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RESUMEN

A partir de ostiones diploides, Crassostrea gigas, con los que se pretende implementar un
nuevo linaje en un laboratorio de produccion, se evalu6 la variabilidad genética en muestras
aleatorias de un lote de reproductores (N = 73) y de la progenie F1 (N = 80) por medio del
analisis de seis loci de microsatélites. Se detectaron un total de 66 alelos y 146 genotipos
diferentes en la muestra de la poblacién de progenitores y 68 alelos y 168 genotipos en la
muestra de F1. La heterocigosis promedio observada fue de 0.65 £ 0.04 en progenitores y de
0.67 = 0.05 en la F1, sin diferencias significativas entre ellas. La diferenciacion genética
medida por Fst y Rst fue de 0.023 y de 0.049, respectivamente. Todos los loci mostraron un
déficit de heterocigotos, a excepcion de ucdCgl0O de la progenie, pero no se encontro
evidencia de una endogamia critica acumulada. De los seis loci analizados, cinco presentaron
diferencias en la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas, lo que indic6 que las
muestras analizadas tienen una estructura genética diferente pero con el mismo nivel de
variabilidad genética. Por lo anterior, es posible continuar con la obtencion de una F2 sin
esperar un deterioro en la variabilidad, siempre y cuando se maneje un nimero adecuado de

progenitores.



ABSTRACT

The genetic variability was evaluated in random samples of two consecutive generations of
Japanese oyster, Crassostrea gigas, intended to establish a new strain. Samples represented
the broodstock (N = 73) and its progeny (N = 80). The genetic analysis was done with six
microstallite loci. A total of 66 alleles and 146 genotypes in the broodstock sample, and 68
alleles and 168 genotypes in the progeny sample were detected. The mean observed
heterozigosity was 0.65 + 0.04 for broodstoock, and 0.65 = 0.05 for progeny, with no
significant differences between them. The mean genetic differentiation index was 0.023 for
Fst and 0.049 for Rst. All loci showed a deficit of heterozygotes with the exception of
ucdCgl10 in progeny, but no evidence of cumulate inbreeding was found. Five loci
demonstrated differences in allelic and genotypic frequencies which indicates that both
samples have a different population genetic structure but with an equal genetic variability. It is
possible to obtain a F2 generation without expecting a deteriorated genetic variability as long

as the number of breeders should be large.
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I.- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

La ostricultura representa dentro de la acuacultura marina uno de los grupos mas
importantes desde el punto de vista productivo y econémico (Fundacion Alfonso Martin
Escudero, 2002). La ostricultura en el mundo esta dominada basicamente por el ostion japonés
(Crassostrea gigas) debido a la magnitud de la produccion que en el 2005 alcanzé 4.5
millones de toneladas métricas (FAO, 2006a).

El ostion C. gigas es originario de las costas de Japdn, Corea y China. Su historia de
cultivo supera los 350 afios en Japén y fue introducida en todos los continentes debido a su
gran capacidad de adaptacion a las diferentes condiciones del medio. Los principales paises
que realizan su cultivo son Canadg, China, Corea, Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda,
Francia, Inglaterra, México, Chile, entre otros (Uriarte, 2008).

En México fue introducido por primera vez en 1973 en Bahia de San Quintin B.C. con
semilla proveniente de laboratorios de Washington (De la Rosa-Vélez et al., 1991);
Actualmente los cultivos se localizan en las lagunas costeras del noroeste de México, en el
Mar de Cortés y alrededor de la Peninsula de Baja California. En el 2004 México obtuvo una
produccion de 46,601 toneladas por acuacultura (CONAPESCA, 2007).

El cultivo de moluscos bivalvos en Sonora es una actividad que inici6 a finales de 1980
con la importacion de los primeros lotes de semilla de ostion cultivado a nivel comercial. Para
1984 se construyo el laboratorio de produccion de semilla de ostion y otros moluscos bivalvos,
hoy denominado Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES).

Los ostiones son moluscos del grupo de los bivalvos, al que pertenecen gran nimero de
especies comestibles que el hombre aprovecha como alimento por su alto valor nutritivo y por

las grandes posibilidades que tiene el cultivarlos (Cifuentes-Lemus et al., 1990), donde los



mas utilizados son los cultivos en suspension en linea madre y balsas, asi como los cultivos de

fondo en costales y racas y las camas flotantes (Maz6n, 1996).

I.1.- Anatomiay biologia del ostion.

Los ostiones estan comprimidos lateralmente y las partes blandas del cuerpo estan
completa o parcialmente recubiertas por la concha, que estd formada por dos valvas. Las
branquias de los animales de esta clase son 6rganos bien desarrollados y especializados para la
alimentacion, asi como para la respiracion. Presentan una concha de forma irregular y
asimétrica, las valvas estan formadas principalmente de carbonato célcico y tienen tres capas;
la capa interna o nacarada, la capa intermedia o brillante que forma la totalidad de la concha y
la capa externa o periostraco, pardusca y aspera (FAO, 2006b).

