través del examen de la estructura de pedigri
en la poblacién de interés (Sekino et al., 2003). Ademas, con un manejo genético intensivo
en la suplementacion y conservacion dentro de los centros de cultivo, muchos de los cambios

genéticos negativos, debido a la introduccién de peces de cultivo en el medio natural, podrian



ser mitigados. En consecuencia, un plan de manejo genético basado en el pedigri, y
disefiado para maximizar la diversidad genética y limitar la endogamia, puede ser capaz de

conservar la diversidad genética fundadora de la poblacién cautiva (Fisch et al., 2013).

En tal sentido, los estudios de variabilidad genética son esenciales, dado que la pérdida de
variabilidad en poblaciones cultivadas trae consigo el fenédmeno conocido como depresién
consanguinea. La depresion consanguinea esta definida como la reduccién de la eficacia
bioldgica que ocurre en la descendencia de apareamientos consanguineos, como
consecuencia del aumento de la proporcion de homocigotos para aquellos genes que
presentan dominancia direccional con respecto a atributos comerciales (crecimiento rapido,
mejor peso, talla, etc.) (Lépez & Toro, 2007). Este aumento de homocigotos puede dar lugar
a la pérdida de la capacidad de adaptacion de la poblacién y de su riqueza potencial para la
obtencion de una mejor explotacion de los recursos. De este modo, los estudios de
variabilidad genética se constituyen en la materia prima para poder explicar y predecir como
las diversas poblaciones de una especie se adaptan a los cambios de su medio ambiente
(Aranguren & Jordana, 2001).

Con el fin de aplicar este concepto en la poblacién de cultivo de Paralichthys adspersus, un
pedigri basado en marcadores microsatélites puede proveer el camino mas eficiente para
alcanzar este propésito. Los microsatélites son los marcadores de ADN mas utilizados en
genética acuicola (FAO, 2010a), debido a que son sensibles indicadores de la homocigosis
resultante de cruzamientos endogamicos y, de esta forma, aplicables a la distincion de
pequefas diferenciaciones poblacionales (Povh et al., 2008). Sin embargo, debido a que son
necesarios extensos trabajos moleculares preliminares para desarrollar los PCR-primers
para loci individuales (para cada poblacion particular estudiada), actualmente no existen
marcadores microsatélites especificos para el lenguado nativo de Pert P. adspersus, una
circunstancia que obstaculiza su aplicacion. A pesar de este primer obstaculo, estas regiones
a menudo son altamente variables y consecuentemente Utiles para medir el polimorfismo
entre especies o variedades muy relacionadas. Esta caracteristica permite que puedan
utilizarse marcadores microsatélites desarrollados para especies del género Paralichthys, en

la especie P. adspersus.

La informacion generada con los marcadores microsatélites permitira disefiar mejores formas
de conservar la variabilidad genética y la propia biodiversidad (Pérez, 2000), de vital
importancia para la interpretacion, entendimiento y manejo de las poblaciones de peces
(Leuzzi et al., 2004). Ademas, permitira la comprension de como la diversidad se distribuye
entre las poblaciones (Leuzzi et al., 2004), informacién necesaria para la seleccion del stock
reproductor, que forma parte de la poblacion base, y establecer sitios posibles para la
reposicion del mismo; una manera de hacer que el cultivo sea sustentable y rentable en el

tiempo.



En Ultimo término, la identificacién de marcadores microsatélites, y el conocimiento de los
procesos implicados en la estructuracién genética de las poblaciones, especialmente a
pequefa escala, seran por consiguiente, imprescindibles para comprender la distribucién de
la variabilidad genética entre individuos y poblaciones, proporcionando pautas de manejo

gue favorezcan la conservacion de la diversidad (De Lucas, 2009).



2. MARCO TEORICO

2.1.Paralichthys adspersus (lenguado)

Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867) es una de las principales especies que
sustentan la pesqueria artesanal en el Peri (FONDEPES, 2015). Pertenece al orden
Pleuronectiformes, que incluye un grupo valioso de peces comestibles conocidos como
“platija” y “lenguado” (Figura 1), y son considerados como uno de los grupos de peces
marinos comerciales mas importantes de aguas templadas y frias de todo el mundo
(Bardach et al., 1990; Coll, 1983).

Para la costa de Peru, Chirichigno (1974) reporta 42 especies de peces planos, de las
cuales 3 pertenecen al género Paralichthys: P. adspersus P. woolmani y P. microps,
destacando de entre ellas P. adspersus, debido a que es la Unica especie de peces

planos que actualmente se cultiva en Per(.

Paralichthys adspersus es un pez de crecimiento moderado, benténico, capaz de
mimetizarse con el fondo, y soportar tenores bajos de flujo de agua y oxigeno
(PRODUCE, 2007). Maduran sexualmente a partir de los tres afios de edad, a una
longitud aproximada de 24 cm de longitud total (220 g) (ZGdiga, 1988), tamafio que de
acuerdo a observaciones en cultivo, se alcanzaria a los 21 meses de edad (Silva & Oliva,
2010; Angeles & Mendo, 2005).

Aleta dorsal, anal y caudal a.
Linea lateral con un arco

con manchas

= =
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Figura 1. Caracteristicas externas de Paralichthys adspersus. a. Linea lateral con un arco bien
marcado en su region anterior. b. Espacio entre los ojos muy angosto, los bordes juntos con una
fuerte espina retrorsa (dirigida hacia atrés). c. Boca grande en relacién a la distancia a sus 0jos.
Figuras a, b, c tomadas de Chirichigno (1974).



2.1.1. Distribuciény habitat

Su distribucién abarca desde Paita (Per() hasta Lota e Islas Juan Fernandez
(Chile) (Acufia & Cid, 1995; Chirichigno, 1974), aunque Silva & Oliva (2010) lo
distribuyen desde la localidad de Paita (norte de Pert) hasta el golfo de Arauco

(Chile), incluyendo el archipiélago de Juan Fernandez.

Su habitat comun corresponde a golfos y bahias someras con fondos blandos
arenosos, al igual que el habitat de otras especies de lenguados como P. dentatus
y P. californicus, buscando proteccién frente a la depredacion, temperaturas mas
adecuadas y abundancia de alimento (Packer et al., 1999).

2.1.2. Comportamiento y ecologia

Paralichthys adspersus tiene habitos gregarios-sedentarios, y puede encontrarse
en una variedad de hébitats, gracias a que los adultos pueden camuflarse a través
de cambios en la pigmentacion y reflejar cualquier tipo de sustrato (Packer et al.,
1999; Powell & Schwartz, 1977). Los juveniles habitan normalmente en aguas
costeras poco profundas, sobre fondos suaves en la plataforma continental
(Guartatanga, 1997), mientras que los adultos permanecen en el fondo oceanico,
entre 30 y 100 m de profundidad, en donde las temperaturas oscilan entre los 14°C
y 20°C (Grosslein & Azarovitz, 1982).

Con relacion a su alimentacion, el lenguado es un cazador innato, enterrdndose
para capturar peces y crustaceos (PRODUCE, 2007). Las diferencias en sus
dietas dependen de los habitats o lugares, y a la disponibilidad de presas;
encontrandose en su dieta la anchoveta, merluza, pejerrey, cangrejos de roca,
calamares, camarones, pequefios hivalvos, gasterépodos, pequefios crustaceos y
gusanos marinos (Curran & Abel, 1998; Langton & Bowman, 1981).

2.1.3. Situacién del cultivo de lenguado

Actualmente, el cultivo de lenguado es una realidad en varias regiones del mundo,
especialmente en Europa y en Asia, en donde el turbot (Psetta maxima) y el hirame

(Paralichthys olivaceus) son las especies de mayor produccién (FAO, 2009).

Debido a su importancia econdmica, se desarrollaron una serie de estudios, tanto
en Chile como en Peru, para impulsar y mejorar el cultivo de lenguado, entre los que
se pueden mencionar, entre otros, el trabajo realizado por Samamé & Castafieda

(1999) sobre la biologia y pesqueria del lenguado P. adspersus, con especial



referencia al area norte del litoral peruano, Departamento de Lambayeque; el de
Zelada et al. (2002) sobre aspectos de su biologia reproductiva; el de Angeles &
Mendo (2005) sobre crecimiento, fecundidad y diferenciacion sexual, y el de Silva &

Oliva (2010) sobre aspectos bioldgicos y de cultivo.

La disminucién en las capturas también incentivaron a algunos investigadores y
empresas privadas a realizar investigaciones sobre la factibilidad de su cultivo; los
resultados han demostrado que esta especie se adapta facilmente al cautiverioy a
las condiciones abiéticas del medio (Chinchayan et al., 1997). Chile se incorporé a
este proceso, adaptando tecnologia para el cultivo del turbot (Psetta maximus) y el
hirame (P. olivaceus), desarrollando también investigaciones tecnoldgicas para el
cultivo de P. microps y P. adspersus, contando actualmente con tecnologia para
realizar su cultivo a nivel piloto, como paso previo para iniciar su cultivo comercial
(Silva & Oliva, 2010).

En Perq, el cultivo de peces planos fue iniciado por FONDEPES en 1997 en el
Centro de Acuicultura Morro Sama en Tacna, con la introduccion de Turbot
Scophthalmus maximus, posteriormente se llevd a cabo el proyecto experimental
con el lenguado nativo Paralichthys adspersus para lograr la tecnologia de su cultivo
en la zona sur del pais, y en la Ultima década ha desarrollo estrategias para su
tecnologia integral, cubriendo aspectos como: manejo de reproductores, desove,
cultivo larvario, alevines, cultivo de juveniles y engorde (FONDEPES, 2015). De la
misma manera, en el Departamento de Ancash se ubica actualmente la empresa
Pacific Deep Frozen S.A., la cual realiza el cultivo del lenguado P. adspersus desde
el 2009, convirtiéndose en la primera y Unica empresa que desarrolla el cultivo de
lenguado con fines de exportacion, desarrollado investigaciones orientadas al
mejoramiento de la calidad y cantidad de desoves, ensayo de sustitucion de la

harina de pescado y el estudio de algunas enfermedades (RNIA, 2012).

En relacién a estudios genéticos realizados, solo Brasil presenté al 2012, en el
Taller Regional de Tecnologia y Escalamiento Productivo del Cultivo de Peces
Planos en América Latina, los avances en investigacion en su lenguado nativo P.
orbignyanus, en los cuales priorizan la necesidad de su mejoramiento genético
(RNIA, 2012). No obstante, Chile ha realizado diversas investigaciones moleculares
utilizando como modelo de estudio a P. adspersus, destacando el trabajo de
Fuentes et al. (2008) quienes evaluaron el patron de dinamica de expresion del
receptor de la hormona de crecimiento; el de Delgado et al. (2008) quienes
evaluaron el patron temporal y espacial de la expresion del gen de la miostatina; el
de Escobar et al. (2011) sobre el rol del factor de crecimiento insulinico tipo I; y por

ultimo, el de Valenzuela et al. (2015) quienes evaluaron las moléculas involucradas



en la respuesta al estrés, incluyendo los receptores de glucocorticoides, FOXO1 y
3, vy los genes target para estos. Estas investigaciones fueron realizadas con el
objetivo de generar investigacion basica, y poder aplicarla en los estudios de

mejoramiento genético.

2.2.Diversidad genética

La diversidad genética o polimorfismo de una especie, es la base del cambio evolutivo,
vital para la adaptacion de las poblaciones a condiciones ambientales cambiantes, y
corresponde a las diferencias entre los distintos individuos de una especie dada (Ellegren
& Galtier, 2016; Loo, 2011, Fleuriet et al., 1988; Su et al., 1996).

Desde un punto de vista teorico, las nuevas variaciones surgen en el seno de las
poblaciones, a partir de mutaciones espontdneas de un gen, o por inmigracion de
individuos desde poblaciones genéticamente distintas (Ellegren & Galtier, 2016; FAO,
1980). La diversidad genética es considerada ademas, como el reflejo del equilibrio entre
la aparicion y desaparicion de variantes génicas, debido a procesos como: mutaciones,
la historia de vida de los organismos, el tamafio efectivo de la poblacidn, el sistema de
reproduccién, demografia, y debido a la seleccién natural [Figura 2] (Ellegren & Galtier,
2016).

De entre estos procesos, la seleccién natural est4d basada en la disponibilidad de la
variacion génica vinculada con los caracteres relacionados al éxito reproductivo (Graur
& Li, 2000), y es el proceso mediante el cual pueden aumentar las frecuencias de los
alelos que mejoran la supervivencia y reproduccion; haciendo que una poblacion,
progresivamente, sea mas capaz de sobrevivir y reproducirse en el medio ambiente
(Hartl & Clark, 2007; Graur & Li, 2000). La seleccion natural junto a los procesos de
deriva genética, mutacidon y migracién, hacen que las frecuencias génicas de una

poblacion, en la naturaleza, permanezcan relativamente estables (Nei, 1975).

No obstante, como se mencioné anteriormente, el nivel de variacién genética dentro de
una poblacion es dinamico: refleja un equilibrio cambiante entre procesos aleatorios y no
aleatorios, que en Ultimo término podrian eliminar la variacién; y en algunos casos, la
reduccion de la variacién podria ocurrir a niveles tan bajos, que no podria ser
reconstituido sobre escalas de tiempo ecoldgicas (Kliman et al., 2008). En este contexto,
el principal proceso que conduce a una pérdida de variacion en la naturaleza es la deriva
genética, considerada como el cambio aleatorio en las frecuencias alélicas que es
causado por un error de apareamiento en la produccion de una nueva generacion (Fred
et al., 1980), y es la razén por la que es importante conocer el proceso de pérdida de
variacion en poblaciones pequefias, ya que la deriva genética es mas pronunciada en

esas poblaciones (Kliman et al., 2008). Por ejemplo, si un individuo con una nueva
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mutacion no se reproduce, el nuevo alelo se perderda inmediatamente, incluso, si el
individuo con la mutacion produce dos generaciones, hay una posibilidad del 25%
(basado en la segregacion mendeliana) de que la nueva mutacién se pierda (Allendorf,
2013).
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Figura 2. Resumen de los determinantes de la aparicién y desaparicion de variantes génicas. El
tamafio efectivo de la poblacion, tasa de mutacion y seleccion, son los principales factores que
afectan a la diversidad genética. Estos factores a su vez, estan gobernados por otros parametros
que determinan un aumento o pérdida de diversidad. Figura tomada de Ellegren & Galtier (2016).
Se indica la direccién de la correlacion con los simbolos + / —. Selfing = autofecundacion.

Referente a los organismos sometidos a seleccion y cultivo, se han realizado una serie
de estudios para comparar los niveles de variabilidad genética entre poblaciones
silvestres y de cultivo, comprobandose que la reproduccién de un gran numero de peces,
en un centro de cultivo, no garantiza que su descendencia posea una alta variabilidad
(Povh et al., 2008). La disminucién de la variabilidad genética se debe a que el método
utilizado en la formacién de nuevos lotes es la seleccion de individuos con las
caracteristicas mas favorables, lo que puede dar lugar al fendmeno denominado cuello
de botella, si la seleccién implica la eleccion de un namero reducido de reproductores vy,
ademas, estrechamente emparentados (Aho et al.,, 2006). Un cuello de botella
poblacional produce una disminucién de la reserva genética de la poblacién, debido a
que se pierden muchos de los alelos o variantes génicas que estaban presentes en la
poblacién original; y como consecuencia, la poblacién restante termina con un nivel muy
bajo de diversidad genética.

Asimismo, otra de las principales causas de pérdida de variabilidad genética es el
fendbmeno conocido como depresion consanguinea, definida como la reduccién de los
valores promedios de los caracteres ligados a la aptitud reproductiva o eficacia bioldgica,

gue ocurre en la descendencia de apareamientos consanguineos, como consecuencia



del aumento de la proporcién de homocigotos, para aquellos genes que presentan
dominancia direccional con respecto a atributos comerciales como mejor peso, talla, etc.
(Lépez & Toro, 2007; Infante & Manchado, 2007).

Segun Charlesworth & Willis (2009), existen dos formas genéticamente distintas en que
la calidad de homocigoto puede disminuir la aptitud de los organismos: un aumento en
la homocigosis para mutaciones perjudiciales parcialmente recesivas, y para alelos en
loci con ventaja de heterocigosidad (sobredominancia). En el caso de un incremento en
la frecuencia de homocigotos dominantes, este tendria un escaso efecto sobre la media
del caracter, debido a que su valor genotipico difiere poco o nada del de los
heterocigotos; sin embargo, un aumento en la frecuencia de homocigotos recesivos,
debido a sus efectos deletéreos, traeria una considerable diferencia en el valor
genotipico (Infante & Manchado, 2007).

Como resultado de estos procesos, la variabilidad genética dentro de la poblacién en un
centro de cultivo se caracteriza por reducciones sustanciales de su diversidad alélica en
términos del numero de alelos por locus (Pifiero et al.,, 2008). Actualmente, la
participacion de pocos reproductores puede explicar la pérdida de variabilidad génetica
de hasta un 50% en una generacién, no solamente en relacién a los alelos raros, sino
también de los alelos mas frecuentes (Porta et al., 2006). Este comportamiento
reproductivo, agregado a otros factores, como una alta fecundidad, presién en la
seleccion diferencial entre familias, efectos del manejo, y seleccién por parte de los
cultivadores, puede presentar un conjunto de circunstancias responsables de la drastica
reduccion de la variabilidad genética de los grupos F1 (de la primera generacion)
(Porta et al., 2006).

