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RESUMEN

Se estim6 la variabilidad genética de cuatro poblaciones de camarén blanco (Litopenacus vannamei)
de la costa Pacifica del departamento de Narifio (regién de Tumaco), mediante el marcador genético
RAPD a partir de cuatro iniciadores. Se seleccioné tres poblaciones naturales (Salahonda, Curay y La
Ensenada de Tumaco), ademds de una poblacién de cultivo (La Carbonera). Los resultados mostraron
un numero de alelos diferentes (Na) entre 1,013 y 1,178 con porcentajes de polimorfismo entre 49,04%
y 55,41%. Los valores de Gst y ®pr indican que existen diferencias genéticas entre las poblaciones
estudiadas. El andlisis de ®pr entre pares de poblaciones y las distancias genéticas de Nei mostraron
que la poblacién que presentd mayor diferenciacion genética fue la poblacidn de cultivo de La Carbo-
nera, mientras que las poblaciones mds similares fueron las poblaciones naturales de La Ensenada y
Salahonda. La poblacion de Curay presenté la mayor diferenciacion entre las poblaciones naturales. El
andlisis de varianza molecular AMOVA indic6 que la variabilidad encontrada se debe en mayor por-
centaje (58%) a las diferencias intrapoblacionales mientras que un menor porcentaje de variacion (42%)
se debe a las diferencias interpoblacionales.

Palabras clave: camarones peneidos, Litopenacus vannamei, RAPD, Tumaco
ABSTRACT

The genetic variability of four populations of white shrimp (Litopenacus vannamei) of Pacific Narifio
Department coast (Tumaco region) by the genetic marker from four RAPD primers were estimated.
Three natural populations (Salahonda, Curay, and La Ensenada de Tumaco) were selected, along with
a hatchery population (La Carbonera). The results showed a number of different alleles (Na) between
1.013 and 1.178, with polymorphism rates between 49.04% and 55.41%. Gst values and ®PT indicate
that there are genetic differences between the populations studied. ®pr analysis between pairs of popu-
lations and Nei distances showed that the population on had higher genetic differentiation was hatchery
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population of La Carbonera. In contrast, the most similar populations were the natural populations of
La Ensenada and Salahonda. Curay population showed greater differentiation between natural popula-
tions. Analysis of molecular variance AMOVA indicated that the variability found is due to a greater
percentage (58%) to differences within-population, while a smaller percentage change (42%) is due to

inter-population differences.

Keywords: penaeid shrimps, Litopenaeus vannamei, RAPD, Tumaco

INTRODUCCION

La bahia de Tumaco ubicada en la Costa Paci-
fica de Colombia presenta una gran diversidad
de especies marinas, entre las que se destaca el
camardn blanco Litopenaeus vannamei, la cual
es aprovechada tanto para la pesca industrial
como para su cultivo en grandes estanques.

La industria camaronera, en los ultimos
afios, ha enfrentado graves problemas que han
amenazado la produccién. Enfermedades infec-
ciosas, especialmente el sindrome de la mancha
blanca (WSSV) han diezmado las poblaciones.
Fenomenos medioambientales como la sobre-
explotacion, presencia de contaminantes y va-
riaciones en la calidad del agua, han conducido
a que se deban implementar estrategias que per-
mitan contrarrestar estas amenazas, como la do-
mesticacion de animales por medio de la gene-
racion de cultivos en ciclo cerrado, la creacién
de programas para la seleccion de animales
como base de cria y mejoramiento genético y la
implementacion de un nuevo modelo tecnol6-
gico para la produccion intensiva. !

Como una etapa previa para el desarrollo
de programas de domesticaciéon y de mejora-
miento genético, es necesario conocer la estruc-
tura genética de las poblaciones que han sido
identificadas para mejorar, al igual que los mar-
cadores genéticos que permitan identificar ca-

racteristicas especificas de poblaciones y moni-
torear su heredabilidad. Ademds, permiten pre-
decir la presencia de los caracteres deseados en
el animal, aun cuando no puedan observarse fa-
cilmente y conocer desde los primeros estadios
de crecimiento, si la caracteristica deseada ha
sido heredada, ya que el andlisis se hace en el
genoma que, en términos reales, permanece
inalterado durante toda la vida del organismo 2.