El ciclo completo del ostion japonés cultivado en México tiene una duracion promedio
de 12 meses. La talla final comercial promedio es de 100 mm, pero es frecuente su
comercializacion con 80 mm, algo menor a un afio de cultivo, y llega a venderse ostiones
gigantes de més de 150 mm, de dos 0 més afos de edad. El crecimiento promedio por mes en
el ostion hasta el primer afio de vida es de 8.33 mm. Se pueden utilizar distintos métodos para
medir el crecimiento de bivalvos, entre ellos, los incrementos de longitud o altura de la concha,
los incrementos del peso total o de la parte blanda o una combinacion de todos ellos.

En la mayoria de los bivalvos, la madurez sexual depende del tamafio del animal mas
que de su edad y el tamafio que alcanzan en la madurez sexual varia de una especie a otra y
segun la localizacion geografica. En cuanto a su reproduccion, la produccion de évulos y
esperma es un proceso cuyo inicio depende de varios factores, como el tamafio del bivalvo, la

temperatura y la cantidad y calidad de alimento que recibe. Existen varios factores ambientales



que pueden inducir el desove, de los cuales cabe mencionar la temperatura, los estimulos
quimicos y fisicos, las corrientes de agua 0 una combinacion de estos y otros factores. La
presencia de esperma en el agua a menudo estimula el desove de animales de la misma especie.
En ambientes tropicales, algunas especies de bivalvos mantienen sus gametos maduros durante
todo el afo y desovan cantidades limitadas durante los doce meses (FAO, 2006b). El alimento
Optimo de los bivalvos sigue siendo una incognita, pero indudablemente el fitoplancton
constituye la parte principal de la dieta. Otras fuentes de alimentacion pueden ser importantes,
como las finas particulas de materia organica muerta (detritus) con bacterias asociadas y
materia organica disuelta (FAO, 2006b).

El éxito de las poblaciones en diversos ambientes se atribuye a una capacidad
ecoldgica superior, otorgada muy probablemente por los altos valores de variabilidad genética
que presenta esta especie (Ozaki y Fujio, 1985). De esta forma, en la produccion de
organismos es muy importante el conocimiento y seguimiento de la estructura genética de las
poblaciones (Benzie y Williams, 1996). La diversidad genética es una caracteristica que les
permite a las especies responder y adaptarse a los cambios en su ambiente. Por ende, la
pérdida de diversidad se asocia con una disminucion de este potencial, haciendo a las especies
mas susceptibles a las enfermedades y a los cambios ambientales. La disminucion de la
diversidad genética puede deberse a diversos factores como endogamia, deriva genética y
cuello de botella, cuyos efectos se incrementan cuando el tamafio poblacional disminuye

(Frankham, 1996).



1.2.- Aspectos genéticos.

La evaluacion de recursos genéticos se ha venido realizando principalmente mediante
el andlisis de la variacion genética de tipo cualitativo esencialmente neutral. A partir de las
frecuencias de variantes alélicas de diferentes marcadores (isoenzimas, AFLP, RAPD,
microsatélites, entre otros) o mediante el analisis de secuencias mayoritariamente
mitocondriales, se han evaluado niveles de diversidad genética y establecido patrones de
diferenciacién asi como analizado las relaciones filogenéticas (Frankham, 1995).

La importancia del estudio de la variabilidad genética radica en que constituye el
material de partida sobre el que actlian los agentes que producen los cambios de la estructura
genética de las poblaciones. Dichos agentes son basicamente la mutacién, la migracion, la
deriva genética y la seleccion natural. Ademas, el conocimiento de la cantidad y de la
distribucion de la variabilidad genética dentro de las especies es de gran importancia para
llevar a cabo un aprovechamiento racional de los recursos bioldgicos (Alvarez, 1987).

La acuicultura ha ido incorporando, aunque lentamente, las nuevas herramientas de la
gendmica en los ultimos afios, siguiendo las lineas aplicadas en agricultura y ganaderia. Los
estudios de variabilidad genética en acuacultura son importantes ya que identifican las
modificaciones genéticas sufridas al llevar a cabo la reduccion del tamafio de la poblacion
mediante la siembra en granja; determinan el impacto de la seleccion artificial en términos de
variabilidad; ayudan a mejorar los programas de seleccion de reproductores y pueden evitar,
en un momento dado, el fracaso de una inversion economica (De la Rosa-Vélez et al., 1991).
Ademas, la informacion generada puede ser vital para el disefio e implementacion de un

manejo apropiado de las especies de interés acuicola (Rivera-Garcia y Grijalva-Chon, 2006).