Debido a que los procesos antes mencionados ocurren de manera dinamica y continua,
organismos internacionales como la FAO priorizan la necesidad de mantener la
diversidad genética en la gestion de los recursos genéticos en la acuicultura, para evitar
procesos que disminuyan la variabilidad genética, y asi poder mantener la integridad
genética de los stocks y reducir la transferencia entre stocks diferenciados
genéticamente (Welcomme & Barg, 2005). En tal sentido, la evaluacion de los recursos
genéticos debe ser el soporte esencial para la acuicultura, cuyo desarrollo debe de ir en
paralelo con la preservacion de los recursos genéticos naturales, dado que la mayoria
de reproductores en los hatcheries proceden de capturas del medio natural (Martinez &
Huerta, 2007; Infante & Manchado, 2007; Martinez, 2005).

Es asi como el desarrollo de estudios genéticos en poblaciones naturales y de cultivo, y

en la acuicultura en general, llevan a proponer el desarrollo de una acuicultura sostenible,

la cual se da siempre que la seleccién en el programa de cria se inicie con una poblacion
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gue posea una amplia diversidad genética (Ponzoni et al., 2009). Asimismo, se

constituyen en la materia prima para poder explicar y predecir como las diversas

poblaciones de una especie se adaptan a los cambios en su medio ambiente (Aranguren

& Jordana, 2001). Finalmente, la pérdida de variacion genética, por cualquier causa

(seleccién prolongada, endogamia, etc.) dara lugar a la pérdida de la capacidad de

adaptacién de la poblacion, y de su riqueza potencial para la obtencion de una mejor

explotacion de los recursos a través de la seleccién artificial.

2.3.Medicién de la variabilidad genética

2.3.1.

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares permiten estudiar y entender a la naturaleza desde
diferentes perspectivas, proporcionando informacién sobre la variacién alélica en
un locus dado (Cornejo et al., 2014; Schlétterer, 2000). Durante varias décadas,
los marcadores moleculares mas utilizados en la ecologia fueron las isoenzimas;
sin embargo, en la actualidad se han desarrollado diversas técnicas basadas en
ADN. Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacion fisica
conocida en un cromosoma (locus) (NIH, 2010) relacionado normalmente con
sitios de heterocigosidad para algun tipo de variaciéon no asociada a una variacion
fenotipica medible (Griffiths et al., 2000).

Los marcadores de ADN, son Utiles tanto en la investigacion basica (analisis
filogenético y busqueda de genes utiles) como aplicada (seleccion asistida por
marcador, pruebas de paternidad y trazabilidad de los alimentos) (FAO, 2010;
Martinez & Huerta, 2007), sosteniendo la identificacién de genes involucrados con
rasgos adaptativos, polimorfismos que causan variacion genética funcional, asi
como los estudios de patrones de herencia, fendmenos de seleccién evolutiva,
vinculos entre alelos, y asociaciones entre alelo-fenotipo (Hayward et al., 2015;
FAO, 2007). Ademas, han permitido determinar el origen poblacional de individuos
migrantes, estudiar sistemas de apareamiento, cuantificar la escala de
interacciones interespecificas, y obtener informacién esencial para analizar
patrones y procesos ecoldgico-evolutivos, a escalas espaciales y temporales
(Cornejo et al., 2014; Robledo & Gonzales, 2009; Selkoe & Toonen, 2006).

En las Ultimas décadas, ha habido un notorio aumento en los marcadores
genéticos disponibles para estudiar la diversidad genética, entre ellos se
encuentran: los polimorfismos de ADN mitocondrial (mtADN), polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), ADN polimorfico amplificado al

azar (RAPD), polimorfismo de la longitud de los fragmentos de amplificacién
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2.3.2.

(AFLP), marcadores de repeticion variable de secuencia (VNTR, principalmente
microsatélites MS), y polimorfismo de un solo nucledtido (SNPs) (Becerra &
Paredes, 2000). De ellos, son los marcadores microsatélites, los marcadores mas

utilizados en genética acuicola (FAO, 2010a).

Marcadores microsatélites

Los microsatélites son repeticiones en tandem de secuencias simples de ADN con
motivos de repeticién de 1 a 6 pares de bases (Wang et al., 1994), encontrandose
tanto en las regiones codificantes como no codificantes del genoma (Zane et al.,
2002). Los microsatélites fueron clasificados inicialmente como ADN basura, y
como marcadores de ADN neutrales; sin embargo, han sido encontrados y
caracterizados dentro de genes involucrados en mecanismos como protedlisis
mediada por ubiquitina, degradacion del ARN, espliceosoma, y biosintesis de
terpenoides en la columna vertebral; proveyendo nuevas mudltiples lineas de

evidencia para su funcién y evolucion (Liu et al., 2016).

Los andlisis con microsatélite emergieron gracias a su gran sensibilidad para
detectar variaciones genéticas dentro y entre poblaciones, debido a su alto
polimorfismo, codominancia, y a que estan ampliamente distribuidos a través de
los genomas; considerandose como los marcadores mas eficientes para revelar
altos niveles de variacién alélica, y frecuentemente, detectar diferencias entre
poblaciones cercanamente relacionadas (Castillo et al., 2014; Kartavtsev & Lee,
2006; Sakamoto et al., 2000).

2.3.2.1. Clasificacién de los microsatélites

Los microsatélites se clasifican segun el nimero de repeticiones, por su
localizacién en el genoma y segun el tipo de unidades de repeticion (Figura
3).

En la primera clasificacion los microsatélites son definidos por el nimero de
nucledtidos por unidad de repeticion; asi, los microsatélites han sido

clasificados como mono-, di-, tri-, tetra., penta- o hexanucleétidos.

En la segunda clasificacion, debido a que los microsatélites también se
encuentran distribuidos en el ADN de las mitocondrias y cloroplastos, se
clasifican como microsatélites nucleares (nuSSR), mitocondriales (MtSSR) o

cloroplasticos (cpSSR) (Teneva et al., 2014).
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Por dltimo, la tercera clasificacion es segun el motivo de repeticién que
poseen. Segun este criterio, los microsatélites se clasifican como perfecto,

imperfecto, interrumpido o compuesto (Oliveira et al., 2006).

- Microsatélite perfecto: la secuencia de repeticibn no se encuentra
interrumpida  con bases que no pertenecen al motivo (ej.
TATATATATATATATA).

- Microsatélite imperfecto: dentro del motivo de repeticién existen pares de
bases que no coinciden con la secuencia motivo (ej. TATATATACTATATA).

- Microsatélite interrumpido: existen pequefias secuencias dentro de la
secuencia de repeticibn que no coincide con la secuencia motivo
(ej. TATATACGTGTATATATATA).

- Microsatélite compuesto: la secuencia motivo contiene dos secuencias
distintivas de repeticion adyacentes (ej. TATATATATAGTGTGTGTGT)

Basado en su Basado en el numero de
localizacién en el repeticiones ] Basado en la disposicion de

genoma los nucleétidos en el motivo

Mononucledtido (A)n ~ —1— de repeticién
Nuclear (nuSSR) .
Dinucledtido (CA)n ~ —1— Puro o perfecto, o simple |
Cloropldstico perfecto (CAJn
(cpSSR) Trinucledtido (CGT)n ~ —1_ ) )
Simple imperfecto (AAC)n

. . ACT(AAC)n +1
Mitocondrial Tetranucledtido (CAGA)n =1 (RAC)
(MTSSR)

Compuesto o simple

Pentanucledtido compuesto (CAIn (GA)n~ ——

(AAATT)N
H lestid Interrumpido o imperfecto, o
exglr]#rc;:} o —_— compuesto imperfecto (CCAJn —_|
{ In TT(CGAIN + 1

Figura 3. Clasificacion de microsatélites segun el motivo de repeticion que poseen.
Elaboracién propia.

2.3.2.2. Polimorfismo de los microsatélites

El polimorfismo de los microsatélites estd fundamentado en las diferencias de
tamafio que presentan, debido a la variacion en el nUmero de repeticiones en
un locus dado. Se ha demostrado que el origen de estas variaciones se debe
a dos mecanismos principales: una elevada tasa de mutacién en las regiones
microsatélites, y debido al deslizamiento de una de las hebras de ADN

durante el proceso de replicacion (Ellegren, 2000; Akagi et al., 1998).

En el primer mecanismo, en comparacidn con las secuencias Unicas de ADN
eucarionte que mutan a una velocidad de aproximadamente 10-° nucleétidos

por generacion, la tasa de mutacion en los microsatélites es de varios 6rdenes
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superior, citados en el rango de 10° a 10* nucleétidos por locus, por

generacion (Ellegren, 2000).

Sin embargo, el mecanismo debido al deslizamiento de una de las hebras de
ADN durante el proceso de replicacion (replication slippage, Figura 4a); es el
proceso mas aceptado que causa el polimorfismo de los marcadores
microsatélites. Este proceso es una forma de mutacién que puede conducir a
una expansion o reduccién en la secuencia de ADN, y se produce
normalmente cuando una secuencia de nucle6tidos repetitivos se encuentra
en el sitio de replicacion (Akagi et al., 1998).

El deslizamiento implica una pausa de la ADN polimerasa, durante la cual la
polimerasa se disocia del ADN. En la disociacién, sélo la porcion terminal de
la cadena recién sintetizada se separa de la hebra molde, y puede hibridarse
con otra unidad de repeticion posterior (Ellegren, 2004). Se asume que sélo
dos nucledtidos son agregados antes de que el complejo ADN/polimerasa se
vuelva inestable nuevamente, lo que permite que un segundo evento de
deslizamiento se produzca, antes de que comience una nueva reaccion de
adicién de nucleétidos, o que el nucleétido restante sea colocado después

que el complejo ADN/polimerasa se haya restablecido (Akagi et al., 1998).

El deslizamiento durante la replicacion también se produce in vitro, durante la
amplificacion de secuencias microsatélites por PCR (Figura 4b). Un rasgo
caracteristico de tales amplificaciones, es la presencia de bandas de
tartamudeo, es decir, productos menores que difieren en multiplos de la
longitud de la unidad de repeticion (Hile & Eckert, 2004). Debido al corrimiento
durante la replicacion, son posibles pequefias diferencias de tamafio entre
alelos en un locus dado, tan pequefias como dos nucledtidos en un locus

compuesto de repeticiones de dinucleétidos (Teneva et al., 2014).
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Figura 4. Deslizamiento durante la replicacion de las unidades de repeticion.
Representacién tomada de Ellegren (2004).

La Figura 4 representa el proceso de deslizamiento que sufre la hebra de ADN durante
el proceso de replicacion de secuencias repetidas. a. Después de que se ha iniciado
la replicacion del fragmento, las dos hebras pueden disociarse. Si la desalineacion
introduce un bucle en la cadena naciente, el resultado final seria un aumento en la
longitud de repeticién, en cambio si el bucle se forma en la cadena molde, conducira
a una disminucion en la longitud de la secuencia de repeticion. b. El deslizamiento
durante la replicacion también se produce durante la amplificacién in vitro de los

microsatélites, en este caso sobre todo en forma de contracciones repetidas.

2.3.2.3. Transferibilidad de los microsatélites

Una caracteristica importante de los microsatélites es su transferibilidad o
propiedad de amplificacion entre especies relacionadas (cross-species
amplification). Esta propiedad se da gracias a la naturaleza homéloga de la
secuencia de ADN en las regiones que flanquean los microsatélites (Oliveira
et al., 2006). Estas secuencias se encuentran conservadas dentro de una
especie en particular y entre especies dentro de un mismo género dada su
naturaleza ortéloga, es decir, presentan homologia entre dos especies
diferentes (Chatrou et al., 2009; Oliveira et al., 2006; Gupta & Varshney,
2000).

La transferibilidad es un factor importante, debido a que facilita el uso de los
microsatélites entre especies relacionadas, reduciendo los costos cuando se
trabaja en taxas con frecuencias microsatélites muy bajas o desde los cuales,

son muy dificiles de aislar (Oliveira et al., 2006).
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2.3.2.4. Errores en la tipificacién de microsatélites

Existen varios pasos entre el proceso de extraccion de ADN y la base
resultante de genotipos (muestreo, extraccion de ADN, amplificacion y
andlisis de los datos); y en cada punto, puede darse una variedad de errores.
En base a estas consideraciones Pompanon et al. (2005) agruparon estos
errores en cuatro categorias principales: errores relacionados con la
secuencias del ADN, secuencia de errores debido a la baja calidad o cantidad

del ADN, artefactos bioquimicos y factores humanos.

Un error relacionado con la secuencia de ADN es el generado por una
mutacion cerca del marcador, siempre que esta region esté involucrada en el
proceso de deteccién del marcador. En los estudios de microsatélites, el error
mas comun de este tipo es la ocurrencia de alelos nulos, es decir, la no
amplificacion de los alelos. La presencia de alelos nulos puede ser causada
por mutaciones en las secuencias que flaguean la region microsatélite, como
sustituciones cerca del extremo 3' terminal, inserciones, o deleciones, que
pueden causar problemas en la amplificacién del segmento de repeticion
(Pompanon et al., 2005; Dakin & Avise, 2004). En peces, Jones et al. (1998),
en un estudio sobre las bases moleculares de los alelos nulos en marcadores
microsatélites de Cyprinodon tularosa, demostraron que los alelos nulos son
el resultado de una delecion de cuatro pares de bases dentro del sitio original
de unién al primer, lo que causa que alelos previamente no detectados y de

tamafio diferente sean genotipados como Unicos.

La presencia de alelos nulos en frecuencias superiores a 0.05, pueden
resultar problematicos e inducir falsas asignaciones o estimaciones erréneas,
convirtiéndose en una de las cuestiones mas importantes a considerar en la
aplicacion de estos marcadores en andlisis de parentesco, debido a que son
los sitios de union a los primers; haciendo que algunos heterocigotos sean

genotipados como homocigotos (Espinoza et al., 2007; Selkoe et al., 2006).

AuUn pese a ello, la presencia de alelos nulos puede obtenerse de forma
simple a partir del analisis de las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg
(HW) producidas por defecto de heterocigotos, utilizando diversos programas
disponibles en la red (Marshall et al., 1998; Brookfield, 1996). Aunque de
forma mas precisa y fiable, los alelos nulos se estiman a partir de analisis de
genealogias, detectandose su presencia por la aparicion de
incompatibilidades homocigoto-homocigoto (Castro et al., 2004; Marshall et
al., 1998).
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Algunos aspectos técnicos que también pueden inducir a error en el
genotipado de microsatélites, es en particular, el denominado dropout
(amplificacion de unicamente uno de los dos alelos presentes en un locus
heterocigoto), producido por la amplificacion diferencial durante la PCR de los
alelos mas largos en heterocigotos con gran distancia interalélica (Martinez,
2005).

Por (ltimo, una insercion o delecién en las regiones que flanquean los
microsatélites puede generar homoplasia de tamafio, que conduce a la
calificacion de dos alelos diferentes como uno (Pompanon et al., 2005). La
homoplasia se define como el enmascaramiento de la aparente similitud de
fragmentos con diferencias evolutivas; es decir, fragmentos que tienen el
mismo tamafo en pares de bases pero no la misma secuencia, y para un
caracter genético, se produce cuando diferentes copias de un locus son
idénticos en el estado, pero no idénticos por descendencia (Angers et al.,
2000).

2.3.2.5. Aplicacién de los microsatélites

Los marcadores microsatélites son sensibles indicadores de la homocigosis
resultante de cruzamientos endogamicos y, de esta forma, aplicables a la
distincion de pequefias diferenciaciones poblacionales (Povh et al., 2008).
Los microsatélites han cobrado gran importancia en estudios que van desde
la caracterizacion individual y medicion de la variabilidad intraespecifica
(Henshaw, 2000), hasta la elaboracion de mapas genéticos de ligamiento y
construccion de genealogias (Mufioz et al., 2008; Becerra & Paredes, 2000;
Bowcock et al., 1994; Estoup et al., 1993), como los usados para elaborar
mapas genéticos para diferentes especies como Salmo salar (Cairney et al.,
2000; Olsen et al., 2000), Campostoma anomalum (Dimsoski et al., 2000),
Danio rerio (Kelly et al., 2000), Oncorhynchus mykiss (Rexroad et al., 2008),
Cyprinus carpio (Zheng et al., 2011), entre otros.

Respecto al género Paralichthys, diversos autores han aportado informacion
valiosa para analisis genéticos con la utilizacion de microsatélites. Los
estudios realizados hasta ahora, muestran una amplia gama de marcadores
microsatélites disponibles para este género, habiéndose caracterizado y
aislado cientos de estos marcadores, enriqueciendo principalmente las
bibliotecas gendmicas de P. olivaceus (Sekino & Hara, 2000; Sekino et al.,
2002a, b; Kim et al., 2003; Kim et al., 2009; Kang et al., 2008).
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2.3.3.