El objetivo del presente estudio fue generar
informacion sobre la variabilidad genética de
algunas poblaciones (naturales y de cultivo) de
camardn blanco Litopenaeus vannamei en la
costa Pacifico Narifiense, especialmente del
municipio de Tumaco, utilizando el marcador
genético RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), con el fin de utilizar estos re-
sultados preliminares en el aprovechamiento de
poblaciones en programas de mejoramiento ge-
nético, que permitirdn determinar caracteristi-
cas heredables relacionadas con mayor resisten-
cia a enfermedades y mayor crecimiento.

La técnica RAPD se caracteriza especial-
mente por ser relativamente barata, confiable y
rapida, puede ser utilizada para el andlisis po-
blacional en un alto nimero de individuos,
siempre y cuando se conserven las condiciones
de amplificacién. B4

MATERIALES Y METODOS

Los sitios de muestreo de las poblaciones natu-
rales estdn ubicados en La Ensenada de Tu-
maco, Salahonda y Bocas de Curay, debido a
que son las regiones de pesca mds comunes.
Con el fin hacer una comparacién de las carac-
teristicas genéticas de poblaciones naturales
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con camar6n de cultivo que se produce en esta
region, se incluyo una poblacion de la camaro-
nera La Carbonera ubicada aproximadamente a
5 km de la ciudad de Tumaco, en el departa-
mento de Narifio, republica de Colombia (Fi-
gura 1).
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Figura 1.Localizacién geografica de los sitios de
muestreo. (Instituto Geografico Agustin
Codazzi)

Las muestras de ADN se extrajeron de los
pleépodos, utilizando el protocolo reportado
por Aljanabi y Martinez %), con algunas modifi-
caciones realizadas por los autores. La integri-
dad y concentracion del ADN se verificé me-
diante electroforesis horizontal en gel de aga-
rosa (Agarose I'™ AMRESCO) al 1% en TBE
0,5X (Tris base (5,4%PV), acido bérico (2,75%
P/V)y EDTA 0,5 M (2% V/V) y cuantificacion
espectrofotométrica. Se utiliz6 el procedi-
miento de cuantificacion reportado por el
CIMMYT ® con algunas modificaciones. Fue-
ron seleccionados 10 oligonucledtidos iniciado-
res procedentes de diferentes estudios con ca-
marones de distintas especies %, por su ca-
pacidad para generar perfiles de RAPD buenos
y reproducibles. Los iniciadores usados fueron:
1-F (§’-TCA CGA TGC-3"),2-R(5’-TGC TCA
CTG-3’), 3-F(5’-ACG GTA CAC T-3’), 4-
R(5°’-AGG CCG CTT A-3’), 5-F(5’-AAT GTC
GCC A-3’), 6-R(5’-TGT CAG CGG T-3), 7-
F(5’-CCC AAG GTC C-3’), 8-R(5’-GGT GCG
GGA A-3’), 9-F(5’-CCA GAT GCA C-3) y
10-R(5’-GTG ACA TGC C-3’).

Los RAPDs se obtuvieron siguiendo la me-
todologia propuesta por Valerio-Garcia y Gri-
jalva-Chon "% con algunas modificaciones. Se
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efectuaron pruebas piloto para determinar las
mejores condiciones de amplificacién y repro-
ducibilidad, tomando tres muestras de cada po-
blacién, las cuales se probaron por triplicado,
utilizando una muestra adicional de ADN de
Colletotrichum spp para verificar la correcta
amplificacion. Los valores del contenido de
%GC y la temperatura de fusién (TM) de los
iniciadores se calcularon utilizando el programa
Khirshyat 1.0 ') Se prepararon 15 uL. de mez-
cla de reaccion final, con la siguiente concen-
tracion de reactivos: dNTPs 0,4 mM, MgCI2 3
mM, Iniciador 1 uM, Taq polimerasa 0,13
U/uL, ADN gendémico 2 ng/uL y H20. Las
condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion
inicial a 94°C por 60s, 40 ciclos de amplifica-
cién con desnaturalizacion a 92°C por 60s, hi-
bridacién a 38 °C por 75s y extensioén a 72 °C
por 60s. La extension final se realiz6 a 72°C
por 15 min.