Este tipo de estudios son de gran importancia para realizar estimaciones de la
diversidad genética y de la consanguinidad existente en poblaciones (Takezaki y Nei, 1996),
ya que una de las principales consecuencias de la consanguinidad es el incremento de los
homocigotos (los dos alelos iguales en un locus) con disminuciones en fecundidad y
variabilidad. Todo organismo puede ser portador de alelos recesivos deletéreos,
enmascarados por alelos dominantes normales. Si estos alelos deletéreos se expresan,
producen fenotipos subviables, anormales o letales. Cuando se cruzan individuos
emparentados que llevan alelos iguales por descendencia, los alelos recesivos se pueden unir,
lo que permite que el fenotipo se exprese y produzca una progenie con fenotipos letales o
anormales. El cruce de individuos no relacionados también puede producir una descendencia

con fenotipos letales o no deseables, pero con porcentajes menores (Pérez, 1996).

1.3.- Marcadores genéticos.

Para elegir el tipo de marcador genético a utilizar, éste debe presentar: herencia estable
(baja tasa de mutacién), que sea reproducible, preciso, no presencia de alelos “nulos”,
informacion del genotipo transferiblemente rédpida, no limitado Unicamente a muestras
sanguineas frescas, que no requiera grandes cantidades de ADN y que presenten una
segregacion independiente con los otros marcadores (utilizados en pruebas combinadas)
(Aranguren-Méndez et al. 2005).

En la actualidad, muchos de estos estudios se basan en los analisis genéticos a través
del uso de marcadores moleculares de ADN. Entre estos marcadores se cita el uso de los
microsatélites. Los microsatélites, son marcadores moleculares que rapidamente se han

convertido en una de las herramientas mas confiables y faciles de automatizar para efectuar



estudios de diversidad y estructura genética de poblaciones. Consisten en secuencias cortas de
ADN, de uno a seis nucleotidos, repetidas cierto nimero de veces (Figura 1) y se encuentran
esparcidos por todo el genoma de los organismos eucariontes (Tautz, 1989) y procariontes
(Zane et al., 2002).

Desde el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
Inglés) por Mullis et al. (1986), se han ido desarrollando una serie de técnicas para
realizar estudios de variabilidad genética en las especies animales (Aranguren-Méndez y
Jordana, 2001). La técnica de PCR consiste en la amplificacién o reproduccién “in vitro™ de
grandes cantidades de una region particular del ADN, a partir de una pequefia cantidad
original de ADN (molde) y con el uso de dos secuencias cortas e informativas de oligos,
denominados iniciadores o “primers” (Aranguren-Méndez et al., 2005). Los oligos resultan ser
especificos de la regidn de interés y garantizan que s6lo esa parte, y ninguna otra, se va a
amplificar.

La forma més sencilla de analizar la variacién de las regiones microsatelitales es
recurrir a la PCR. Sintetizando oligos complementarios a las regiones flanqueantes del
microsatélite, las diferencias en el nimero de repeticiones del microsatélite se amplificaran y
visualizaran como fragmentos de ADN de diferente longitud. Cada una de las regiones
microsatélites constituye un locus genético y los diferentes tamafios de bandas que se pueden
amplificar constituyen los diversos alelos de ese locus (Cenic, 2000).

Los microsatélites fueron inicialmente descritos en humanos y en poco tiempo fueron
hallados en otros mamiferos (Rossetto et al., 1999). Su potencial como marcadores Utiles para
los estudios en invertebrados fue rapidamente reconocido, resultando en su aislamiento y

aplicacion en muchas especies. Una de las principales utilidades de este tipo de marcador, es



Figura 1.- Ejemplo de un organismo heterocigoto para un locus microsatelital di-nucle6tido
AC,.



la posibilidad de estimar los niveles de variabilidad genética dentro de las poblaciones y
analizar las relaciones genéticas existentes entre las mismas, ademas la informacion que éstos
marcadores suministran es esencial para elucidar patrones de flujo génico, variables y
pardmetros demogréficos y estructura familiar (Milligan et al., 1994).

Una de las ventajas de estos marcadores sobre otros (minisatélites, RFLP, RAPDs entre
otros) radica en que estan considerados por la mayoria de los autores como una de la méas
poderosa herramienta para los estudios de genética de poblaciones (Cheng y Crittenden, 1994)
ya que son muy polimorficos, presentan herencia mendeliana simple, son codominates
(pudiéndose diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos). Son faciles de
medir y analizar, y son totalmente fiables y automatizables (Aranguren-Méndez y Jordana,
2001). Ademas tienen un facil manejo en el laboratorio, por lo que es posible hacer multiples
amplificaciones en una sola reaccion de PCR y se requiere de pequefias cantidades de DNA
para llevar a cabo su analisis (Goldstein y Schlétterer, 1999).

El elevado polimorfismo que presentan los microsatélites y la posibilidad de identificar
ambos alelos, los hace muy dtiles para identificaciones individuales, porque es muy poco
probable que dos individuos elegidos al azar, si son analizados para una serie de éstos
marcadores, compartan todos sus alelos (Aranguren-Méndez y Jordana, 2001). Otra
caracteristica muy interesante de los microsatélites es su gran reproducibilidad, dado que es
posible obtener los mismos resultados en cualquier laboratorio del mundo, a diferencia de los
RAPD. La Unica limitacion significante de los microsatélites puede ser la inversion inicial de
recursos econdmicos y la experiencia técnica requerida para la clonacién y secuenciacion de
los loci microsatelitales. Esta limitacién puede solventarse si en la literatura se reportan

microsatélites identificados para las especies de interés.