Dentro de estos estudios, entre otros, se encuentran el realizado por Chang
et al. (2005), quienes crearon una biblioteca gendémica rica en secuencias
microsatélites CA/GT para P. olivaceus con 133 loci microsatélites, el de Shao
et al. (2008a) quienes identificaron 39 nuevos microsatélites para P.
lethostigma, el de Shao et al. (2008b) quienes identificaron 12 nuevos
marcadores microsatélites para P. dentatus, el de Yu et al. (2010) quienes
realizaron un analisis bioinformatico de 11 111 ESTs (Expressed sequence
tag) identificando 751 SSR incluyendo 440 dinucledtidos, 53 tetranucledtidos,
95 pentanucledtidos y 40 hexanucleétidos, con las repeticiones CA/TG vy

GA/TC, como las mas abundantes., en P. olivaceus.

Asimismo, también se han construido mapas genéticos de ligamiento sobre
la base de 180 microsatélites y 31 etiquetas de secuencias expresadas
derivadas de marcadores-EST (Kang et al., 2008), mapas de ligamiento
genético especificos por sexo, incluyendo un total de 1375 marcadores,
dentro de ellos, 1268 microsatélites (34% de ellos polimérficos) (Castafio et
al. 2010).

Como puede observarse, aunque no existen marcadores microsatélites
especificos para la especie P. adspersus, debido a que son necesarios
extensos trabajos moleculares preliminares para desarrollar los PCR-primers
para los loci individuales [para cada poblacion particular estudiada] (Zardoya
et al., 1996), pero al ser estas regiones a menudo altamente variables, son
consecuentemente Utiles para medir el polimorfismo entre especies o
variedades muy relacionadas, debido a dos razones principales: las
repeticiones de los microsatélites por si mismos no codifican para formar
ninguna proteina y debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de

secuencias (Phillips et al., 1995).

indices utilizados en los estudios de variabilidad genética mediante el

uso de marcadores microsatélites

Los indices utilizados en los estudios de variabilidad genética comprenden, entre
otros, el test exacto de desviacion del equilibrio Hardy Weinberg, como modelo
para deducir las frecuencias genotipicas en poblaciones con apareamiento
aleatorio (Finkeldy & Hattemer, 2007); la presencia y frecuencia de alelos nulos,
la proporcion de loci polimdrficos, el namero de alelos (Ne), la riqueza alélica (A),

el nimero efectivo de alelos (Ne), el nimero de alelos exclusivos (Nex),
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frecuencias alélicas, heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada
(He). Los valores obtenidos con estos parametros son esenciales para predecir
los cambios en la composicién genética de las poblaciones y realizar

comparaciones entre ellas (Frankham et al., 2009).

2.3.3.1. Ley de Hardy-Weinberg

El principio Hardy Weinberg es el modelo mas simple en genética de
poblaciones, el cual asume que en una poblacién con apareamiento al azar
no existen factores que puedan causar cambios genéticos de generacion en
generacion (Allendorf et al., 2013). Este modelo se basa en la segregacién
mendeliana para organismos diploides que se reproducen sexualmente, y en

los principios fundamentales de la probabilidad.

Para la construccion de este modelo se hacen las siguientes asunciones
(Allendorf et al., 2013; Hartl & Clark, 2007):

- Los organismos son diploides

- Lareproduccion es sexual

- Las generaciones no se solapan

- El gen bajo consideracion tiene dos alelos

- Las frecuencias alélicas son idénticas en hembras y machos
- Lareproduccion es al azar

- El tamafio de la poblacion es muy grande (en teoria, infinita)
- La migracién es despreciable

- Las mutaciones pueden ser ignoradas, y la

- La seleccion natural no afecta los alelos bajo consideracion.

Las consecuencias importantes de este principio son: primero, que las
frecuencias genotipicas permaneceran constantes de generacién en
generacion, por lo tanto la variacién genética se mantendra en el tiempo.
Segundo, que las frecuencias genotipicas estaran en proporciones
binomiales (Hardy-Weinberg), es decir, las frecuencias genotipicas después
de una generacion de apareamiento aleatorio estaran en funcion binomial de
las frecuencias alélicas (Allendorf et al., 2013). Finalmente, otra consecuencia
importante es que, si la poblacién presenta alelos raros, la poblacién
contendr4 muchos mas heterocigotos que homocigotos para el alelo (Hartl &
Clark, 1997).
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Estas asunciones simplifican la tarea de describir las caracteristicas
genéticas de las poblaciones, permitiendo describir a una poblacién por las
frecuencias de los alelos en un locus, en lugar de describir los muchos
genotipos diferentes que podrian producirse en un locus diploide. Ademas,
permiten determinar como las frecuencias genotipicas de una poblacion
divergen de las frecuencias genotipicas en equilibrio (Allendorf et al., 2013;
Loo, 2011).

2.3.3.2. Alelos nulos

Un alelo nulo es cualquier alelo en un locus microsatélite que no amplifica
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, siendo propensos a
encontrarse en poblaciones con un gran tamafio efectivo, y con una tasa
de mutacion inusualmente alta en las regiones que flanquean el marcador
microsatélite (Chapuis & Estoup, 2007; Dakin & Avise, 2004).

Determinar la presencia de alelos nulos es importante, debido a que pueden
distorsionar los resultados de las investigaciones en genética de poblaciones.
Los alelos nulos disminuyen la heterocigosidad aparente en una muestra,
debido a que si so6lo un alelo en un organismo heterocigoto es amplificado
entonces sera genotipado erréneamente como un homocigoto, lo que
conducird a sobrestimaciones de las frecuencias alélicas, e interferird con las
medidas de diversidad genética y con las estimaciones sobre la estructura

genética en una poblacion (Kalinowski & Taper, 2006).

2.3.3.3. Proporcidn de loci polimérficos

Una poblacion es polimérfica, si dos o0 mas alelos coexisten en esa poblacion.
No obstante, si uno de los alelos tiene una frecuencia muy alta (un 95% o
mas), los alelos aparecen como uno, a menos que el tamafio de la poblacion
sea muy grande (Graur & Li. 2000); por lo que un locus es definido como
polimorfico, si la frecuencia de alelo mas comun es menor al 95% (Allendorf
et al., 2013; Graur & Li, 2000; Hartl & Clark, 1997; Nei, 1975). Ademas, la
definicién de polimorfismo de 0.95 indicada (y si los alelos estan mezclados
al azar dentro de los genotipos) indican que al menos el 9.5% de la poblacion

es heterocigota para el alelo mas comun (Hartl & Clark, 1997).
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2.3.3.4. Frecuencias alélicas

En un organismo diploide, cada célula tiene dos copias de la mayoria de los
genes, uno heredado de la madre y otro del padre; y cada copia de un gen
puede no contener exactamente la misma secuencia de ADN, si la secuencia
de ADN en un gen es diferente entre las dos copias, entonces se trata de
diferentes alelos para ese gen (Losos et al, 2014). Teniendo en
consideracion esta definicion, la unidad basica en la descripcion de la
variacién genética es la frecuencia de un alelo, la cual se define como la
abundancia relativa o rareza de un determinado alelo en un locus (Lossos et
al., 2014; Futuyma, 2005).

La importancia de este parametro radica en que la frecuencia de cualquier
alelo puede aumentar o disminuir de una generacion a la siguiente, debido a
la deriva génica; y aunque no se puede predecir la direccién del cambio, se
puede describir la magnitud esperada, es decir, cuanto menor sea la
poblacion, se espera un mayor cambio en las frecuencias alélicas (Allendorf
etal., 2013). Otra razdn de su importancia, es que el nivel de heterocigosidad
es dependiente de las frecuencias alélicas. Por ejemplo, en condiciones de
EHW, dos alelos (iguales o diferentes) pueden contribuir al azar a la
formacioén de un individuo diploide en la préxima generacion, lo cual ocurrira

con una probabilidad igual a la frecuencia de este alelo (Losos et al., 2014).

Asi, en equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) la probabilidad de que un individuo
sea homocigético para un alelo que se encuentra a una frecuencia p = 0.3
seria p? (0.3)2 = 0.09, mientras que la probabilidad de un individuo
heterocigoto para dos alelos que se encuentran en frecuencias de 0.3 y 0.6,
respectivamente, seria de 2*(0.3)*(0.6) = 0.36. Entonces, si se suman las
frecuencias esperadas de los posibles heterocigotos en una poblacion, se
obtendrd la heterocigosidad esperada (Lossos et al., 2014). La
heterocigosidad esperada incrementa con un mayor nimero de alelos, y es

mayor si las frecuencias de esos alelos son similares (Losos et al., 2014).

Finalmente, cualquier variacién de las frecuencias genotipicas en una
generacion cambiard las frecuencias de los alelos llevados por los gametos
en la reproduccion, por lo que las frecuencias genotipicas de la generaciéon
siguiente se veran alteradas (Futuyma, 2005). Tal variacién de generacién a
generacion, es el proceso central de cambio evolutivo. Sin embargo, las

frecuencias de genotipos y alelos no cambian por si mismos; algo tiene que
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hacerlas cambiar, los factores causantes de tales cambios en las frecuencias

son las causas de la evolucion (Futuyma, 2005).

2.3.3.5. Numero de alelos

El nimero de alelos se calcula determinado el nimero total de alelos (Na) en
cada locus (L), para finalmente sumar los alelos de todos los loci (Finkeldy &
Hattemer, 2007). Sin embargo, debido a que la probabilidad de observar un
alelo raro en una poblacion, depende fuertemente del tamafio de la muestra,
las comparaciones del nimero de alelos pueden llevar a falsas conclusiones
si el tamafio de las muestras difiere entre las poblaciones estudiadas. Por
esta razon, para evaluar el efecto de diferentes tamafios de muestra, se toma

en consideracion el calculo de riqueza alélica (Finkeldy & Hattemer, 2007).

2.3.3.6. Riqueza alélica

El concepto de riqueza alélica conduce a la diversidad de los alelos, la cual
depende de la existencia de alelos especificos dentro de una poblacion (Van
der Werf et al., 2009). En un locus, la riqueza alélica se define como el nimero
esperado de alelos diferentes en una muestra, si el tamafio de la muestra son
g genes (generalmente el tamafio de muestra mas pequefia) (Toro et al.,
2009). La riqueza alélica observada, sin embargo, necesita una correccion
del tamafio de la muestra, debido a que las posibilidades para descubrir un
nuevo alelo aumentan cada vez que se observa un nuevo individuo (Van der
Werf et al., 2009).

Este es un problema general en ecologia molecular, y para solucionarlo se
han propuesto diversos métodos que toman en consideracion el tamafio de
la muestra. Uno de ellos consiste en estimar la riqueza alélica utilizando la
metodologia de rarefaccion, en donde todas las poblaciones son comparadas
de acuerdo al tamafio de la poblacién méas pequefia (Freelan et al., 2011).
Mientras que una segunda metologia es la extrapolacion, en la cual se afiade
al nimero real de alelos observado en cada poblacion, el nimero de alelos
que faltan, el cual va depender del tamafio de la muestra (Van der Werf et al.,
2009).

2.3.3.7. Numero efectivo de alelos

El namero efectivo de alelos (Ne) es una medida equivalente al nimero de

alelos que se necesitarian para obtener el mismo nivel de heterocigosidad
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esperada, si todos los alelos estuvieran en la misma frecuencia. Por ejemplo
cinco alelos, cada uno a una frecuencia de 0.2, contribuira mucho més a la
heterocigosidad esperada (He = 0.8) que cinco alelos a frecuencias de 0.92,
0.02, 0.02, 0.02 y 0.02 (He = 0.152) (Frankham et al., 2009).

2.3.3.8. Numero de alelos exclusivos

El indice del numero de alelos exclusivos (Nex) hace referencia a los alelos
que se encuentran exclusivamente en una poblacién, de entre una amplia

coleccioén de poblaciones (Kalinowski, 2004).

2.3.3.9. Heterocigosidad

Cada individuo de una de especie diploide lleva dos copias de cada locus
autosomico, uno de cada uno de sus padres. Por lo tanto, el genotipo del
individuo en ese locus debe ser descrito mediante el seguimiento de los dos
alelos que lleva. Si hay s6lo dos alelos en la poblacién, hay tres genotipos
posibles: dos organismos que llevan dos copias de un determinado alelo, y
organismos con dos alelos diferente. Si ambas copias del mismo alelo estan
en un locus, entonces decimos que el individuo es homocigoto en ese locus;
por el contrario, si las dos copias son diferentes, entonces el individuo es

heterocigoto (Losos et al., 2014).

2.3.3.9.1. Heterocigosidad esperada

El parametro de heterocigosidad esperada (He), denominada también
como sinénimo de diversidad génica, representa la frecuencia de
heterocigotos que se esperaria si una poblacion se encuentra en
equilibrio génico (Allendorf et al., 2013; Finkeldy & Hattemer, 2007).
Los Unicos datos requeridos para el calculo de heterocigosidad
esperada son las frecuencias alélicas dentro de una poblacion, en
donde el calculo de He se basara en mdltiples loci, en cuyo caso la He
sera calculada para cada locus y luego promediada sobre todos los
loci, para presentar una sola estimacion para cada poblacién (Freelan,
2005).

2.3.3.9.2. Heterocigosidad observada

La heterocigosidad observada (Ho) estima la probabilidad, en

organismos con cruzamiento al azar, de que dos alelos sean diferentes
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2.3.4.

(Frankham et al., 2009). Para una poblacién, la heterocigosidad
observada es el nUmero de heterocigotos en un locus, dividido entre el

namero total de individuos muestreados (Frankham et al., 2009).

Relacién genética entre individuos

Las medidas de parentesco juegan un rol importante en la conservacién de
variabilidad genética en los programas de cria y reproduccion, donde se realizan
esfuerzos sustanciales para asegurar que los cruzamientos entre hermanos se
minimiceny, asi, reducir la pérdida de diversidad genética (Lynch & Ritland, 1999).
En este contexto, el uso de marcadores moleculares ha permitido realizar
inferencias sobre el grado relativo de relacion genética entre individuos (Avise,
1994). Por ejemplo, han permitido determinar el grado de relacion genética de
padres potenciales que derivan del medio silvestre, o de descendientes con

relaciones genéticas desconocidas (Lynch & Ritland, 1999; Avise, 1994).

Los estudios de relacion genética estan expresados en la probabilidad de que
conjuntos de genes sean idénticos por descendencia. Por ejemplo, hay una
probabilidad de uno en cuatro, de que un individuo reciba copias idénticas de un
gen de sus padres, si los padres eran hermanos (Weir et al., 2006). Es asi, como
estas probabilidades, que derivan a partir de genotipos observados, pueden
utilizarse para hacer inferencias estadisticas sobre el grado de parentesco (Weir
et al., 2006).

2.3.4.1. Estimacion de larelacidon genética entre dos individuos

Para realizar los andlisis de paternidad se deben considerar dos aspectos
principales: el tipo de marcador molecular que se va a utilizar y la forma en
que se va a analizar mediante un modelo o una técnica computacional. Para
que un marcador molecular sea efectivo es necesario considerar lo
siguiente: (i) que los marcadores utilizados no estén ligados; (i) que cada
marcador sea especifico para un solo locus, de preferencia uno que este
caracterizado en el cromosoma,; (iii) que el marcador detecte un nimero
grande de alelos de manera constante y (iv) que pueda crear patrones de
bandeo en geles que sean facilmente interpretables (Eguiarte et al., 2007).
Teniendo en cuenta estas consideraciones, los marcadores microsatélites
son los marcadores genéticos mas adecuados y sensibles, y son a través
de los cuales, puede calcularse en coeficiente de relacion para la estimacion

del grado de parentesco entre diferentes organismos.
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2.35.

- Coeficiente de relacién

Las relaciones genéticas, en su sentido mas general, involucran la identidad
por descendencia de alelos homologos entre individuos (relaciones
genéticas) (Ritland, 1996). La medida fundamental de la realacién entre dos
individuos x y y se denomina coeficiente de relacidon. Esta probabilidad
denotada como r, es la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de

cada individuo sean idénticos por descendencia (Ritland, 1996).

La definicion tradicional de r para parejas de individuos diploides es r, =
20,,, donde el coeficiente de coancestria 6., es la probabilidad de que para
un locus autosémico, un alelo tomado al azar desde un individuo x sea
idéntico por descendencia al alelo tomado al azar desde un individuo y. Para
gemelos monocigéticos (clones) el valor de ry, es 1; para relaciones padre-
hijo y relaciones entre hermanos completos 7., = 0.5; y para relaciones de
segundo y tercer orden r, = 0.25 y 0.125, respectivamente (Lynch & Ritland,
1999; Ritland, 1996).

Diferenciacion genética entre poblaciones

La diferenciacién genética hace referencia a las diferencias en las frecuencias
alélicas que surgen entre las subpoblaciones, debido a la seleccion natural que
puede favorecer diferentes genotipos en subpoblaciones diferentes; a procesos
aleatorios en la transmision de alelos de una generacion a la siguiente; o debido a
las diferencias de oportunidad en las frecuencias alélicas entre los fundadores
iniciales de la subpoblacion (Hartl & Clark, 2007).