Los productos de amplificacién se determi-
naron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% con bromuro de etidio con concentracion
final de 0,5% en TBE 0,5X (Tris base
(5,4%PV), Acido bérico (2,75% P/V) y EDTA
0,5M (2% V/V). En cada pozo se agregaron 5
uL de producto de PCR con 1 pL de buffer de
carga pH=7,6 (Tris-HCl 10 mM; EDTA 10
mM), Azul de bromofenol (0,005% P/V), xy-
lene cyanol (0,005% P/V y Glicerol (10% V/V).
La electroforesis se realizdé a 5 V/cm por dos
horas. Los geles se fotografiaron bajo luz UV.

Los geles de agarosa fueron analizados con
ayuda del programa Adobe Photoshop CS5
(Adobe Systems). Se estimo el tamafio molecu-
lar aproximado de cada fragmento amplificado
tomando como base el tamafio de las bandas del
marcador molecular GeneRuler 100 bp (Fer-
mentas). Se tomaron en cuenta las bandas cla-
ramente identificables > !*1. La matriz de datos
binaria se realiz6 bajo la inferencia de 1 como
presencia y O ausencia de banda.

Con base en las matrices binarias se estimo
la variabilidad genética utilizando los progra-
mas GenAlEx 6.5 ' y PopGene 1.32 U3, Para
cada poblacion se calcul6 las frecuencias aléli-
cas, grado de polimorfismo, los estadisticos
Gst, ®pr y las distancias genéticas de Nei 19,
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Se realizé un anélisis de AMOVA y se calcul6
una matriz de distancia genética para cada una
de las muestras con tres coeficientes de simila-
ridad (concordancia simple, Jaccard y Dice)

con ayuda del programa NTSYSpc 2.11 7). Se
elabor6 un dendograma a partir de las distancias
genéticas de Nei, utilizando el método UPGMA
del programa PAST 3.05 [1¥],

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que la técnica de RAPD se puede rea-
lizar utilizando iniciadores aleatorios """ se es-
cogieron varios iniciadores de distintas especies
de camarones reportados en otros estudios. De
los diez iniciadores ensayados, cuatro de ellos

produjeron bandas claras y bien definidas: 4-R,
6-R, 9-R y 10-R. Mediante la seleccion de 30
individuos de cada poblacién, a partir de estos
cuatro iniciadores se generé un total de 480 per-
files de RAPD (fingerprint) (Tabla 1).

Tabla 1. Namero de bandas amplificadas, rango de tamafio para los fragmentos amplificados y porcentaje
de polimorfismo por poblacién y por iniciador para los RAPDs producidos en L. vannamei.

Codigo iniciador 4-R 6-R 9-F 10-R Totales
Tamafio de fragmentos 1502500 175-2500 150-2500 187 -2000
(pares de bases)
No. bandas 39 36 44 38 157
Bandas
Carlzc;rz)era polimérficas 23 20 25 19 87
n= % polimorfismo 58,97 55,56 56,82 50,00 55,41
Bandas
C‘ir?fl(})’ polimérficas 19 17 23 18 7
n= % polimorfismo 48,72 47,22 52,27 47,37 49,04
Bandas
EnsEl?:gda polimérficas 22 19 24 22 87
n= % Polimorfismo 56,41 52,78 54,55 57,89 55,41
Bandas
Salall??gda polimérficas 19 13 24 26 82
n= % polimorfismo 48,72 36,11 54,55 68,42 52,23
Promedio Polimorfismo (%) 53,21+2.64 47,92+430 54,55+0,93 55,92+473 53,03+1,52

Las cuatro poblaciones generaron 157 ban-
das, 87 de ellas polimoérficas (con un criterio del
95%) utilizando los cuatro iniciadores mencio-
nados. El tamafio de los fragmentos amplifica-
dos vari6 desde 150 a 2500 bp, mientras que el
numero de bandas amplificadas fue de 36 hasta
44. Un ejemplo se muestra en la Figura 2.