Por otro lado, limitaciones con menor frecuencia o efecto se darian en el caso de que
ocurriesen mutaciones en el sitio de apareamiento de los iniciadores, lo cual tendria como
resultado alelos nulos. Otra limitacidn es la presencia de "bandas tartamudas"”. Estas Ultimas se
encuentran frecuentemente asociadas con la amplificacion de ADN repetitivo como es el caso
los microsatélites. Las "bandas tartamudas" son productos de la amplificacion por PCR que
difieren en una unidad de repeticién con respecto a la longitud del alelo original. La ocurrencia
de estos artefactos dificulta la lectura de los geles, e inclusive, repetidamente son confundidos
como alelos, complicando el andlisis genotipico. Sin embargo, estas consideraciones no han
desalentado a muchos investigadores quienes han convertido a los microsatélites en una
herramienta muy popular (Chambers y MacAvoy, 2000).

La diversidad o variabilidad genética se puede definir como “la habilidad genética para
variar”, y por ende, la capacidad a responder tanto a variaciones de indole ambiental como a
cambios en los objetivos de seleccion. Es asi que la variabilidad genética constituye la base del
progreso genético (Rochambeau et al., 2000) y puede ser medida a través de una gran
diversidad de estadisticos que cuantifican la variabilidad genética y resumen la informacion a
términos mas manejables. Cada uno de ellos aprecia diferentes aspectos de la variabilidad y su
utilidad practica estard en funcién del propésito del estudio. Los mas empleados son:
porcentaje de loci polimdrficos, el nimero medio de alelos por locus, la heterocigosidad
(esperada y observada), el coeficiente de endogamia, las diferencias en las frecuencias
genéticas, entre otros (Aranguren-Méndez et al., 2002).

Si lo que se pretende es analizar las diferencias existentes dentro de las poblaciones, la
variabilidad detectada por medio de microsatélites se convierte en un instrumento eficaz de

estudio e informacion. Esto puede hacerse de diversas formas, entre las principales, la tasa o



indice de contenido polimorfico (PIC), numero medio de alelos por locus, la heterocigosidad,
la probabilidad de exclusion (PE), y la divergencia evolutiva entre ellas sobre la base de sus
frecuencias génicas. Para ello, resulta mas indicado el uso de los indices de distancia genética
que permiten establecer comparaciones y determinar sus relaciones filogenéticas y los analisis
de la estructura de la poblacion, mediante el uso de los estadisticos F (Weir y Cockerham,
1984). Este ultimo analisis permite determinar el déficit o exceso de heterocigotos en la

poblacion.

1.4.- Antecedentes de estudios genéticos en Crassostrea.

Algunos de los primeros estudios de variabilidad genética que se realizaron en
Crassostrea se llevaron acabo mediante el analisis con alozimas (Buroker et al., 1979; Ozaki y
Fujio 1985; McGoldrick y Hedgecock, 1997; English et al., 2000; Yang et al, 2000 y
Enriquez-Espinosa, 2008) Aun cuando estos estudios han ofrecido buenos resultados, en la
actualidad los microsatélites son una de las herramientas moleculares mas utilizados. Yu et al.
(2008) realizaron estudios con poblaciones de C. plicatula y C. gigas para determinar
diferencias genéticas entre ellas mediante siete loci microsatelitales y observaron que todos
los loci mostraron polimorfismo en todas las poblaciones y la variabilidad genética de los siete
loci microsatelitales demostraron ser amplios, como el indice de variabilidad genética y
heterocigosis mas elevada que los encontrados en estudios con alozimas (Yang et al., 2000),
de lo cual se concluy6 que las dos especies estan estrechamente relacionadas. Ademas, los
datos obtenidos en éste estudio demostraron que los marcadores de microsatélites son Utiles
para evaluar la divergencia genética entre poblaciones de C. plicatula y C. gigas, incluso en

poblaciones simpatricas. Li et al. (2006) estudiaron cinco poblaciones cultivadas de C. gigas
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con siete microsatélites polimorficos para evaluar la diversidad alélica y heterocigosidad entre
las poblaciones y encontraron que la variabilidad genética fue alta para todas las poblaciones
y también observaron una importante diferencia genética entre ellas.

Sekino et al. (2003), evaluaron la variabilidad genética en poblaciones de C. gigas
mediante nueve pares de oligos y observaron que ocho de los nueve loci mostraron variacion
alélica. También observaron una discrepancia de proporciones genotipicas en el equilibrio de
Hardy-Weinberg, asi como un locus con una aparente deficiencia de heterocigotos. Li et al.
(2003), realizaron estudios con 79 microsatélites en C. gigas y encontraron que 41 de los 79
microsatélites mostraron alelos nulos.