En una poblacion, el nivel de diferenciacion genética puede obtenerse a través del
célculo del indice de fijacién, herramienta que de manera independiente fue
propuesta por Wright y Malécot en la década de 1940 y 1950, respectivamente.
Este estadistico es una herramienta que utiliza las frecuencias alélicas obtenidas
de diferentes localidades geograficas para estudiar el flujo génico o para
cuantificar la subdivision de la poblacion, ya que muestra una relacion no lineal
entre la cantidad de flujo génico y el grado de diferenciacion genética entre las
subpoblaciones (Eguiarte et al., 2007).

En 1931 y 1951 Wright mostré que la cantidad de diferenciacion genética entre
poblaciones tiene una relacién predecible a las tasas de importantes procesos
evolutivos, como migracién, mutaciéon y deriva genética. Por ejemplo, grandes

poblaciones entre las que hay una elevada migracion tienden a tener poca
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diferenciacion, mientras que pequefas poblaciones con poca migracion, tienden a

estar altamente diferenciadas (Holsinger & Weir; 2009).

2.3.5.1. Coeficiente de diferenciacidon genética

El indice de fijacion se encuentra entre los estadisticos descriptivos mas
ampliamente utilizados en la genética de poblaciones y genética evolutiva,
debido a que es uno de los indices mas exactos para calcular la tasa de
diferenciacion genética. El indice de fijacion (Fst) permite una comparacion
objetiva de los efectos generales de la estructura genética de la poblacion,
sin entrar en detalles de frecuencias alélicas, o niveles de heterocigosidad
observada (Hartl & Clark, 2007); ademas, es la medida mas inclusiva de
subdivisién en una poblacion, debido a que se obtiene a partir del promedio
de la heterocigosidad esperada de las subpoblaciones, en comparacion con

heterocigosidad esperada para el total de la poblacién (Hamilton, 2009).

Los valores del coeficiente de diferenciacion genética varian entre cero y uno.
Un valor de cero indica que la poblacién se encuentra en equilibrio (no existe
subdivisién), ddndose apareamientos aleatorios sin divergencia genética en
la metapoblacién; mientras que un valor de uno, indica aislamiento completo,
una subdivisién extrema de la metapoblacién (Sans, 2004). En la practica,
valores por debajo de 0.15 representan una escasa diferenciacion genética,
valores entre 0.15 y 0.25 indican que las poblaciones se encuentran
considerablemente diferenciadas, mientras que valores superiores a 0.25

indican poblaciones fuertemente diferenciadas (Sosa et al., 2002).

2.3.5.2. Coeficiente de endogamia

El coeficiente de endogamia (Fis) se define como la probabilidad de que dos
alelos en un locus, en un individuo endogamico, sean idénticos por
descendencia (Hartl & Clark, 2007). Su valor es obtenido comparando el
promedio de la heterocigosidad observada en cada subpoblacién, con el
promedio de la heterocigosidad esperada para todas las subpoblaciones
(Hamilton, 2009); donde un valor menor a cero indica un exceso de
heterocigotos, mientras que un valor mayor a cero indica una reduccion en la
heterocigosidad como consecuencia de apareamientos no aleatorios o

incidencia de alelos nulos (Barbosa et al., 2014; Barahona, 2014).
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2.3.5.3. Coeficiente general de consanguinidad (F)

El coeficiente de consanguinidad compara el promedio de la heterocigosidad
observada de las subpoblaciones, con la heterocigosidad esperada para el
total de la poblacion (Hamilton, 2009). Este parametro corresponde al Fir de
Wright, y es un indicador de si dos alelos de un mismo locus, en un individuo,
son idénticos por descendencia, respecto a la metapoblacion (Sans, 2004).
Al igual que Fis, un valor mayor a cero indica una desviacién de las
frecuencias génicas esperadas, debido a la combinacién de apareamiento no
aleatorio dentro de las subpoblaciones, y a la divergencia de las frecuencias

alélicas entre las subpoblaciones (Hamilton, 2009).

2.3.5.4. Relacion entre los F-estadisticos

El valor del indice de fijacién Fst entrega medidas de autocigosidad en una
subpoblacion finita, resultantes de la deriva genética al azar; el valor del
coeficiente de endogamia Fis entrega medidas de autocigosidad resultantes
de endogamia; y el valor del coeficiente general de consanguinidad Fir es la
probabilidad de autocigosidad tomando en cuenta ambos procesos (Hartl &
Clark, 2007). Si se conocen los valores de Fisy Fsr, entonces se puede
obtener el valor para Fir (Nei, 1977).

Finalmente, en base a todo lo expuesto, se plantea el siguiente problema de investigacién

¢Existen diferencias en la variabilidad genética entre poblaciones silvestres y de cultivo de
Paralichthys adspersus “lenguado” de Huarmey, Perd, en base a marcadores microsatélites?
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo general

- ldentificar marcadores microsatélites y comparar la variabilidad genética entre
poblaciones silvestres y de cultivo de Paralichthys adspersus “lenguado” de

Huarmey, Ancash, Perq.

3.2.0bjetivos especificos

- ldentificar marcadores microsatélites para las poblaciones silvestres y de
cultivo de P. adspersus, a partir de secuencias ya establecidas para el género
Paralichthys.

- Determinar el equilibrio genético en la poblacion silvestre y de cultivo de P.
adspersus a través del test exacto de desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg.

- Determinar la presencia y frecuencia de alelos nulos en los marcadores
microsatélites seleccionados.

- Calcular los parametros que caracterizan las variaciones genéticas en la
poblacién silvestre y de cultivo de P. adspersus, a través del célculo del nimero
de alelos, numero medio de alelos, numero efectivo de alelos, nimero
exclusivo de alelos, riqueza alélica y frecuencias alélicas.

- Determinar el nivel de heterocigosidad en la poblacion silvestre y de cultivo de
P. adspersus, mediante el célculo de la heterocigosidad esperada,
heterocigosidad observada y heterocigosidad imparcial.

- Determinar la deficiencia de heterocigotos en la poblacion silvestre y de cultivo
de P. adspersus, mediante el calculo del indice de endogamia y el coeficiente
general de consanguinidad.

- Calcular el grado de diferenciacion genética existente entre la poblacion
silvestre y de cultivo de P. adspersus.

- Determinar diferencias significativas de variabilidad genética entre la poblacion
silvestre y de cultivo de P. adspersus.

- Determinar el grado de relaciéon genética entre los organismos que forman la
poblacién F1, y entre los organismos que forman la poblacion silvestre, a través
del coeficiente de relacion r.
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4.1.

4.2.

4. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Los individuos silvestres fueron colectados de cuatro diferentes lugares: Playa Gramita
y Culebras, Provincia de Huarmey, Departamento de Ancash; Playa Vila Vila y Morro
Sama, Provincia de Tacna, Departamento de Tacna; mientras que las muestras de los
individuos manejados en cautividad fueron proveidas por la empresa Pacific Deep
Frozen, empresa productora y comercializadora de productos hidrobiolégicos ubicada en

el Distrito de Culebras, Provincia de Huarmey, Departamento de Ancash (Figura 5).

Muestra biolégica y colecta de la muestra

Se analizaron un total de 112 individuos, 70 organismos manejados en cautividad y
utilizados como reproductores, provenientes de una primera generacion (F1) de una
reproduccién en cautiverio en Tacna; y un grupo de organismos silvestres: 30
organismos silvestres provenientes de la Provincia de Huarmey, Departamento de
Ancash, y 12 organismos silvestres provenientes de la Provincia de Tacna,

Departamento de Tacna (Tabla 1).

El tamafio de las muestras de la poblacién de cultivo y la poblacién silvestre de Huarmey
fue escogido de acuerdo a las recomendaciones dadas por Hale et al. (2012), quienes
indican que un tamafio de muestra entre 25 y 30 individuos por poblacion, asegura que
se muestreen la mayoria de alelos informativos a frecuencias que reflejen los de la

poblacién total.

Los ejemplares del hatchery y silvestres fueron capturados de forma aleatoria utilizando
redes circulares. De cada uno de los individuos capturados se colectd un fragmento de
aleta caudal con la ayuda de pinzas y tijeras, previamente esterilizadas, y se coloc6 en

envases de plastico de 15 ml de capacidad, con alcohol al 96%.
Finalmente, las muestras fueron rotuladas y transportadas al Laboratorio de Genética,

Fisiologia y Reproduccion de la Universidad Nacional del Santa, en donde se realiz6é un

recambio total de alcohol y se almacenaron a -20°C.
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Tabla 1. Informacion de las muestras recolectadas, numero de individuos recolectados, en cada lugar

muestreado.
Especie Grupos Localidad Empresa/Playa N“m‘?ro de
Individuos
F1 Cultivo Empresa Pacific Deep 70
Frozen
Paralichthys Huarmey Playa Gramita 12
adspersus SILVESTRES Playa Culebras 18
Tacna Playa Vila Vila 6
Playa Morro Sama 6
b 14 ‘
. \
> |
|
\\\ 1
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Yyt 4 d
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1

Pacific Deep Frozen |7
Playa La Gramita §*

Figura 5. Mapa con la ubicacion geogréafica y nombres de los cinco puntos de muestreo de P. adspersus.

Se muestra la ubicacién de los puntos de muestreo en Huarmey, playas la Gramita y Culebras; los puntos
de muestreo en Tacna, playas Morro Sama y Vila Vila; asi como la ubicacién de la empresa proveedora de
los organismos manejados en cautividad.
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4.3. Andlisis genéticos

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

4.3.4.

Extraccién de ADN

La extraccion de ADN de las 112 muestras se realizé mediante el método de
digestion a 37°C con SDS-proteinasa K/Fenol (Taggart et al., 1992), utilizando
como muestra los fragmentos de aleta caudal recolectados (de aproximadamente
0,5 cm).

Cuantificacion de ADN

El ADN obtenido fue cuantificado por espectrofotometria, utilizando un
cuantificador marca Epoch, valorandose la calidad del extracto midiendo la
absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda. Posteriormente, cada muestra
se alicuot6 hasta la obtencién de una concentracion final de 25 ng/ul de ADN. Las
alicuotas se almacenaron a 4°C y las soluciones madre (Stock) se conservaron a
-20°C.

Evaluacién de la calidad de ADN

Se evalud el estado del ADN por medio de electroforesis en geles de agarosa al
1%, utilizando una solucién amortiguadora TBE 0.5X (Tris-HCL, Acido Bérico,
EDTA), con un voltaje de 90 voltios durante 30 minutos; y la calidad de las
muestras solo fueron aceptadas como validas, cuando no se detecto presencia de
ARN, y el ADN gendmico apareci6 integro, observandose bandas definidas y de

alto peso molecular al inicio del gel (Figura 6).

Figura 6. Gel de agarosa al 1% sometido a electroforesis para visualizar la integridad de
ADN. Del carril 1-14 ADN gendmico extraido, Carril M: Marcador

Eleccién de los loci microsatélites empleados para el genotipado

Los loci microsatélites se obtuvieron a partir de los marcadores generados para la

especie P. olivaceus, descritos en la literatura (Sekino & Hara, 2001; Takagi et al.,
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1999; Kim et al., 2003; Kim et al., 2009; Kang et al., 2008; Coimbra et al., 2001).
Los marcadores microsatélites reunieron todas las caracteristicas deseadas para
el desarrollo de los objetivos del trabajo: polimorfismo elevado, ausencia de alelos
nulos, facilmente reproducibles en el laboratorio, y consensuados a nivel

internacional.

En la Tabla 2 se describen los 14 marcadores microsatélites seleccionados y

evaluados.

Tabla 2. Microsatélites seleccionados con las referencias bibliograficas de donde fueron obtenidos, y los
primers a emplearse para su amplificacion.

Microsatélites

Especie Locus Secuencia de los primers (5'-3") Referencia
Po35F TGGTTCTAGTGTTTGTCTGGTGA Sekino & Hara, 2001
Po35R CCTACAGCACAGATATGACCTTT Sekino & Hara, 2001
Po56F TCGAGCGTAAACAAACCAGCTAACA Sekino & Hara, 2001
Po56R GCTGAAAATCGCTTTAGCTTCCCAT Sekino & Hara, 2001
Po91F AGGTTTCAAGGTGTTCATTGCGAGTC Sekino & Hara, 2001
P091R TAAAGGAAGTGCCTCACTGTGGAGAA Sekino & Hara, 2001
Pol-1F TAGGAGGATTGATAGGAT Takagi et al., 1999
Pol-1R CCCGACTTTTAGATGTTC Takagi et al., 1999
Pol-4F GTGTGCTCTGGGCTTTTG Takagi et al., 1999
Pol-4R TTACCTGTCCTGTTACTC Takagi et al., 1999
KOP5F CACCCACTGCACCTCTCAATG Kim et al., 2003
KOP5R CGATTCGGACATGTGATACGTTCA Kim et al., 2003

KOP45F GTTGTTCCTGAGGATAAATGCC Kim et al., 2009
KOP45R CCACCGAAAATGTTTTGAATC Kim et al., 2009
KOP49F TTCTTCAAGCAGAAATGATTAAG Kang et al., 2008
KOP49R CAGCAACACTGAGATAGATCC Kang et al., 2008
KOP51F ACTCTCTGTTTCTCATAGGCA Kang et al., 2008
KOP51R ATTCCTTTCTTGACATGACAC Kang et al., 2008
Poli2TUF_F ACAATAGGATGCAGCTGCCT Coimbra et al., 2001
Poli2TUF_R AAGCGCAAATTGTTATTCCG Coimbra et al., 2001
Poli9TUF_F GATCTGCAGAAACACACACTCA Coimbra et al., 2001
P.olivaceus  pgjigTyF R GCGAGTTCTTCCTCAAATGC Coimbra et al., 2001
Poli13TUF_F CACCTCCAGGTTCTACAGTCG Coimbra et al., 2001
Poli13TUF_R TCCTGCACAGAGGATGAAAA Coimbra et al., 2001
Poli23TUF_F CACAGTGTCACAAAGTGGTGG Coimbra et al., 2001
Poli23TUF_R GGGTGTTCTGTGTCATGCTG Coimbra et al., 2001
Poli28TUF F ATCTCCCAACTGTCAATCATCA Coimbra et al., 2001
Poli28TUF R GTCGAGTCCAGTATCACTGCC Coimbra et al., 2001
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4.3.5.

Amplificacién mediante PCR de los loci microsatélites

Para la amplificacion de los loci microsatélites, se realizé la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). En la estandarizacion inicial, la reaccion tuvo un volumen
final de 6 pl, y una composicion de: 4,32 ul de agua grado PCR, 0.66 Taq
buffer+KCI-MgCI2 (12X); 0,51 pl de MgCl, 0,33 pl dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP); 0.06 pl de Taq polimerasa; 1 pl de ADN; 0.06 pl del cebador forward y 0.06
pl del cebador reverse. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Applied Biosystem—Veriti 96 pocillos, e iniciaron con un proceso de
desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos, los cuales
consistieron de: 95°C por 25 segundos, temperatura de hibridaciéon durante 20
segundos, extension a 72°C por 20 segundos, y una extension final a 72°C durante

7 minutos.
Finalmente, los productos de amplificacion obtenidos se visualizaron en geles de
agarosa al 1% para comprobar la especificidad del microsatélite y si este

presentaba el peso molecular correspondiente al descrito en la bibliografia.