Utilizandfo los iniciadores 4-R y 6-R, Klin-
bunga et al ™ reportan un promedio de bandas
por iniciador entre 13,7 y 15,3 y un polimor-
fismo promedio entre 46,7% y 61,4% para po-
blaciones de P. monodon en Tailandia. Por otra
parte, Lakra et al "% reportan un polimorfismo
promedio entre 25,0% y 65,5% para poblacio-
nes de M. affinis en la India, utilizando (entre
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otros) los iniciadores 9-F y 10-R. Resultados si-
milares, en cuanto a porcentaje de polimor-
fismo, tamafio y numero de bandas, han sido re-
portados para poblaciones naturales y de cul-
tivo en L. vannamei por diversos autores reco-
nocidos 2%-21:22. 231 De igual manera se reportan
resultados similares con RAPD para otras espe-
cies de camarones peneidos 2+ 2526 27.28. 291,

Las poblaciones de cultivo suelen presentar
menor diversidad genética que las poblaciones
naturales debido a su aislamiento y, es de espe-
rar que la variabilidad genética en este tipo de
poblaciones comience a disminuir con cada ge-
neracion, debido a la pérdida de heterocigosi-
dad ocasionada en gran parte por efectos de



cuellos de botella ocasionados por el nimero de
parentales base del cultivo y endogamia produ-
cida por deriva 230!
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Perfil de RAPDs de la poblacion de Sa-
lahonda (iniciador 9-F) muestra de con-
trol de ADN de Colletotrichum spp
(POO11).

Sin embargo, segun los resultados presenta-
dos en la Tabla 2, la poblacion de cultivo de La
Carbonera presenta un nimero de alelos (Na)
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mayor que las poblaciones naturales estudiadas,
cuyo numero efectivo de alelos es significativa-
mente mayor que 1, caracteristicas que se deben
buscar la conservacion, no sélo para los esque-
mas de cultivo de camardén, sino también de
otras especies.

El nimero de alelos diferentes (Na) en las
poblaciones varian desde 1,013 hasta 1,178
(Tabla 2), indicando que la poblacién de cultivo
presenta un mayor numero de alelos. Los valo-
res de Na obtenidos son similares a los reporta-
dos por Valerio-Garcia y Grijalva-Chon "% para
poblaciones de L. vannamei en el Golfo de Ca-
lifornia. Los valores de Gst 0,348 y @pr
0,42 lencontrados, son muy similares e indican
una diferenciacion considerable entre las pobla-
ciones. Los estadisticos Gst y ®pr constituyen
medidas de diferenciacion genética entre las
poblaciones B!l Debido a que RAPD es un mar-
cador dominante, se reporta el valor de ®pr, el
cual es utilizado comtinmente para marcadores
dominantes o haploides B2 ®pr es un estima-
tivo similar a Fst, calculado a partir del andlisis
de varianza molecular (AMOVA) e indica la
pérdida de heterocigosidad entre las poblacio-
nes, ocasionada por procesos como la deriva
genética o la migracion B3,

Tabla 2. Pardmetros genéticos por poblacién de camarén blanco (L. vannamei).

Poblacién Carbonera Curay Ensenada Salahonda Ent.re
poblaciones
" N 30 30 30 30 120
o @
é § Na 1,178+£0,076  1,013+0,079 1,153+0,077 1,076+£0,079  1,105+0,039
P
S5 Gst 0,348
A
Dpy 0,421

N: ndmero de muestras; Na: nimero de alelos diferentes; Gst: diferenciacion genética de Nei (andlogo a Fst);
@1 diferenciacion genética calculada a partir del AMOVA (Fst modificado).

Por tanto, lo que Gst y ®pr indican la exis-
tencia de una diferenciacion considerable entre
las poblaciones estudiadas ya que, los valores
de Fst, Gst y ®py varian tedricamente entre cero
y uno, donde cero indica que no hay diferencia
entre las poblaciones y uno indica una diferen-

cia completa entre las poblaciones 4. En la ma-
yoria de los casos Gst y ®pr presentan valores
muy similares, tal como se observa con los va-
lores reportados en este estudio y que permiten
deducir que existen diferencias entre las pobla-
ciones.
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Los valores de ®pr por pares de poblaciones
(Tabla 3) indican que las poblaciones mds cer-
canas genéticamente son las de Salahonday La
Ensenada (®pr= 0,186), mientras que la pobla-
cién de Curay presenta la mayor diferenciacion
entre las poblaciones naturales (®prentre 0,238
y 0,504). La poblacién de cultivo de La Carbo-
nera presenta los mayores indices de diferencia-
cion respecto a las demds (®pr: 0,495 y 0,554).
Las poblaciones de Salahonda y La Ensenada,

cercanas geograficamente, presentan menor di-
ferenciacion. Resultados diferentes reporta
Fresneda B%' en poblaciones naturales de L. van-
namei en la costa ecuatoriana obtenidos me-
diante ISSR, con valores de Fst en pares de po-
blaciones entre 0,013 y 0,051, indicando escasa
diferencia entre poblaciones estudiadas. Pérez
1361 también reporta un bajo indice de diferencia-
cién (Fst) de 0,08 con RAPDs para el mismo
tipo de poblaciones.