Yu y Guo (2005), llevaron a cabo estudios en cinco poblaciones de C. virginica,
empleando microsatélites y AFLPs y ambos métodos revelaron diferencias significativas entre
las poblaciones. Los AFLPs también pueden ser utilizados en andlisis de poblaciones cuando
no se dispone de microsatélites. Sin embargo, los microsatélites son méas variables que los
AFLPs, ya que muestran niveles significativamente mayores de heterocigosis debido a su

naturaleza hipervariable y multialélica.

1.5.- La problematica en la region.
En el estado de Sonora el CREMES es proveedor de semilla de ostion en la region y su
produccion alcanza los 50 millones de semillas al afio de ostién japonés (C. gigas) asi como el

nativo (C. corteziensis), misma que es demandada por mas de 50 grupos del sector social.

! Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora. http://www.iaes.gob.mx/index.php?option=com
%20_content&task=view&id=29
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Pero uno de los problemas ha sido una produccion tendiente a la baja, principalmente por las
mortalidades periddicas en los ciclos de cultivo.

Como una posible solucién al problema, el CREMES busca establecer nuevos linajes
de ostion. Uno de los métodos mas ampliamente usado en la formacion de nuevos lotes es la
seleccion de individuos con caracteristicas visuales favorables (de mayor tamafio y con
mejores condiciones reproductivas) y que generalmente no son muy numerosos, generando
esa forma un cuello de botella poblacional. Debido a esa seleccion pueden presentarse
problemas de endogamia por la alta relacion genética entre los individuos, lo cual ocasiona
perdida de la variabilidad genética en los reproductores y en sus progenies. Tomando eso en
cuenta, en este estudio se analizara la variabilidad genética de dos primeras generaciones de

un nuevo lote de ostion japonés diploide adquirido por el CREMES.
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I11.- HIPOTESIS DE TRABAJO.
El nivel de variabilidad genética disminuira de una generacion a la siguiente en un

linaje de cultivo de C. gigas.

13



I1.- OBJETIVOS.
11.1.- Obijetivo general.

Evaluar la variabilidad genética y el indice de endogamia en las dos primeras
generaciones de un linaje de ostion japonés, Crassostrea gigas, de un laboratorio de

produccién, mediante el andlisis de microsatélites.

11.2.- Obijetivos particulares.

a) Mediante seis marcadores microsatelitales determinar el polimorfismo, nimero de alelos y
heterocigosis en dos generaciones de ostion.

b) Comparar la variabilidad genética entre las dos generaciones.

c) Determinar el nivel de endogamia.
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IV.- MATERIALES Y METODOS.
IV.1.- Obtencion de las muestras.

El origen de estos organismos se sitda en Francia, de un lote que adquirié el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR - La Paz, B.C.S.). EI CIBNOR llevo a la
madurez sexual a esos organismos y obtuvo progenie de la cual una parte adquirié el
CREMES como semilla y estableci6 un pie de cria del cual se tomaron 73 organismos adultos
con un peso promedio de 166.05 gr. A su vez, el CREMES indujo al desove a estos
organismos y de los cuales se tomaron 80 organismos de la generacion F1 producida en

Sonora con un peso promedio de 40.16 gr.

IV.2.- Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el paquete comercial de reactivos QIlAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la extraccion se
tomé aproximadamente 25 mg de tejido del musculo aductor de cada uno de los organismos.
La cuantificacion de ADN y una estimacion de su pureza se determinaron por medio de

espectrofotometria UV con un espectrofotometro Ultraspec 3300 pro.

IV.3.- Analisis de microsatélites y PCR.

Se analizaron seis loci microsatelitales desarrollados para C. gigas y reportados por
Launey y Hedgecock (2001). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd en
tubos eppendorf de 0.2 ml. Se utilizaron perlas Ready-to-go PCR beads (Amersham
Biosciences Limited) las cuales contienen liofilizado de Tag ADN polimerasa ~2.5 U, Tris

HCI (pH 9.0) 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, 1.5 mM y dNTP’s (dATP 200 pM, dCTP 200 UM,
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dGTP 200 puM, dTTP 200 uM) para reacciones de 25 pl. Las reacciones se realizaron en 12.5
ul con la mitad de los componentes a lo cual se le agreg6 0.150 ng de ADN, 10 pM de cada set
de oligos y agua libre de nucleasas.

La amplificacion de ADN se realizd en un termociclador Techne TC-412. Las
condiciones de amplificacion constaron de un periodo de desnaturalizacion inicial de 3
minutos a 94 °C seguidos de 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a la temperatura 6ptima
de cada oligo utilizado (Tabla I) y 1 minuto a 72 °C, con una extension final de 5 minutos a 72

°C.

IV.4.- Electroforesis.