Los protocolos finales para cada marcador microsatélite, son presentados de

manera individual en las Tablas 3y 4.
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Tabla 3. Protocolos funcionales para los 10 loci microsatelites seleccionados

Po35 P091 KOP45 Poli28TUF Poli9TUF
ETAPA . . . . .
T°C T neci T°C t n°ci T°C t n°ci T°C t ne ci T°C t ne ci
Desnaturalizacién inicial 95 5 min 1 95 5 min 1 95 3 min 1 95 3 min 1 95 3 min 1
Desnaturalizacién inicial 95 20s 29 95 25s 25 95 30s 30 95 30s 25 95 30s 28
Hibridacion 59 20s 29 60 20 s 25 56 20s 30 60 30s 25 55 20s 28
Extension 72 20s 29 72 12s 25 72 12s 30 72 12s 25 72 12s 28
Extension final 72 7 min 1 72 7 min 1 72 7 min 1 72 7 min 1 72 7 min 1
Poli23TUF KOP5 Po56 Poli2TUF Polil3TUF
ETAPA
T°C T n°ci T°C t n°ci T°C t neci T°C t ne ci T°C t ne ci
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1 95 3 min 1 95 5 min 1 95 3 min 1 95 5 min 1
Desnaturalizacion inicial 95 30s 35 95 30s 35 95 25s 35 95 30s 35 95 25s 42
Hibridacion 62 30s 35 56 30s 35 60 20s 35 55 30s 35 55.5 20s 42
Extension 72 1 min 35 72 1 min 35 72 20s 35 72 1 min 35 72 20s 42
Extension final 72 7 min 1 72 7 min 1 72 7 min 1 72 7 min 1 72 7 min 1

T°C: temperatura en grados Celsius, t: tiempo, n° ci: nimero de ciclos.
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Tabla 4. Concentracion de los reactivos por locus analizado

REACTIVO Po35 Po91 KOP45 Poli28TUF Poli9TUF
Volumen X1 (ul) Cc final Volumen X1 (ul) Cc final Volumen X1 (ul) Ccfinal | Volumen X1 (ul)  Ccfinal | Volumen X1 (ul) Cc final
Agua PCR 4.32 4.35 4.59 4.32 4.32
Taq Buffer KCI-MgClI2 0.66 0.66 0.66 0.66 0.66
MgCI2 (25mM) 0.51 2.12 mM 0.48 2mM 0.24 1mM 0.51 2.12 mM 0.51 2.12 mM
dNTPs (2.5 mM) 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33
Forwm)(lz'5 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
Re"e[f,\j)(lm 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
TagPoli (5U/ pl) 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
DNA (25 ng/ pl) 1 1 1 1 1
REACTIVO Poli23TUF KOP5 Po56 Poli2TUF Polil3TUF
Volumen X1 (ul)  Ccfinal | Volumen X1 (ul) Cc final Volumen X1 (ul) Cc final Volumen X1 (ul)  Ccfinal | Volumen X1 (ul) Cc final
Agua PCR 6.94 0.94 6.94 6.94 6.94
Taq Buffer KCI-MgCI2 1 1 1 0.76 1
MgCI2 (25mM) 0.76 2mM 0.76 2mM 0.76 2mM 0.5 2mM 0.76 2mM
dDNTP (2.5 mM) 0.5 0.5 0.5 0.1 1
Forward (12.5 uM) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2
Reverse (12.5 uM) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2
TagPoli (5U/ pl) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2
DNA (25 ng/ pl) 1 1 1 1 1

TagPoli: DNA polimerasa, dNTPs: desoxiribonucle6tidos, cc: concentracion.
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4.3.6.

Deteccién del polimorfismo

El polimorfismo de longitud de los marcadores microsatélites permite que los
alelos puedan ser separados por su tamafio mediante electroforesis de
poliacrilamida o mediante electroforesis capilar. Para este estudio, los productos
amplificados fueron visualizados en geles de poliacrilamida para su posterior

genatificacion.

4.3.6.1. Preparacion de geles de poliacrilamida heterogéneos

Los marcadores microsatélites fueron visualizados en un sistema de
electroforesis vertical de poliacrilamida (PAGE) al 10%. La preparacion del

sistema de electroforesis se detalla a continuacion:

Montaje del equipo

El primer paso consistié en limpiar los cristales formadores del gel,
evitando cualquier material que pueda afectar una uniforme

polimerizacion.

El siguiente paso consistid en agregar silicona liquida al cristal sin
hendidura, y una solucion adherente (1 mL de alcohol absoluto, 6 pl de
acido aceético glacial, y 2 ul de xylane) al cristal con hendidura.
Finalmente los cristales se ensamblaron en el sistema Ommi PAGE
CVS10D (Cleaver Scientific Ltd).

Preparacion de las soluciones y corrida electroforética

Se prepararon geles de acrilamida al 10% de acuerdo al sistema
Laemmli (Coligan et al., 2010). El sistema Laemmli es un sistema
estandarizado para los geles PAGE, y consiste en un sistema de buffer
discontinuo, fundamentado en el efecto concentrador de un control
movil formado entre el ion lider cloruro, y el ion terminal de glicinato
(Figura 7).

Para preparar el gel separador al 10% (resolving) se utilizé la siguiente
mezcla: 40% Acrilamida/Bisacrilamida 19:1 Bio-Rad (1800 pl), 1.5 M
Tris-HCI pH 8.8 (1500 pl), agua destilada (2670 pl), TEMED (3 ul) y
persulfato de amonio APS al 10% (30 pl).
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Preparada la solucion, esta se agregd inmediatamente al sistema (de
lo contrario se puede polimerizar en el matraz) hasta la altura deseada.
Con el uso de una micropipeta se cubrié lentamente la parte superior
del gel con una capa de isopropanol (0.5 cm de espesor), con el
objetivo de obtener una superficie uniforme. Se dejé polimerizar el gel
alrededor de 20 minutos a temperatura ambiente. Finalizada la
polimerizacion del gel, se procedi6 a eliminar completamente el exceso
de alcohol isopropilico, debido a que el alcohol residual puede reducir

la resolucion de las bandas.

El gel concentrador al 4% (stocking) se prepar6 con 40%
Acrilamida/Bisacrilamida 19:1 Bio-Rad (300 pl), 0.5 M Tris-HCI pH 6.8
(756 pl), agua destilada (1938 pl), TEMED (3 pl) y 10% APS (15 pl).

Preparada la solucion, se agregdé inmediatamente al sistema y se
inserté el peine de 12 pocillos; cuando fue necesario, se afiadio
stocking adicional para llenar completamente los espacios en el peine.
Se tuvo cuidado de no atrapar burbujas de aire en los bordes de los
dientes del peine, ya que podrian haber causado pequefias
depresiones circulares en el pozo durante la polimerizacién, dando
lugar a una distorsion durante la separacién de las bandas. Después
de este proceso, se dejo polimerizar el gel alrededor de 20 minutos a

temperatura ambiente.

Terminada la polimerizacion se retir6 con cuidado el peine, sin dafar
los bordes. Después de retirar el peine, se enjuag6 los pocillos con
buffer TBE 0.5X para eliminar el mondmero no polimerizado. Finalizado
este proceso, se cargaron las muestras. A cada tubo de 0.2 ml, con 6
ul de muestra, se les agregdé 1 ul de buffer de corrida (Thermo Scientific
6X DNA Loading Dye), y se carg6 3 pl de cada muestra por pocillo en

el gel.

La electroforesis se realizo a un voltaje constante de 85 V durante dos
horas y media. Finalizada la electroforesis, se retir6 el gel de los vidrios
y se colocO en un recipiente que permitio el proceso de tefiido y
revelado de las bandas.
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Stacking gel
4%T*, pH 6.8

Resolving gel
7.5%T to 15%T,
pH8.8

Figura 7. Migracion de las moléculas e iones del buffer en un sistema de electroforesis vertical discontinuo.

En la Figura 7 puede observarse, paso a paso, el movimiento de las moléculas en un sistema Laemmli. (A,
B) La muestra fue disuelta en un buffer que contiene glicina y HCI a pH alcalino (8 0 9). A este pH la glicina
puede estar de dos formas: zwitterion y anién. El primero no tiene carga y el segundo si. Cuando se afiade
voltaje, y la muestra entra en contacto con el gel stacking que se encuentra a pH 6.8, el equilibrio tiende
hacia la predominancia de zwitterion glicina que no tiene movilidad electroforética, siendo reemplazados
por la muestra de ADN que tiene carga negativa, ocurriendo la migracion en este gel: ion cloro > ADN >
glicina. (C) La muestra tiende a formar una capa delgada entre el frente del ion cloro y la zwitterion glicina.
(D, E, F) Cuando ingresa al gel resolving, con pH 8.8, ahora el equilibrio de la glicina va hacia el anién
glicina con movilidad, la muestra de ADN “siente” la disminucién del poro retrasandose su avance, el que
solo se da entonces por el tamafio de la muestra debido a que el ratio carga-masa es igual en todas las
moléculas (Boyer, 2012)

4.3.7. Tincidn con nitrato de plata

4.3.7.1. Procedimiento

En un recipiente se coloco el gel y se agrego6 la solucién de fijacion (995 ml
de agua destilada, 100 pul de alcohol absoluto, 5 ml de acido acético glacial) y
se dejo por 15 min en un agitador de placas. Finalizado el tiempo, se llevd el
gel a un nuevo recipiente, y se agrego la solucion de nitrato de plata (1 L de
agua destilada mas 1 g de nitrato de plata) y se dej6 en movimiento por 15
min. Finalmente se llevo el gel a otro recipiente y se agrego6 la solucion de
revelado (975 ml de agua destilada, 10 ml de formaldehido al 37%, 15 g de
hidroxido de sodio) y se dej6é en movimiento por 15 min, al fin del cual se pudo

observar las bandas de ADN en el gel.
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4.3.8.

4.3.9.

Genotificacion de los individuos

Se realiz6 la asignacién de alelos de acuerdo al tamafio de las bandas, estimada
por comparacion con los tamafios de un estandar de ADN (marcador de 300-pb

Thermo Scientific™ GeneRuler™).

Para el andlisis de los alelos encontrados, se utilizo el programa Quantity One® 1-
D Analysis Software-Bio Rad, para formar una base de datos conteniendo los

genotipos de cada una de las muestras.

Los datos obtenidos para cada individuo y locus amplificado se incluyeron en una
matriz de doble entrada (hoja de célculo EXCEL). Se elabor6 una base de datos
en la que se incluyeron los individuos analizados y los alelos identificados por
poblacion y locus respectivo. Una vez completada la matriz de datos, se empled
el programa CONVERT 1.31, el cual permitié exportar los valores a formatos que

pudieron ser utilizados en programas de analisis genético.

Andlisis de la variabilidad genética

Para los andlisis de variabilidad genética se elaboré una matriz en base a la
identificacién de los alelos presentes en cada uno de los microsatélites. Se reviso
los posibles corrimientos (stuttering) en el tamafio de bandas, amplificacion
predominante de alelos pequefos (dropout), y eventuales errores tipogréficos,
mediante el programa MICRO-CHECKER V.2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004).

Se estimé la presencia de alelos nulos mediante el programa MICRO-CHECKER
V.2.2.3, utilizando los métodos descritos por Chakraborty et al. (1992) y Brookfield
(1996), los cuales indican la presencia de alelos nulos cuando la prueba de
probabilidad combinada muestra un exceso significativo de homocigotos.
Adicionalmente, se calculd la frecuencia de alelos nulos mediante el programa HP-
Rare 1.0 (Kalinowski, 2005), que estima la frecuencia de alelos nulos desde datos

genéticos codominantes.

Para determinar si las poblaciones se encontraban en equilibrio génico, se realiz6
el test exacto de equilibrio Hardy-Weinberg, para cada locus/poblacién, mediante
el algoritmo de cadenas de Markov (Guo & Thompson, 1992) incluido en el
programa GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).

Para determinar el nivel de diversidad genética en cada poblacion estudiada, se

calculé la riqueza alélica mediante el programa HP-Rare 1.0 (Kalinowski, 2005).
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El calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas de cada locus, el porcentaje de
polimorfismo (P), el nimero de alelos (Na), el nimero de alelos efectivos (Ne), el
namero de alelos exclusivos (Nex), la Heterocigosidad observada y la
heterocigosidad esperada (He) para cada microsatélite se realizé mediante el
programa bioinforméatico GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).

Mediante estos programas se llevo a cabo un andlisis de las distribuciones alélicas
en cada poblacion y locus incluidos en el estudio. El andlisis se realiz6
considerando pares de poblaciones, calculandose por locus el test exacto de
Fisher descrito por Raymond & Rousset (1995), adoptando como hipdtesis nula

que la distribucidn alélica a través de las poblaciones era idéntica.

4.3.10. Andlisis de relacién genética

Las relaciones genéticas entre los organismos fueron estimados utilizando el
coeficiente de relacidn r. Para estimar la relacién molecular, se utilizé el método
descrito por Lynch & Ritland (1999), implementado en el programa GenAlEx
(Peakall & Smouse, 2012). Los valores promedios de r,, se agruparon en tres

categorias, segun lo descrito por Sekino et al. (2004) (Tabla 5).

Tabla 5. Grupos de relacién genética de acuerdo a los valores generados por el indice de
relacion genética ..

CATEGORIA RANGO DE VALORES
Hermanos completos 0.369 £0.173
Medios hermanos 0.081 £ 0.166
Sin relacién -0.178 + 0.134

Finalmente, para generar una matriz con las parejas de individuos enfrentadas y
determinar su grado de relacion se utilizé el programa ML-Relate (Kalinowski et
al., 2006).

4.3.11. Calculo de los F-estadisticos y andlisis de varianza molecular

El calculo del nivel del coeficiente de endogamia, coeficiente general de
consanguinidad y el coeficiente de diferenciacion genética de las poblaciones
estudiadas, se realizé mediante el programa GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012),
estableciéndose la definiciébn propuesta por Wright (1965; 1978), donde valores
entre 0,00 a 0,05; 0,05 a 0,15; 0,15 a 0,25 y > 0,25 indican pequefa, moderada,

alta y elevada diferenciacion genética, respectivamente.
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Finalmente, se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) para estimar la
segregacion de la variacion entre las dos poblaciones estudiadas (variacién entre
las dos poblaciones, y variacién dentro de las poblaciones); y de esta manera
determinar si existian diferencias significativas entre ellas, en base a la entrada
binaria para el calculo de PhiPT (una medida que facilita la comparacion entre dos

codominantes).
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5. RESULTADOS

5.1.Estandarizacion y seleccién de los primers utilizados en los analisis de

variabilidad genética

Tras las pruebas con los 14 pares primers seleccionados, en diez de ellos se observé
amplificacion especifica (Po35, Po56, P0o91, Poli2TUF, Poli9TUF, Polil3TUF, Poli23TUF,
Poli28TUF, KOP45 y KOP5), que corresponde a un 71.43% de amplificacion positiva. El
patrén de bandeo de los diez loci microsatélites con amplificacién positiva se muestra en

la Tabla 6.

Tabla 6. Patrén de bandeo en los diez loci microsatélites con amplificacion positiva en Paralichthys
adspersus.

Nombre Motivo Patrén de bandeo
Po35 (CA) - :
e e e &L 8 8 = s
- R
- -
Po91 (CA) ¥ F . By
b -
e
KOP45 (AC) —
-~ / -
L Bl B R W B
[ -

i‘..o....’c.“
-

WIS G TE Ty

Poli28TUF (CA) =

e
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P056 (AC)

Poli2TUF (CA)
Poli13TUF (CA)
Poli23TUF (CA)

KOP5 (CA)

5.2.Niveles de diversidad genética

Los analisis de variabilidad genética se realizaron con cinco marcadores microsatélites
altamente polimorficos (Po35, P91, Poli9TUF, Poli28TUF y KOP45).

5.2.1. Equilibrio Hardy-Weinberg

Luego de realizar el Test exacto de desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg en
las dos poblaciones estudiadas, los valores de Chi-cuadrado calculado en los
organismos F1 y los organismos silvestres, en todos los loci analizados, fueron
significativamente diferentes al valor esperado, indicando que ninguna poblacion

se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg.
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La Tabla 7 presenta los valores de la prueba Chi-cuadrado con sus respectivos
grados de libertad (df), y el nivel de probabilidad para cada locus en cada poblacién

estudiada.

Tabla 7. Resumen de los resultados de Chi-cuadrado en los test de equilibrio Hardy-
Weinberg, para cada locus en cada poblacion estudiada, y el nivel de significancia
encontrado.

POBLACION Locus DF ChiSq Prob Signif
Po9l 325 777.693 0.000
KOP45 231 863.966 0.000
F1 Poli9TUF 55 234.916 0.000
Poli28TUF 36 189.647 0.000
Po35 190 531.882 0.000

P09l 820 899.267 0.028 *

POBLACIONES K9P45 595 834.342 0.000
SILVESTRES  TOli9TUF 171 478.005 0.000
Poli28TUF 595 802.881 0.000
Po35 276 813.120 0.000

5.2.2.

5.2.3.

Df: grados de libertad, ChiSq: Chi-cuadrado, Prob: probabilidad, * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001

Incidencia de alelos nulos

El andlisis de la distribucién esperada de homocigotos en cada loci (Micro-Checker
ver. 2.2.3) sugirié la presencia de alelos nulos en todos los loci analizados, en
ambas poblaciones. Las frecuencias de alelos nulos encontradas en cada locus,

se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Frecuencias de alelos nulos encontradas en cada locus, y promedios
calculados para cada poblacién estudiada.

LOCUS F1 Promedio SILVESTRES Promedio
Po91 0.099 0.091
KOP45 0.257 0.15
Poli9TUF 0.271 0.2272 0.33 0.224
Poli28TUF 0.301 0.162
Po35 0.208 0.387

Polimorfismo en los loci analizados
El polimorfismo de los loci analizados se determiné evaluando el nUmero de alelos,

el numero efectivo de alelos, el nUmero exclusivo de alelos, riqueza alélica y

frecuencias alélicas, cuyos resultados se detallan en las tablas 9 y 10.
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Tabla 9. Niveles promedio de polimorfismo en los organismos F1 y silvestres, en base al
porcentaje de loci polimoérficos, numero de alelos, nUmero efectivo de alelos, y numero de
alelos exclusivos.

POBLACION N % Polimorfismo Na Ne Nex %Nex/pop
F1 70 100 88 9.16 22 25.00
SILVESTRES 42 100 154* 20.08* 88* 57.14

N° = No. de organismos en cada poblacién, Na = No. De alelos, Nex = No. de alelos
exclusivos, %Nex/pop = Porcentaje de alelos exclusivos por poblacion; * P<0.05

En la Tabla nimero 9 se puede observar que los organismos F1 presentan un
polimorfismo elevado, con un total de 88 alelos y un nimero efectivo de 9 alelos.
Sin embargo, a pesar de poseer valores altos, son significativamente diferentes a
lo encontrado en los organismos silvestres, los cuales poseen un total de 154

alelos y un numero efectivo de 20 alelos.