Tabla 3. Valores de ®pr pareados para 1000 permutaciones. Distancias genéticas (D.G.) de
Nei (1978) e identidades genéticas (1.G.) de Nei (1978) entre pares de poblaciones.

Carbonera Curay Ensenada
oy  D.G. LG. oy D.G. LG. opr D.G. 1LG.
Curay 0,554 0,1982 0,8202
Ensenada 0,495 0,1663 0,8468 0,353 0,0841 09194
Salahonda 0,504 0,1770 0,8378 0,238 0,0425 0,9584 0,186 0,0422 0,9586

Los resultados de distancia genética de Nei
permiten apreciar una diferenciacion entre las
poblaciones estudiadas (Tabla 3). Las poblacio-
nes menos diferenciadas corresponden a La En-
senada y Salahonda, mientras que la mas dife-
renciada estd en La Carbonera. La poblacion de
Curay presenta la mayor diferenciacion entre
las poblaciones naturales. Debido a que el in-
cremento en la similaridad genética intrapobla-
cional durante sucesivas generaciones resulta
en unas largas distancias genéticas interpobla-
cionales B7) lo cual se podria explicar la baja
diversidad genética de la poblacion de Curay y
su respectiva diferenciacion respecto a las po-
blaciones naturales de La Ensenada y Sa-
lahonda.

El analisis de varianza molecular (AMOVA)
indica que el 58% de la variacion observada se
encuentra dentro de las poblaciones estudiadas,
mientras que el 42% se debe a la variacion esta
entre las poblaciones. Estos resultados son con-
secuentes con los mostrados por los estadisticos
Gst y @pr, indicando que las cuatro poblaciones
estudiadas tienen una diferenciacién genética
evidente.
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Los valores de ®prentre pares de poblacio-
nes son congruentes con el dendrograma de dis-
tancias genéticas de Nei (Figura 3). La distribu-
cién observada en las tres agrupaciones indica
cierta diferenciacion de la poblacién de cultivo
de La Carbonera y de la poblacién natural de
Curay. Ademds, se observa que la poblacion de
Curay es la que presenta la mayor diferencia-
cioén entre las poblaciones naturales.

{ o )
r=097

Salahonda

T T T T T T T T T T T T T T T T
0.162 0.180 D.168 0.156 0.144 D.132 0.120 0.108 D.086 0.084 0.072 0.080 0.048 0.036 0.024 0.012

Distancia genética

Figura 3.Dendrograma de las distancias genéticas
de Nei (método UPGMA).

Si bien la poblacion de cultivo La Carbonera
presenta mayor numero de alelos diferentes y
mayor similaridad entre los individuos, los cua-
les se ubican por encima de un coeficiente de
similaridad de 0,42, el dendrograma muestra
que es diferente a las poblaciones naturales con
una distancia aproximada de 0,19.



Articulo de Investigacion

CONCLUSIONES

Las tres poblaciones naturales y la de cultivo
muestran un polimorfismo moderado, muy si-
milar entre ellas, que estd entre 55,4 y 49.

Las poblaciones de La Carbonera (cultivo) y
La Ensenada (natural) las que mostraron mayor
polimorfismo promedio, con un valor de
55,41% para ambas poblaciones.

Los valores globales de Gst (0,348) y ®pr
(0,421) encontrados indican que existe una di-
ferenciacidn considerable entre las poblaciones
estudiadas.

La poblacion natural de Curay presentd una
diferenciacion considerable respecto a las po-
blaciones de Salahonda y la Ensenada con va-
lores de @y entre pares de 0,238 y 0,353 res-
pectivamente.

Los resultados del andlisis de varianza mo-
lecular (AMOVA) indican que la mayor parte
de la variabilidad encontrada se halla dentro de
los individuos de cada poblacion (58%) mien-
tras que el restante (42%) se debe a diferencias
entre las poblaciones, lo cual permite inferir la
presencia de una estructura poblacional entre
cada uno de los sitios estudiados, es decir, que
es posible diferenciar genéticamente una pobla-
cioén de otra.
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