El producto de la amplificacion se verificd por electroforesis en geles de agarosa al 3%
con 2.5 pl de bromuro de etidio y con amortiguador TAE 1X (Tris HCI 10mM, &cido acético
glacial, EDTA 1mM, pH 8.0). Para determinar el peso de las bandas se agregd 2 ul de
marcador de peso molecular Trackit 100 bp DNA Ladder (Invitrogen) en el primer carril y 10
pl del producto de la amplificacion en los carriles subsiguientes. Los geles se corrieron a 90
voltios por un periodo de 120 a 140 minutos aproximadamente, en una camara para
electroforesis Minicell EC370M. Posteriormente, los geles se enjuagaron con agua deionizada
para eliminar el exceso de bromuro de etidio y finalmente se visualizd6 en un

fotodocumentador MiniBis (Bio-imaging System) con transluminador de luz UV.
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Tabla I.- Secuencia de iniciadores para la amplificacion de 6 microsatélites en ostion japonés,
C. gigas (Launey y Hedgecock, 2001).
Locus Secuencia del oligo (5'-3") Temp. de alineamiento

L10 GGTCAATTCAAAGTCAATTTCCC £5 oC
CATGTTTTCCCTTGACTGATCC

Lag TCAAACCATCTGCTCGTCTACG 50°C
TCCGAAAATCCAGGAATACCGG

Ca49 CATCAGGGGTAAATTAAAGTAAGC £5 oC
J CCACAGACGATTTCATATATCCTG

ATATGTAATGATTACGAAACTC
Cg108 55 °C
GTATGAGATTTGGTTCCACC

TGCACCAATTTGAGATGTGA
ucdCgl0 50°C
ACTGAGTTTGAAAATGTCACCG

ACTCGGCGAAACTTCTAATAC
ucdCgl4 50 °C
TTAGCTGCCGCTCAAGTTTT
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V.5.- Andlisis estadisticos.

Los pesos moleculares de las bandas obtenidas fueron determinados por comparacion
con los marcadores de peso molecular con el programa Gelquant. Los alelos encontrados
dentro de las dos poblaciones fueron codificados en una matriz. Esta matriz fue utilizada para
realizar los analisis posteriores. EI nimero de alelos por locus (N), la heterocigosis observada
(Ho) y la heterocigosis esperada (He) se analizaron con el programa HW-Quickcheck
(Kalinowski, 2006). La frecuencia de alelos nulos, las frecuencias genotipicas y fenotipicas, el
exceso y déficit de heterocigosis, el coeficiente de endogamia (Fis) y porcentaje de loci
polimérficos, se evaluaron con el programa GENEPOP version 4.0 (Raymond y Rousset,
1995). El coeficiente D = (Ho — He)/He y la distancia genética insesgada de Nei (1978) se
determinaron con el programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981).

Se obtuvieron dos indices de diferenciacion genética. Por medio de BIOSYS-1 se
calculé el F¢ con base en las frecuencias alélicas y con GenAlEx6 (Peakall y Smouse, 2006) se
obtuvo el R, el cual es un analogo al F pero disefiado para microsatélites y no se basa en las
frecuencias sino en el tamafio de los alelos. Este indice se obtiene a través de un andlisis de
varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) con la opcion “Codom-Microsat” para
la distancia genética a partir del tamafio en pares de bases de los alelos. Se probo las hipotesis
Fis= 0y F&= 0 mediante las formulas y*= FiZ N (k-1) con g.I. = k(k-1)/2 y x*= 2NFg(k-1) con
g.l. = (k-1)(s-1), donde k es el nimero de alelos diferentes, N el nimero de organismos y s el
numero de muestras (Li y Horvitz, 1953; Workman y Niswander, 1970).

Para detectar si las muestras analizadas habian sufrido un cuello de botella se utiliz6 el
programa Bottleneck (Piry et al., 1999; Cornuet y Luikart, 1996). En poblaciones con fuertes

reducciones poblacionales la diversidad alélica se reduce mas répidamente que la
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heterocigosis y la heterocigosis esperada (He) sera mayor que la heterocigosis esperada en el
equilibrio mutacién-deriva (Heq), a diferencia de las poblaciones en equilibrio en donde existe
la misma probabilidad de que un locus presente un exceso o un déficit de He. El programa
Bottleneck calcula para cada locus de cada muestra, la distribucion de He a partir del nimero
de alelos observados bajo la suposicion de un equilibrio mutacion-deriva. Para esto se utilizo
la opcion “Two Phases Model” (TPM), que es lo mas recomendado para microsatélites y se
obtiene asi un Heq promedio que se compara con He para determinar si hay un exceso o
déficit de diversidad en cada locus, con significancias obtenidas a través de una prueba de

Wilcoxon.
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V.- RESULTADOS.