También se presentan el nimero exclusivo de alelos por cada poblacion, asi como
el porcentaje que éstos representan del total. En los organismos F1 se registré 22
alelos exclusivos, que representan el 25% de alelos en esta poblacion; mientras
que los organismos silvestres presentaron el mayor porcentaje de alelos
exclusivos, con un total de 88 alelos, que representan el 57.14% del total de alelos

para esta poblacion.

Tabla 10. Analisis del polimorfismo en cada locus y poblacién analizada, en base al nimero
de alelos por locus, numero efectivo de alelos por locus, y nimero de alelos exclusivos por
locus.

Poblacién Locus N Na Ne Nex %Nex/locus
Po91 70 26.000 12.694 7 26.92
KOP45 70 22.000 8.294 5 22.73
F1 Poli9TUF 70 11.000 5.136 1 9.09
Poli28TUF 70 9.000 5.343 3 33.33
Po35 70 20.000 14.161 6 30.00
Po91 42 41.000 31.717 22 53.66
KOP45 42 35.000 24.500 18 51.43
SILVESTRES Poli9TUF 42 19.000 11.514 9 47.37
Poli28TUF 42 35.000 15.964 29 82.86
Po35 42 24.000 16.720 10 41.67

En la tabla 10 se puede observar la informacion obtenida por locus analizado. Para
los organismos F1 el nimero de alelos varié entre un minimo de 9 para le locus
Poli28TUF, y un maximo de 26 para el locus Po91. En los organismos silvestres el
namero de alelos vario entre un minimo de 19 para el locus Poli9UF, y un maximo

de 41 para el locus Po91.
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Numero de alelos

Referente al numero de alelos exclusivos, en los organismos F1 el locus Po91
presento el nUmero mas alto de alelos exclusivos, con un valor de 7 que representa
el 26.92% de alelos para este locus; mientras que el locus Poli9TUF fue el que
presenté el menor nimero de alelos exclusivos, con un valor de 1, el cual
representa el 9.09% de alelos para este locus. Para los organismos silvestres el
locus Poli28TUF fue el que presenté el mayor nimero de alelos exclusivos, con un
valor de 29, que representa el 82.86% de los alelos para este locus, mientras que
el locus Poli9TUF fue el que presentd el menor nimero de alelos exclusivos, con

un valor de 9, igual al 47.37% de alelos para este locus.
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Figura 8. Representacion esquematica de la variacion entre el nimero total de alelos y niumero
exclusivo de alelos, en cada locus y poblacion estudiada. En esta imagen se puede observar como
los organismos F1 se distinguen de los organismos silvestres debido al nimero elevado de alelos
exclusivos en esta Ultima poblacion.

5.2.4.

Rigueza alélica

En la Tabla 11 se observa el nivel de riqueza alélica presentado en las dos
poblaciones. Los organismos F1 presentaron un nivel de riqueza alélica de 12.527
alelos, y los organismos silvestres presentaron un nivel de riqueza alélica de
22.519 alelos, valor que representa un 44.36% mas que lo registrado en los

organismos F1.

En términos de riqueza alélica por locus analizado, en los organismos F1, los loci
P0o91 y Po35, fueron los que presentaron los niveles mas altos de riqueza alélica,
diferente a lo encontrado en los organismos silvestres, en donde los loci Po91 y

KOP45, presentaron los niveles mas altos de riqueza alélica.
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Tabla 11. Niveles de riqueza alélica en cada locus analizado, calculado igualando el tamafio
de cada poblacién a 42, que corresponde al nUmero mas bajo de individuos muestreados.

Locus P-oblacic')n .
F1 Promedio SILVESTRES Promedio

Po91 16.859 28.850
KOP45 14.879 25.037

Poli9TUF 7.928 12.527 15.722 22.519*
Poli28TUF 7.005 23.131
Po35 15.964 19.854

*p<=0.05
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5.2.5. Frecuencias alélicas

Se registré un mayor namero de alelos en frecuencias inferiores a 0.10 [considerados como alelos raros (Thomson et al., 2008)] en los organismos
silvestres, con un 97.44% de alelos en frecuencias inferiores a 0.10; mientras que en los organismos F1 presentaron un 15.82% menos, con un

82.02% de alelos en las mismas frecuencias (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de variacion de las frecuencias alélicas en los cinco loci y poblaciones analizadas, las figuras enfrentan las frecuencias encontradas en ambas poblaciones
para el mismo locus. Para una mejor apreciacién se colocé una linea horizontal para diferenciar las frecuencias alélicas superiores e inferiores de 0.10.
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En las Figuras 10 a, b, c, d y e, se muestran las frecuencias alélicas observadas por

locus analizado, las figuras enfrentan las frecuencias encontradas en ambas poblaciones

para el mismo locus.

=
o 0.100
[

0.040

0.000

0.180 -
0.160 -
> 0.140
e
S 0120 -

Frecuencias alélicas para el locus Po91 EF1

SILVESTRES

\C 0.080 -
0.060 -

0.020 -

Po91
Locus

L1 | |I | 1 | ‘
MMMMM@MMMMMMMMMMM%M%MMM#

10a

En la Figura 10a se observan las variaciones en los niveles de frecuencia alélica para el

locus Po91. Para este locus ambas poblaciones presentan frecuencias alélicas similares.
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En la Figura 10b se observan las variaciones en los niveles de frecuencia alélica para el

locus KOP45. En este locus las frecuencias alélicas tienen comportamientos diferentes,

debido principalmente, a la presencia de alelos exclusivos en los organismos silvestres.
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Frecuencias alélicas para el locus Poli9TUF
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En la Figura 10c se observan las variaciones en los niveles de frecuencia alélica para el

locus Poli9TUF. En este locus las frecuencias alélicas son similares en ambas

poblaciones.
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En la Figura 10d se observan las variaciones en los niveles de frecuencia alélica para el

locus Poli28TUF. En este locus las frecuencias alélicas tienen comportamientos

diferentes; y similar a los presentado en el locus KOP45, estas diferencias se deben a la

presencia de alelos exclusivos en cada poblacion, principalmente en los organismos

silvestres.
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En la Figura 10e se observan las variaciones en los niveles de frecuencia alélica para el
locus Po35, para este locus las frecuencias alélicas son similares; sin embargo a
diferencia de lo presentado en los loci anteriores, casi la totalidad de los alelos se

encuentran en frecuencias por debajo de 0.10.

Figura 10 (a-e). Espectro de variacion de las frecuencias alélicas por locus en las dos poblaciones
analizadas, las figuras enfrentan las frecuencias encontradas en ambas poblaciones para el mismo
locus. Para una mejor apreciacién se coloc6 una linea horizontal para diferenciar las frecuencias
alélicas superiores e inferiores de 0.10.
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5.2.6. Niveles de heterocigosidad en cada poblacion

Los valores obtenidos para el parametro de heterocigosidad se

Figura 11.

detallan en la
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Figura 11. Representacion esquematica de los niveles de variacion en

heterocigosidad

(heterocigosidad observada y esperada) por locus analizado, y los promedios obtenidos para cada

poblacién.

Como se puede apreciar en la Figura 11, las dos poblaciones presentaron niveles
elevados de heterocigosidad esperada. Los organismos F1 presentaron un valor
promedio de 0.870, mientras que los organismos silvestres presentaron un valor
promedio de 0.944. De manera opuesta, los valores de heterocigosidad observada
difirieron en un rango mas amplio, siendo los organismos silvestres los que
presentaron el valor mas elevado, de 0.736, seguido por los organismos F1, con
un valor de 0.675. Porcentualmente, los organismos F1 silvestres presentaron un
8.29% menos de heterocigosidad observada, en relacion al valor observado en los

organismos silvestres.

Por locus, en los organismos F1 los valores de heterocigosidad observada
variaron entre 0.551 y 0.90 para los loci KOP45, Poli28TUF y Po91 respectivamente,
siendo solo el locus Po91, el que presentd valores homogéneos entre la
heterocigosidad esperada y heterocigosidad observada, con valores de Ho/He =
0.900/0.921.

Para los organismos silvestres, los valores de heterocigosidad observada fueron
cercanos a su respectivo valor de heterocigosidad esperada; los valores variaron
entre 0.524 y 0.976 para los loci Po35 y Po91 respectivamente, siendo solo los loci
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Poli9TUF y Po35 los que presentaron la mayor desviacion entre estos valores, con
valores Ho/He de 0.683/0.913 y 0.524/0.940 respectivamente.

5.2.7. Promedios paralos indices de diversidad genética en cada poblacién

En la Figura 12 se representan los valores promedios para los indices de
diversidad genética. Se puede observar la tendencia que presentan los
organismos silvestres, en relacion a los organismos F1, en presentar los valores

mas elevados para cada indice, aun, teniendo un nimero mas bajo de individuos

muestreados.
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Figura 12. llustracion de los valores promedio de los indices de diversidad genética encontrados
en cada poblacion estudiada.
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5.2.8.

Andlisis de relacién genética.

Coeficiente de Relacion r

La figura 13 muestra la distribucion de los valores del coeficiente r,,, calculados
para determinar la relacién genética entre todas las parejas posibles, dentro de las
dos poblaciones estudiadas. Los valores promedios del coeficiente 7, en las dos

poblaciones indicaron que las parejas formadas se encontraban en su mayoria en
la categoria sin relacién genética (ver Tabla 5), con un valor promedio para el

coeficiente de relacion genética r,, de 0.008 + -0.004 en la poblacion de

reproductores F1; y de -0.001 + -0.004 en la poblacion de organismos silvestres.

% 40

Frecuencia

Silvestres (861 parejas)

i e [1(2415 parejas)
J 5
0

-0.12 -0.09 -0.06 -0.03 0 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15 0.18 0.21 0.24 0.27 0.3 0.33 0.36 0.39

Coeficiente de relacion genética

Figura 13. Distribucion de los valores del coeficiente de relacion genética r,, estimado para
cada poblacion individual, asi como el nimero de parejas formadas en cada poblacién.

Por otro lado, la distribucion de los valores promedios del coeficiente ry,

calculados en cada una de las tres categorias de relacion genética dentro de cada

poblacioén fue la siguiente:

En la poblacion de reproductores F1, el 86.50% de las parejas formadas
pertenecian a la categoria sin relacion genética (2089 parejas), con un valor
promedio del coeficiente r,, de 0.003 + 0.051; el 12.59% pertenecian a la
categoria medios hermanos (304 parejas), con un valor r,, de 0.130 + 0.061;
mientras que solo el 0.91% de las parejas formadas pertenecian a la categoria
hermanos completos (22 parejas), con un valor r,, de 0.300 + 0.067 (Figura 14).
La Tabla 12 y Anexo | muestran el grado de relacidon genética entre cada pareja

de individuos evaluados dentro de la poblacion de reproductores F1.
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Figura 14. Distribucion de los valores del coeficiente de relacion genética ry, en las tres
categorias de relacion genética, en la poblacion de reproductores F1: organismos sin
relacion, medios hermanos, y hermanos completos.

En los organismos silvestres, el 97.56% de las parejas formadas pertenecian a la
categoria sin relacion genética (840 parejas), con un valor promedio del coeficiente
ry, de 0.010 + 0.039; mientras que el 2.44% de las parejas restantes pertenecian
a la categoria medios hermanos (21 parejas), con un valor promedio del
coeficiente ry, de 0.090 + 0.010; no encontrandose ninguna pareja en la categoria

hermanos completos (Figura 15).
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Figura 15. Distribucion de los valores del coeficiente de relacion genética ry, en las tres
categorias de relacion genética, en la poblacién de organismos silvestres: sin relacion,
medios hermanos, y hermanos completos.
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Tabla 12. Principales parejas formadas en el andlisis de parentesco dentro de la poblacion de reproductores
F1, indicando el grado de relacién genética entre individuos: organismos no relacionados (U), medios
hermanos (HS) y hermanos completos (FS). Solo se muestra los resultados para los cruces entre hembras

(H) y machos (M).

M M MHMHMMHMMHMHMMHMMMUHMH M
43 97 94 59 78 34 14 75 28 25 3 45 98 96 19 68 51 44 90 8 9 33 71 19
M 94 u u u u HS u u u u
H 59 HS U U HS HS FS u u u u U u u u u U Uu U u
M 81 U FS u u u u u u U
M 77 U u u U U u u U U
M 64 U HS u U U u u U U
H 9 FS FS HS
H 66 HS U U u u u u u u u U u u u u U Uu U u
H 12 U HS HS u u u u u u u U u u u u U Uu U U
M 97 U u u u u u u U U
H 34 U FS U U U HS u u u u u u u u u U Uu U U
M 97 FS u u u u u u u U
M 80 HS u u u u u u u u
M 44 FS u u u u u u u u
M 91 HS u u u u u u u U
M 19 HS u u u u u u U U
H 52 U U U u u u u U HS FS U u U Hs Uu U Fs FS u
M 14 u u u u u FS u u U
H % U U U FS FS FS u u u u U u u u u U U FS FS
H 34 U U U Uu Fs U HS HS HS u U u FS U u U U u u
M 78 u FS u u u HS u u U
M 14 U HS u u u u u u U
M 7 U HS u u u u u u U
M 90 u HS u u FS u u HS u
M 32 u u u HS u u u u u
H 29 U U U u U u u u FS U u u u U U U U
H 52 U U U u u u u u u Uu HS u u U Uu U u
H 89 U U U u u u u u u u U u U Hs u U Uu U U
H % U U U u u u u U HS u U u u u u U Uu U U
M 17 u u u u HS u FS u U
M 49 U u u U HS u FS U U
M 63 U u u U U u FS U U
H 1 u U u u u u u u u u U u u u HS HS HS U U
M 21 HS
M 56 u u u u u u u u HS
H 45 U U U u U u u u u u Uu u u u u U U U HS
H 51 U U U u U u u u U U u u HS

La tabla completa para todas las parejas posibles se pude observar en el Anexo
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5.2.9.

Estadisticos - F

El indice de fijacion (Fst) presentd un valor de 0,024 (P > 0.001), indicando que
solo alrededor de un 2.4% de las diferencias genéticas observadas se deberian a
variacion interpoblacional, por lo que un 97.6% de la varianza en las frecuencias

alélicas se deberian a la variacién genética intrapoblacional.

Referente al valor del coeficiente general de consanguinidad Fir, presentd un valor
de 0.241, indicando que la homocigosis fue un 24.1% mayor a lo que lo que se
esperaria en una poblacion ideal, con reproduccién panmictica, y con las mismas
frecuencias alélicas. De manera similar, el indice de endogamia (o Fis) present6
un valor positivo, indicando una deficiencia de heterocigotos en las dos
poblaciones, diferente a lo que se esperaria en poblaciones con apareamiento al

azar dado las frecuencias alélicas de cada poblacién (Tabla 13).

Finalmente, ningln valor en los estadisticos-F, mostraron diferencias significativas
entre las poblaciones silvestres y la poblacién del hatchery (P >= 0.001), indicando

gue las dos poblaciones eran genéticamente similares.

Tabla 13. Valores promedios para Fst, Fst maximo y Fir, calculados entre ambas
poblaciones asi como el nivel de significancia encontrado.

F-estadisticos Valor P(rand >= data)
Fst 0.024 0.001
Frr 0.241 0.001
Fis 0.059 0.001

Probabilidad, P (rand >= data), para Fsr, Fis y Fir se basa en la permutacion de
serie en toda la serie completa de datos.

5.2.10. Analisis molecular de varianza (AMOVA)

La Tabla 14 presenta los resultados del AMOVA, en base ala entrada binaria como
matriz de distancia para el calculo de PhiPT (una medida que facilita la
comparacion entre dos codominantes). El valor de las distancias genéticas para
PhiPT (por parejas) fue de 0.029, indicando que la mayoria de diversidad genética
se encontraba dentro de las poblaciones (97%), mientras que la variabilidad entre
poblaciones fue de solo un 3% (Figura 16). Estos valores indican que las
poblaciones eran estadisticamente similares (P > 0.001) respecto a los niveles de
diversidad genética observada, concordando con los valores de los F- estadisticos

descritos anteriormente.

56



Se presenta también el nivel de significancia para el célculo de PhiPT, el cual
demuestra que no existen diferencias significativas en los niveles de diversidad
genética entre la poblaciéon silvestre y la poblacion del hatchery [P >= 0.001]
(Tabla 14).

Tabla 14. Resumen del analisis molecular de varianza (AMOVA), enfrentando los niveles
de variacion interpoblacional e intrapoblacional, entre los organismos F1 y silvestres.

df SS MS Est. Var. %
Entre poblaciones 1 6.050 6.050 0.071 3%
Dentro de las 110 257.486 2.341 2.341 97%
poblaciones
Total 111 236.536 2411 100%

df: grados de libertad, SS suma de cuadrados dentro de los grupos, MS la media de
cuadrados dentro de los grupos.

Tabla 15. Nivel de significancia en base a la entrada binaria como matriz de distancia para
el célculo de PhiPT.

Value P(rand >= data)
PhiPT 0.029 0.001
PhiPT max 0.057
Phi'PT 0.517

Porcentaje de Variacion Molecular

Among Pops

3y

Figura 16. Porcentaje de variancia molecular entre la poblacion silvestre y del Hatchery, y
porcentaje de variacion dentro de las dos poblaciones estudiadas.

La Figura 16 muestra el porcentaje de variacién entre las dos poblaciones, las
cuales solo presentan un porcentaje de variacion del 3%, mientras que el 97% de

variacion restante, se encuentra distribuido dentro de las poblaciones.
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6. DISCUSION

Como una alternativa a la aproximacion del desarrollo de marcadores de novo, se han
desarrollado trabajos especificos dedicados solo al andlisis de amplificacién cruzada. En este
estudio, el 71.43% de amplificacién positiva observado en las dos poblaciones estudiadas fue
similar al reportado entre familias del orden pleuronectiformes. En este orden, Shao et al. (2009)
encontraron a partir de loci microsatélites desarrollados para P. dentatus, porcentajes elevados
de transferibilidad entre especies dentro del mismo género, entre un 75, 100 y 83% de
transferibilidad para P. olivaceus, P. lethostigma y Scophtalmus maximus, respectivamente.
Asimismo, Ding et al. (2009) encontraron un 90% de transferibilidad desde loci microsatélites de
H. hippoglossus en cinco especies relacionadas. Los resultados demuestran el alto nivel de
conservacion de las secuencias nucleotidicas en las regiones flanqueantes de los loci
microsatélites entre especies filogenéticamente cercanas, y por lo tanto, su aplicacion en el

establecimiento de estrategias moleculares.

Asimismo, diversos trabajos han demostrado también la aplicacion de marcadores microsatélites
entre diferentes géneros. Por ejemplo, Zhao et al. (2009) evaluaron el grado de amplificacion
cruzada de loci microsatélites de Epinephelus awoara en E. septemfasciatus y Centropristis
striat; Ma et al. (2011) seleccionaron 244 marcadores microsatélites polimérficos para Verasper
moseri y V. variatigus a partir de 182 marcadores de H. hippoglossus y 62 marcadores de P.
olivaceus; mientras que Cuveliers et al. (2012) y Diaz et al. (2012) utilizaron loci microsatélites
de Solea senegalensis en S. solea. Estos trabajos, junto con los mencionados en el parrafo
anterior, no solo demostraron que los microsatélites pueden utilizarse entre diferentes especies,
también demostraron que los loci evaluados mediante amplificacién cruzada, pueden revelar casi
el mismo nivel de polimorfismo que el observado en la especie para la que originalmente fueron

desarrollados.

En este estudio, de los diez marcadores con amplificacion positiva, cinco se utilizaron en los
analisis de diversidad genética, encontrandose que todos son altamente polimoérficos (Tabla 9 y
10), coincidiendo con los resultados obtenidos con los mismos loci, en analisis de diversidad
genética para la especie Paralichthys olivaceus, a partir del cual fueron obtenidos. Por ejemplo,
Sekino & Hara (2001) y Sekino & Hara (2000) encontraron que los loci Po35 y Po91 albergaban
mas de 20 alelos, y Kim et al. (2009) encontré que el locus KOP45 albergaba un promedio de 24
alelos. Resultados similares al nimero de alelos encontrado en las dos poblaciones estudiadas.
Por otro lado, para los loci Poli9TUF y Poli28 TUF, Coimbra (2001) reporta un nimero de alelos
de 26, resultados que sdélo son similares a lo encontrado en la poblacion de organismos
silvestres, lo que podria indicar una reduccién de alelos en la poblacion de reproductores F1 de

cultivo.

58



Si bien el desconocimiento del origen de los organismos de cultivo F1 hace imposible valorar con
exactitud la magnitud de una reduccion de la variabilidad genética respecto a su poblacion de
origen, a partir de estos resultados se puede inferir que después de un proceso de reproduccién
y seleccién artificial, se produce una disminucién de la variabilidad genética, en términos del
namero de alelos en la primera generacion de organismos manejados en cautividad (Tabla 8).
Esta asuncion es respaldada por la tasa de pérdida de alelos encontrada en la primera
generacion de poblaciones de cultivo de Salmo salar, en donde Verspoor (1998) encontr6 un
12% menos de alelos que el hallado en la poblacion silvestre; y donde Koljonen et al. (2002)

encontraron una tasa de pérdida de alelos de un 4,7% por generacion.

Por otro lado, el test exacto de desviacion del Equilibrio Hardy Weinberg (EHW), que arrojé p-
values significativos (Tabla 7), indicoé que el niUmero total de marcadores en ambas poblaciones
se encontraban en desequilibrio genético. En la poblacién, F1 la desviacién del EHW es
consistente con lo indicado por Thingsgard (2001), quien sefiala que es poco probable que
poblaciones sometidas a seleccion se encuentren en equilibrio. Asimismo, estos resultados son
similares a lo encontrado en poblaciones de cultivo de P. olivaceus (Sekino et al., 2002a) y
Cyprinus carpio (Dayu et al., 2007; Hulak et al., 2010), donde un apareamiento selectivo positivo
(entre los mismos genotipos o fenotipos similares) puede explicar parcialmente el desequilibrio
observado. Diversos autores sefialan también a factores como la endogamia, o la utilizacion de
un bajo nimero de reproductores, como las posibles causas de la falta de equilibrio que puede
atribuirse a la poblacion en estudio (Barahona, 2014; Hulak et al., 2010; Caldero et al., 2009;
Sekino & Hara, 2001).

Referente a la desviacion del equilibrio Hardy Weinberg en la poblacion silvestre, debido a que
es una poblacion natural, el desequilibrio genético encontrado puede ser el resultado de
apareamiento fenotipico selectivo, procesos ecoldgicos, alelos nulos, o una mezcla fisica de
poblaciones con diferentes frecuencias alélicas (efecto Wahlund) (Sahyoun et al., 2016; Karlsson
& Mork, 2005). Dentro de estas asunciones, la hipétesis de una posible endogamia puede ser
descartada, debido a que la endogamia debe mostrar un déficit de heterocigotos a través de
todos los loci polimérficos, un patron no encontrado en este estudio (Figura 11) (Sahyoun et al.,
2016).

Ademas, en una posible endogamia la poblacion tendria que haber pasado por una reduccion en
el tamafio efectivo de la poblacion al punto que la endogamia se haya vuelto significativa, caso
improbable, a menos que pueda demostrarse que hubo un fuerte apareamiento selectivo (Horau
etal., 2002). En una segunda hipétesis, en un proceso ecoldgico, tendrian que existir poblaciones
grandes que estuvieron histéricamente en contacto y que actualmente se encuentran aisladas,
las cuales estarian fijadas para distintos alelos en el equilibrio, pero el tiempo requerido para

aproximarse a ese equilibrio podria ser mayor a la edad de la mayoria de estos organismos. Esto
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también podria ocurrir si los sitios muestreados han sido recientemente colonizados y por lo tanto

las poblaciones todavia no estarian en equilibrio (Eguiarte, 2007).

En una siguiente explicacion para el desequilibrio genético encontrado, la presencia de alelos
nulos seria una de las causas mas probables. Aunque estos resultados son contrarios a los
estudios previos realizados con los mismo loci en la especie P. olivaceus, en donde estos loci no
mostraron deficiencia de heterocigotos (por el contrario, mostraron un nivel de heterocigosidad
moderadamente alto, entre 0.76 — 0.95; Sekino & Hara, 2000, Sekino & Hara, 2001; Coimbra et
al., 2001); las frecuencias de alelos nulos encontradas en este estudio, superiores a 0.2 (Tabla
8), pudieron causar probabilidades de exclusion mucho mas altas que las verdaderas
estimaciones (sin la presencia de alelos nulos), obteniendo como resultado un genotipo
aparentemente incompatible con la clasica herencia mendeliana (Dakin & Avise, 2004; Glaubitz
et al., 2001; Callen et al., 1993).

A pesar de que los resultados sugieren la presencia de alelos nulos, es poco probable pensar
que los alelos nulos son la Unica causa de la desviacion del equilibrio Hardy Weinberg en la
poblacion silvestre (Ruzzante et al., 1996). Sin embargo, al no contar con el tamafio de muestra
adecuado, no se pueden realizar conclusiones o inferencias acerca de la existencia de otras
posibles causas, como un posible efecto Wahlund en la poblacién de organismos silvestres
estudiada, debido a que se requiere un minimo de 25 organismos por poblacion silvestre
estudiada (Vila Vila, Morro Sama, Gramita y Culebras) para obtener la mayoria de alelos
informativos a frecuencias que reflejen los de la poblacion total, y realizar conclusiones en cada

poblacion silvestre estudiada (Hale et al., 2012).

Coincidente con la falta de EHW en ambas poblaciones, en relacién al nivel de heterocigosidad,
las poblaciones estudiadas presentaron niveles moderados sin variaciones significativas (Figura
11), los cuales, contrario a los resultados de polimorfismo, mostraron una conservacion de la
variabilidad genética en términos de heterocigosidad en la primera generacion de P. adspersus.
Este resultado es similar al reportado por Norris et al. (1999) y Coughlan et al. (1998), quienes a
pesar de encontrar una disminucién significativa de la variabilidad genética en términos de
diversidad alélica, en una poblaciéon de cultivo de Salmo salar y Scophthalmus maximus,
respectivamente, no encontraron una disminucion significativa en términos de heterocigosidad.
Es importante resaltar también, que aunque los resultados de este estudio no difirieron
significativamente, se pudo observar que la poblacién F1 presentaba un 8.29% menos de

heterocigosidad observada que lo encontrado en los organismos silvestres.

Este valor menor de heterocigosidad en la poblacién de cultivo debe tomarse en cuenta, debido
a que puede significar una reduccién en los niveles de diversidad genética, dado que este
parametro es interpretado como sinénimo de diversidad, y es el resultado de respuestas

inmediatas a la seleccion (Neel & Ellstrand, 2003). Una disminucion en los valores de
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heterocigosidad ha sido atribuido principalmente a un efecto fundador durante el proceso de
domesticacion, en donde un stock reproductor solo esta representado por pocos individuos
tomados de la naturaleza (Wang et al., 2012). Ejemplos de una disminucién en los niveles de
heterocigosidad en poblaciones cultivadas son los resultados obtenidos por Loukovitis et al.
(2015), quienes encontraron un 19.05% menos de Ho en poblaciones de Dicentrarchus labrax;
asimismo, Sekino et al. (2002a, b) observaron reducciones de Ho de un 21% en las poblaciones

de cultivo de P. olivaceus.

Estos resultados coinciden con lo descrito por Pinsky & Palumbi (2014), quienes indican que las
poblaciones de peces sometidos a cultivo poseen aproximadamente un 2% menos de
heterocigosidad observada. Igualmente, Reed & Frankham (2003) y Sekino et al. (2002a)
sefialan que los organismos de cultivo llegan con una tasa de pérdida de heterocigotos de 1/2Ne
por generacion, que corresponde a una tasa de pérdida de heterocigotos promedio de un 1.4%
por generacion (Koljonen et al., 2002). Los F-estadisticos Fir y Fis, también reflejaron un leve
aumento en el nivel de homocigosis. Para el coeficiente general de consanguinidad (Fir), ambas
poblaciones presentaron en promedio un 24.1% mas de homocigotos que lo que se esperaria, si

las poblaciones estuvieran en equilibrio genético.

Estos valores, en conjunto con el valor del indice de endogamia (Tabla 13), indicaron un aumento
en la homocigosis total, que para la poblaciéon de cultivo puede significar una baja tasa de
recombinacion eficaz entre sitios polimérficos (Charlesworth & Wright, 2001); mientras que para
las poblaciones silvestres, estos valores se deberian a la presencia de alelos nulos en
frecuencias superiores a 0.20 (mencionado en parrafos anteriores). No obstante, los valores de
heterocigosidad tienen la desventaja de ser relativamente insensibles al numero real de
diferentes genotipos por locus, y a los cambios genéticos sustanciales que pueden ocurrir en las
poblaciones cultivadas dentro de las primeras generaciones de cultivo; lo que podria conducir a
desviaciones en las conclusiones generales de diversidad (Greenbaum et al., 2014; Hedgecock
& Sly, 1990; Allendorf, 1986).

Por esta razoén, la riqueza alélica es uno de los pardmetros complementarios en los analisis de
diversidad genética, y uno de los mejores predictores de diversidad y adaptacion a largo plazo
(Caballero & Garcia, 2013); siendo el parametro mas sensible a eventos fundadores seguido por
expansiones poblaciones, debido a que no tiene en cuenta la frecuencia de cada alelo, sélo su
presencia (Allendorf et al., 2014; Greenbaum et al., 2014; Hundertmark & Van Daele, 2010). Asi
entonces, la disminucion significativa en términos de riqueza alélica observada en la poblacion
F1 (Tabla 11) puede atribuirse a un leve efecto fundador en los padres de los organismos F1
evaluados (Greenbaum et al., 2014; Xiao, 2009; Hindara et al.,, 2006), demostrando la
importancia de este parametro para detectar pequefias variaciones de diversidad genética, en
comparacion con los resultados obtenidos con los niveles de heterocigosidad.
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La disminucién en los niveles de riqueza alélica presentada en la primera generacion de P.
adspersus es de especial consideracion, debido a que podria indicar una reduccion en las
caracteristicas de adaptabilidad futura, considerada como una de las mas importantes, dada la
continua necesidad de adaptacion de las especies (Pinsky & Palumbi, 2014). Una reduccion en
las caracteristicas de adaptabilidad se explica, debido a que los parametros utilizados en este
estudio (que miden heredabilidades, heterocigosidad, y el tamafio de la poblacién) son capaces
de explicar entre un 15 y 20% de la variacion relacionada con caracteristicas de adaptabilidad
(Reed & Frankham, 2003). Asi, una reduccion en los parametros evaluados, conllevaria a una
reduccién en las caracteristicas de adaptabilidad, las cuales normalmente, son el resultado de

niveles elevados de endogamia y deriva genética (Pekkala et al., 2014).

Respecto al parametro de frecuencias alélicas, éste debe tomarse en cuenta, debido a que la
magnitud de la reduccién de la variabilidad depende de la frecuencia inicial de los alelos (Innan
& Kim, 2004). Dentro de este parametro, la determinacion de pérdida de alelos raros también es
importante, debido a que la extincion total de cualquier alelo es considerada mas nociva que una
reduccién general de la heterocigosidad, cuyos valores pueden cambiarse rapidamente, ya sea
por seleccion o deriva genética, mientras que la pérdida completa de un alelo representa una
pérdida permanente (Evans et al., 2004; Vuorinen, 1984; Fred & et al., 1980). En este estudio, la
dispersion de las frecuencias alélicas coincidié con las frecuencias alélicas esperadas (las
dispersiones en forma de L), que consisten en la presencia de muchos alelos raros y pocos alelos

comunes [Figura 9] (Greenbaum et al., 2014; Ewens, 1972; Thomson et al., 2008).

En este estudio, el 15.82% menos de alelos raros en la poblacion F1, en comparacién con lo
encontrado en los organismos silvestres, puede ser causa de un leve efecto fundador en los
padres de los organismos F1 evaluados, debido a que los alelos raros son los mas susceptibles
a la pérdida después de este evento; respaldando los resultados encontrados con el pardmetro
de riqueza alélica (Evans et al. 2004; Norris et al., 1999; Allendorf, 1986). Ejemplos de la pérdida
de alelos raros en poblaciones de cultivo, son los trabajos realizados por Alarcon et al. (2004) y
Wang et al. (2007), en donde la pérdida de alelos raros sin una reduccion notable en la
heterocigosidad, es un indicativo de un efecto fundador. En las poblaciones de cultivo, la pérdida
de alelos raros puede producir un dafio irreversible en el pool genético de la poblacién,

previniendo futuras mejoras via seleccion (Zeinab et al., 2014, Tave 1999)

Referente a la estructuracion genética de las poblaciones, para evaluar este parametro, Wright
en 1951, introdujo el indice de fijacion (Fst) como uno de tres parametros interrelacionados para
describir la estructuracion genética en organismos diploides. Asi, si el valor del indice de fijacién
es pequefio, significa que las frecuencias alélicas dentro de cada poblacion son similares
(Holsinger & Weir, 2009). En este estudio, el valor del indice de fijacion, de 0.024, y el valor de

las distancias genéticas para PhiPT de 0.029, indicaron que las poblaciones se encontraban
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moderadamente diferenciadas, y que la mayoria de la diversidad genética se encontraria dentro
de las poblaciones (Hartl & Clark, 2007).