La metodologia de extraccion de ADN permitié obtener productos de PCR de buena
calidad. En la figura 2 se puede observar un ejemplo de los bandeos presentados en algunos de
los organismos con el oligo Cg49. Las bandas obtenidas representan alelos a partir de los
cuales se alimentaron los programas estadisticos. Todos los loci mostraron polimorfismo en
las dos poblaciones de C. gigas. En la tabla Il se resume la variacion genética de ambas
poblaciones, donde se observa que el tamafio promedio de la muestra por locus para la muestra
del lote de progenitores y progenie fue de 64.0 + 2.4 y 78.3 £ 1.3, respectivamente. La
diversidad genética fue evaluada como numero de alelos promedio por locus, la heterocigosis
observada y la heterocigosis esperada segun las expectativas de Hardy-Weinberg.

El nimero promedio de alelos por locus para la muestra del lote de progenitores fue de
11 + 1.24 y de 11.33 £ 1.7 para la progenie. La heterocigosis promedio observada y esperada
para progenitores fue de 0.65 = 0.04 y 0.81 £ 0.02, respectivamente, las cuales fueron
estadisticamente diferentes entre si (P<0.01). Asi mismo, la progenie presentd diferencias
significativas (P<0.01) en los promedios de heterocigosis esperada y observada con valores
de 0.84 + 0.03 y 0.67 £ 0.05, respectivamente. Ademas, no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) entre las heterocigosis esperadas y observadas de ambas poblaciones.
El porcentaje de loci polimdrficos fue de 100% para ambas poblaciones utilizando el criterio
de 0.95.

Con el andlisis de seis loci de microsatélites, se detectaron un total de 66 alelos y 146
genotipos diferentes en la muestra del lote de progenitores. EI nimero de alelos por locus (N)
presentd un valor minimo de 7 (Cgl08) y un maximo de 15 (ucdCgl4), la heterocigosis

esperada 'y observada por locus vario entre 0.73-0.89 y 0.51-0.74, respectivamente (Tabla Il1).
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Figura 2.- Ejemplos de algunos fenotipos para el locus microsatelital Cg49 en nueve
individuos de ostion japonés, Crassostrea gigas. M = marcador molecular de 100 pares
de bases.
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Tabla Il. Variabilidad genética de dos generaciones de ostion japonés, C. gigas, producidos en

Sonora. Entre paréntesis error estandar.

Progenitores Progenie
NUmero de organismos analizados 73 80
NUmero de loci analizados 6 6
Tamarfio promedio de la muestra por locus 64.0 (2.4) 78.3 (1.3)
NUmero promedio de alelos por locus 11.0 (1.24) 11.33 (1.7)
Porcentaje de loci polimorficos 100 100
Heterocigosis promedio (H)
H Observada 0.65 (0.04) 0.67 (0.05)
H Esperada 0.81 (0.02) 0.84 (0.03)
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Tabla I1ll. Ndamero de alelos por locus (N), heterocigosis observada (Ho), heterocigosis
esperada (He) y nimero de organismos analizados por locus (n) en un lote de reproductores de
ostion japonés, C. gigas.

Locus N He Ho n
L10 13 0.85 0.69 54
L48 12 0.83 0.74 69

Cg49 11 0.76 0.51 69

Cg108 7 0.81 0.56 66

ucdCgl10 8 0.73 0.69 62
ucdCgl4 15 0.89 0.70 63
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En la progenie con el analisis de seis loci de microsatélites se observaron un total de 68
alelos y 168 genotipos diferentes. EI nimero de alelos por locus fluctu6 entre un valor minimo
de seis (Cg49) y un maximo de 17 (ucdCgl4), la heterocigosis esperada y heterocigosis
observada por locus mostro valores que fueron de 0.73-0.91 y 0.48-0.81, respectivamente
(Tabla IV).

La frecuencia de alelos nulos para cada locus oscilo entre 0.0519-0.1445 para
progenitores y 0.0123-0.2178 para la progenie (Tabla V). En la Tabla VI y VII se muestran las
frecuencias genotipicas y alélicas para cada uno de los loci. El anélisis estadistico mostré que
hubo diferencias en la distribucion de los genotipos y alelos en cinco de los seis loci en ambas
muestras (la excepcion fue L10). Los valores del coeficiente D fueron negativos para todos los
loci en las dos poblaciones, lo que confirma la deficiencia de heterocigotos. El coeficiente de
endogamia (Fis) en progenitores presentd valores de 0.0549 - 0.3287 y 0.0500 - 0.4012 en
progenie, con un promedio de 0.2060 y 0.2128, respectivamente cuyos valores no son
estadisticamente diferentes de cero (P>0.05). El grado de diferenciacién genética obtenido a
través de F se considera pequefio ya que se obtuvieron valores entre 0.0086 y 0.0217, con un
promedio de 0.023 siendo este valor significativamente diferente de cero (P<0.001) (Tabla
1X).

Todos los loci mostraron un déficit de heterocigotos (P<0.05), a excepcién de ucdCg10
(P = 0.2292) en progenie (Tabla X). Asi mismo, todos los genotipos excepto ucdCgl0 se
encuentran fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual se puede apreciar con los valores
de significancia (P<0.05) (Tabla X1y XII). Los valores de identidad y distancia genética entre

las dos poblaciones fueron de 0.884 y 0.123, respectivamente. El andlisis de varianza
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Tabla V. Numero de alelos por locus (N), heterocigosis observada (Ho), heterocigosis
esperada (He) y nimero de organismos analizados por locus (n) en la generacion F1 de ostion
japonés, C. gigas.