Valores cercanos a los resultados de Fsr encontrados, son similares principalmente a los
resultados de comparaciones entre dos poblaciones silvestres, hecho que muestra una
conservacion de la diversidad genética en la primera generacion de P. adspersus. Por ejemplo,
An et al. (2011) y Liu et al. (2010) encontraron valores de Fst entre 0.0083 y 0.013,
respectivamente, cuando realizaron comparaciones entre poblaciones silvestres con un elevado
flujo génico; mientras que Coughlan et al. (1998) encontraron un Fsr no significativo de 0.024,
entre poblaciones silvestres y de cultivo de Scophthalmus maximus, debido a que la poblacion
de cultivo y silvestre poseian niveles moderados de heterocigosidad observada (>0.66); valores
de heterocigosidad similares a los resultados de Horau et al. (2002) en la platija (Pleuronectes

platessa) y a lo encontrado en las poblaciones de este estudio (Figura 11).

Para explicar estos resultados, Tang et al. (2013) mencionan que una similitud entre una
poblacion de cultivo respecto a una poblacion silvestre, se deberia al nimero grande de
individuos evaluados que constituye la poblacién base en el centro de cultivo. Este hecho es
importante, debido a que ayudaré en el futuro a evitar un aumento en el coeficiente de endogamia
en las generaciones subsiguientes. Asimismo, esta similitud genética reafirma el grado de
conservacion de variabilidad genética en la primera generacion de P. adspersus, inferida con los
resultados de heterocigosidad; constituyéndose, en un lote de reproductores eficiente para la
produccion de las futuras generaciones de P. adspersus. Ademas, juntos, estos resultados hacen
inferir que si bien después de una primera generacién de organismos se produce una
considerable pérdida de diversidad alélica, también es posible mantener un nivel de

heterocigosidad cercano al valor inicial.

A pesar de que estos resultados son alentadores, es importante tener en cuenta que existe una
correlacién negativa entre la variabilidad de los loci microsatélite y la magnitud de la estimacién
del Fst (O'Reilly et al., 2009). Por ejemplo, O’Reilly et al. (2009) demostré que la deteccion de
bajos niveles de divergencia genética neutral en poblaciones grandes puede ser limitada por las
caracteristicas mutacionales de loci microsatélites altamente polimérficos. Esta observacion es
cualitativamente similar a lo reportado por Olsen et al. (2004), donde microsatélites
moderadamente polimérficos (HS < 0.60) proveian estimaciones mas altas de Fst que aquellos
microsatélites altamente polimoérficos (HS > 0.84). Si bien los altos niveles de polimorfismo
mostrado por los loci microsatélites hacen de ellos unos marcadores prometedores, todavia
implican limitaciones en su poder de resolucidn, y cautela, para inferir pardmetros poblacionales

como estructuracion genética (O’'Reilly et al., 2009).

Referente al parametro de relacion genética, este parametro es necesario para calcular las

medidas moleculares de coancestria, sobre las cuales se establecera una seleccion efectiva de
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los organismos destinados a la reproduccion (Estoup et al., 1998). En este estudio fue posible
reconstruir el pedigri de la poblacion F1 estudiada, debido a que los marcadores microsatélites
poseian una alta diversidad (Ho > 0.6) (Aykanat et al., 2014; Costa et al., 2012), lo que ayudé a
revelar que ambas poblaciones presentaban porcentajes elevados de parejas en la categoria sin
relacion genética (Figura 13). Estos resultados pudieron obtenerse, debido a que la técnica de
reconstruccién parental utilizé los genotipos de la descendencia en familias de medios hermanos
o hermanos completos, en donde todos los descendientes compartiran al menos un padre, y en
donde el genotipo del padre compartido puedo ser reconstruido identificando un par de alelos,

para lo cual, cada hijo debié heredar al menos uno de ellos (Jones et al., 2010).

Si bien los resultados de relacion genética reafirman el elevado grado de diversidad dentro de la
primera generacién de P. adspersus, es necesario tener en cuenta el riesgo que implica el disefio
de cruzamientos sin ninguna metodologia, debido a que pueden seleccionarse individuos
altamente relacionados para formar una nueva poblacién en los centros de cultivo, aumentando
los niveles de endogamia y depresidén consanguinea (Borrell et al., 2006). Sin embargo, para la
poblacion de reproductores F1 de cultivo evaluada, la informacion generada (Tabla 12, Anexo )
permitira el disefio de un sistema reproductivo eficiente, que tendra como objetivo principal evitar
apareamientos entre hermanos, y minimizar el nivel de endogamia en las futuras generaciones
(Sekino et al., 2004).

Es importante indicar también, que aunque estos resultados son alentadores, el grado de
confianza de los andlisis de relacion genética en este estudio (con cinco loci microsatélites), tiene
un nivel de confianza del 75%, el cual podria elevarse en un analisis posterior, con el uso de 12
loci microsatélites, con los cuales el nivel de confianza permaneceria relativamente constante
(Wagner et al., 2006). A pesar de esta acotacién, para los estudios de parentesco en peces,
diversos investigadores reportan resultados con el uso de cuatro hasta 11 loci microsatélites
(Hara & Sekino, 2003; Sekino et al., 2004; Shikano, 2008; Blonk et al., 2010; Sawayama &
Takagi, 2016), de entre los cuales, Hara & Sekino (2003) resaltan que la relacién entre padre e
hijo puede determinarse inequivocamente con el uso de solo cuatro loci microsatélites altamente

polimérficos.

Finalmente, la necesidad de conservar la diversidad genética en los organismos de cultivo se
basa en dos argumentos principales: la necesidad de la diversidad genética para que la evolucion
se produzca, y la relacion esperada entre la heterocigosidad y la aptitud reproductiva (Reed &
Frankham, 2003). En este contexto, diferentes autores han estimado el numero efectivo de
organismos necesario para que la diversidad genética permanezca estable (Ne). Autores como
Aho et al. (2006) sefialan que con un Ne de 50 organismos, la heterocigosidad disminuiria solo
en un 14%. De modo similar, FAO (2009a) sefiala que para los acuicultores comerciales grandes

y para aquellos que dirigen programas de cria selectiva, la meta de salvar alelos con una
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frecuencia igual a 0,05 podria lograrse con un Ne de 59 organismos, con un 95% de probabilidad
para 20 generaciones (FAQO, 1980; Fred & Phelps, 1980).

Por otro lado, Greenbaum et al. (2014) recomiendan establecer una meta genética del 95% de
presencia alélica, que se interpreta como la "minima riqueza alélica conservada con un 95% de
confianza", que podria ser aplicado en los programas de gestién o en las evaluaciones genéticas.
Asimismo, Bouza et al. (2008) y Coughlan et al. (1998) mencionan que el establecimiento de los
hatcheries deberia darse bajo asesoramiento genético, maximizando la diversidad genética,
minimizando los cruces consanguineos y preservando la integridad evolutiva, haciendo énfasis
en un buen manejo de reproductores, especialmente en términos del uso adecuado del nimero
de padres efectivos. Por ejemplo, Segovia et al. (2016) mencionan que cada reproductor podria
reemplazarse en cada nuevo lote de juveniles, para que en lotes sucesivos, derivados de

diferentes reproductores, aumente el Ne total.

Asi también, una alternativa para los métodos convencionales, es la identificacion de marcadores
genéticos asociados a loci que controlan caracteristicas cuantitativas de importancia econémica
(QTLs), que permitiria seleccionar organismos desde edades muy tempranas sin la necesidad
de pruebas de deteccidn fenotipica (Coimbra et al., 2001). El principal objetivo de la identificacion
de QTLs es conocer el control genético de estos rasgos y utilizarlos en la seleccion asistida por
marcador (MAS) para mejorar genéticamente los rasgos que no pueden ser medidos en los
propios candidatos a reproductores, como la resistencia a enfermedades (Laghari et al., 2014;
Yafiez et al., 2012).

Mientras que Yokota et al. (2003), dentro de sus cinco propuestas diferentes para evitar la
pérdida de variabilidad genética, mencionan que los reproductores machos deberian de ser
recogidos al azar de la naturaleza, mientras que las reproductoras hembras deberian de ser
obtenidas del propio cultivo (descendientes de los peces fundadores), evitando la reproduccion
artificial con los organismos machos derivados de cultivo. Esta recomendacion es respaldada
por los trabajos de Bickley et al. (2013) y Zajitschek & Brooksa (2010), quienes demostraron que
la endogamia afecta principalmente a las caracteristicas reproductivas masculinas. Zajitschek &
Brooksa (2010), en especial, demostré que los peces machos endogamicos de Poecilia reticulate
muestran una caida mucho mas fuerte en la produccion del nimero de espermatozoides, en

comparacion con organismos silvestres.

Por Gltimo, es importante mencionar que contrario al objetivo de la biologia de la conservacion,
la pérdida de diversidad alélica dentro de las poblaciones del hatchery, en si mismo, no es
problema para laindustria (Evans et al., 2004). La preocupacién para laindustria es que el declive
de la variacion de marcadores neutrales puede ocasionar la pérdida de variaciéon en las
caracteristicas comerciales importantes, tales como la tasa de crecimiento, y resistencia a las

enfermedades (Vuorinen, 1984; FAO, 2009a). Salvar alelos raros no es tan importante para el
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cultivo de peces comestibles, debido a que si los alelos raros mejoran su viabilidad, crecimiento,

y otras variedades de cultivo, la domesticacion incrementara su frecuencia (FAO, 2009a).

Sin embargo, la pérdida de variabilidad genética implica un riesgo ambiental si los peces de la
poblacion del hatchery escapan o son liberados hacia areas naturales del mar. Si esto sucediera,
podrian posiblemente amenazar a los acervos genéticos adaptados localmente e impactar
genéticamente en los recursos naturales de una determinada especie (Liu et al., 2005a). Se ha
demostrado que cuando a un niimero grande de peces cultivados, a partir de un grupo pequefio
de reproductores, se les permite aparearse con individuos silvestres, se puede afectar
directamente el potencial reproductivo de los peces silvestres (Araki & Schmid, 2010). Por
ejemplo en los salménidos, uno de los taxa mas antiguos e importantes de la acuicultura en el
mundo, se sabe que la hibridacion e introgresion entre peces cultivados y silvestres, puede

contribuir a una disminucion en la aptitud de sus descendientes silvestres (Segovia et al., 2016).

En conjunto, la informacién mencionada permite entender la importancia del monitoreo de la
estructura del pedigri en los centros de cultivo, el cual debe ser entendido como una rutina en
las practicas del hatchery, en donde un pedigri basado en marcadores microsatélites, puede
proveer el camino mas eficiente para alcanzar este propdsito (Sekino et al., 2003; Sekino & Hara,
2001).
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7. CONCLUSIONES

Se identificaron diez marcadores microsatélites en la especie Paralichthys adspersus, a
partir de microsatélites desarrollados para la especie Paralichthys olivaceus,
demostrando el alto grado de transferibilidad de los marcadores microsatélites entre

especies filogenéticamente cercanas.

La poblacion F1 y las poblaciones silvestres de Paralichthys adspersus presentaron
desviacion para el Test exacto del equilibrio Hardy Weinberg, indicando presencia de
apareamiento selectivo positivo en la poblacion de cultivo F1 y un exceso de

homocigotos en las poblaciones silvestres.

Se detectd la presencia de alelos nulos en los cinco loci analizados, en la poblacion F1
y las poblaciones silvestres de P. adspersus, lo que pudo contribuir al desequilibrio

genético observado en ambas poblaciones.

Los pardmetros que caracterizan las variaciones genéticas en la poblacién F1 y la
poblacién silvestre de P. adspersus mostraron un elevado polimorfismo, indicando que
ambas poblaciones poseian un alto nivel de variabilidad genética, y mostrando a la
poblaciéon de cultivo F1 en un lote de reproductores eficiente para la produccién de las

fututas generaciones de P. adspersus.

No se encontraron diferencias significativas entre la heterocigosidad esperada y
observada en la poblacion F1 y las poblaciones silvestres, demostrandose una
conservacion de la variabilidad genética en términos de heterocigosidad en la primera

generacion de P. adspersus de cultivo.

El coeficiente general de consanguinidad y el indice de endogamia mostraron una
deficiencia de heterocigotos en la poblacién F1 y la poblacion silvestre de P. adspersus,

indicando un aumento en la homocigosis total para ambas poblaciones.

El grado de diferenciacion genética entre en la poblacion F1 y la poblacion silvestre de
P. adspersus mostré que las poblaciones eran genéticamente parecidas, demostrando
una conservacion de la variabilidad genética en la en la primera generacién de P.

adspersus de cultivo.

No se encontraron diferencias significativas de variabilidad genética entre la poblacion
F1 y la poblacién silvestre de P. adspersus. Resultado positivo para la empresa debido
a que demuestra una amplia diversidad genética, equivalente a lo que se encontraria en

una poblacién silvestre, en su plantel de reproductores.
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Los valores promedios del coeficiente de relacién r, en ambas poblaciones indicaron que
la mayoria de organismos dentro de cada poblacion presentaban un bajo grado de
parentesco genético, demostrando nuevamente una conservacion de la diversidad

genética en la primera generacion de P. adspersus.

Los organismos destinado a la reproduccion, que conforman la poblacién F1, podran ser
seleccionados de acuerdo a su grado de parentesco, lo que evitara que se seleccionen
organismos estrechamente emparentados y por lo tanto aumentar el nivel de endogamia

en las futuras generaciones.

De la conclusién anterior se desprende que la poblacion F1, que corresponde al plantel
de reproductores de la empresa Pacific Deep Frozen, se constituye en un lote de
reproductores eficiente, el cual asegura que el nivel de endogamia en las futuras

generaciones de P. adspersus, permanezca relativamente bajo.
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8. RECOMENDACIONES

Incrementar el nimero de marcadores microsatélites a 12, lo cual incrementaria el nivel
de confianza de un 75% (con el uso de cinco marcadores) a un 90%, debido a que los
resultados obtenidos con el uso de marcadores microsatélites adicionales corroborara
aqguellos obtenidos con los marcadores utilizados previamente.

Validar los resultados con técnicas automatizadas y sensibles para la deteccion del
tamafio de los fragmentos amplificados (por ejemplo mediante un Fragment Analyzer)
para disminuir el nivel de error obtenido al utilizar geles de poliacrilamida.

Validar los resultados utilizando un marcador de ADN mitocondrial (mtADN) adicional,
debido a que si bien el uso de marcadores nucleares es una técnica poderosa para
detectar pequefias variaciones en los niveles de diversidad genética, el uso simultdneo
de mtADN y marcadores microsatélites altamente variables mejoraria significativamente
la eficacia del monitoreo de la variabilidad genética.

Incluir otras poblaciones de cultivo (como las poblaciones de cultivo del Laboratorio de
cultivo de peces marinos de IMARPE y FONDEPES) para confirmar los resultados de
una conservacion de la variabilidad genética, en términos de heterocigosidad, en una
primera generacion de organismos de cultivo.

Incluir el estudio de poblaciones silvestres a través de su rango de distribucién, con un
numero adecuado de muestras para cada una de ellas, para determinar su estructura
genética poblacional y los posibles fendmenos que podrian estar alterando esta
estructura.

La ultima recomendacién esta vinculada directamente con la empresa, recomendandose
el uso de la Tabla 12 de relacidn de parentesco, generada en este estudio, para que la
seleccion futura de los organismos destinados a la reproduccion se realice de una
manera eficaz, seleccionando aquellos organismos que no se encuentren relacionados
genéticamente y por lo tanto, manteniendo la diversidad genética en las generaciones

subsiguientes.
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10. ANEXO |

Matriz de relaciones genéticas en la poblacién F1 a partir de los resultados del coeficiente de
relacion r,,. Esta matriz muestra las relaciones entre cada par de individuos que tiene la
probabilidad mas alta entre las cuatro siguientes relaciones: U: sin relacién, HS: medios

hermanos, FS: hermanos completos, PO: padre-hijo

M M M M M He(r:;’ra M M M H

55 39 25 77 88 12 43 97 94 59
M 3 -
M 55 u ;
M 39 Fs s -
M 25 U -
Mo 77 u u -
M 88 U FS  Hs ;
Ho 12 u HS U U Hs u ;
M 43 Fs S FS U u u u ;
M 97 u u U U Fs v I = ;
M 94 u u U U Hs u Fs Fs ;
H 59 u u U U Hs u HS  HS ;
M 8l u u U U Fs u u u Fs
M 98 u u U U u u u u u u u
M 54 u u U U Hs u u u u u u
M 78 u u U U u u u u u s N
M 57 u u U U u u u u u u u
M 62 u u U U u u u u u u u
M 85 u s U U u u u Fs u u u
M 14 u u U U u u u Fs Fs v S
Mo 22 u u U U u u u u u u
M 15 u u U U u u u u u u
H o 34 u vou v IR v Fs v Il s ks
H o 28 u u U U u u u u u u
M 70 u u U U u u u u Hs u u
M7 u u U U u u u u Fs  Hs | HS
M 69 u u U U u u u u u u u
M 68 u u U U u u u u u u u
M 75 u U U FS  HS u u u u u u
M 80 u s F U u u Hs u u u u
Mo 32 s Uu U u u u Fs u u u
M 99 u u U U u u u u u u u
M 6l u u U U u u u u u u u
M 100 u u U U u u u u u u u
M2 u u U U Fs u u u u u u
M 87 u u U U Hs u u u u u u
M 65 u u U U u u u u u u
Mo 17 u u U U u u u u u u
M 49 u u U U u u u u u u
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