Locus N He Ho n
L10 15 0.90 0.79 72
L48 12 0.82 0.72 79

Cg49 6 0.73 0.48 80

Cg108 9 0.84 0.66 80

ucdCg10 9 0.86 0.81 80
ucdCgl4 17 0.91 0.54 79
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Tabla V. Frecuencia de alelos nulos de dos generaciones de ostién japonés, C. gigas,
producidos en Sonora.

Locus Progenitores Progenie
L10 0.0862 0.0736
L48 0.0787 0.0640

Cg49 0.1455 0.1724

Cg108 0.1381 0.1062

ucdCg10 0.0519 0.0123
ucdCgl4 0.0931 0.217/8
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Tabla VI. Frecuencias genotipicas de dos generaciones de ostion japonés, C. gigas, producido
en Sonora. Entre paréntesis significancia de la prueba de heterogeneidad (prueba G).

Frecuencias genotipicas Frecuencias genotipicas

Locus  Genotipos Locus Genotipos

Progenitores  Progenie Progenitores Progenie
L10  132/132 0.018 0.013 175/204 0.013
(0.219) 132/138 0.018 175/209 0.018 0.013
132/175 0.013 175/214 0.027
132/192 0.027 184/209 0.018 0.013
132/198 0.013 184/214 0.037
138/138 0.148 0.055 184/234 0.013
138/154 0.055 0.013 192/192 0.018
138/162 0.055 0.027 198/198 0.037
138/168 0.018 204/234 0.013
138/175 0.055 0.097 219/219 0.014
138/184 0.018
138/192 0.074 0.013 L48 109/109 0.028 0.063
138/198 0.018 (0.000)  109/116 0.014
138/104 0.018 0.027 109/124 0.202 0.075
138/214 0.013 109/132 0.130 0.189
147/147 0.055 0.027 1097137 0.057 0.075
147/154 0.013 109/142 0.014
147/162 0.013 109/157 0.014
147/175 0.037 0.055 109/163 0.028
147/182 0.027 116/116 0.050
147/192 0.018 116/124 0.012
147/204 0.018 0.013 116/132 0.014 0.025
147/214 0.018 116/137 0.012
154/154 0.037 0.069 116/147 0.025
154/162 0.027 116/169 0.028 0.025
154/175 0.027 124/124/ 0.057 0.063
154/184 0.055 0.027 124/132 0.014 0.025
154/192 0.037 0.055 124/137 0.028 0.012
154/198 0.018 0.041 124/157 0.014
154/204 0.018 0.027 125/163 0.043
154/209 0.018 124/169 0.043
154/234 0.013 132/132 0.072 0.075
162/162 0.027 132/142 0.126
162/184 0.018 0.013 134/147 0.037
162/192 0.013 132/157 0.025
162/214 0.013 132/163 0.057 0.012
168/192 0.027 132/178 0.012
175/192 0.013 137/137 0.057
175/198 0.018 0.013 137/147 0.012
Continua...
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Tabla VI. Continuacion.

Frecuencias genotipicas Frecuencias genotipicas

Locus  Genotipos

Locus Genotipos

Progenitores Progenie Progenitores Progenie
137/152 0.012 139/145 0.015
137/178 0.014 139/152 0.030 0.100
142/142 0.012 139/156 0.015 0.012
147/147 0.012 139/165 0.075 0.050
147/163 0.014 145/145 0.060 0.025
163/163 0.014 145/156 0.030 0.025
169/169 0.014 145/165 0.030 0.012
185/185 0.014 145/171 0.037
152/152 0.181 0.075
Cg49  127/127 0.037 152/156 0.015
(0.000) 127/188 0.028 0.050 152/165 0.075 0.075
133/188 0.014 156/156 0.015 0.050
144/144 0.042 0.100 156/171 0.037
144/152 0.014 0.025 165/165 0.015 0.125
144/177 0.014 171/171 0.012
144/188 0.071 0.112
152/152 0.228 0.150 ucdCgl0  157/157 0.177 0.075
152/159 0.028 (0.000) 157/164 0.012
152/164 0.028 157/169 0.032 0.025
152/188 0.171 0.225 157/175 0.145 0.012
152/214 0.014 157/183 0.161 0.075
159/159 0.114 0.012 157/191 0.050
159/171 0.014 157/198 0.032 0.012
159/188 0.057 0.050 157/207 0.129 0.087
159/201 0.014 157/216 0.048
164/201 0.014 164/164 0.050
171/171 0.014 0.050 164/175 0.012
177/188 0.014 164/183 0.025
188/188 0.085 0.187 164/191 0.025
188/201 0.014 164/198 0.012
164/207 0.025
Cgl108 125/125 0.015 169/207 0.012
(0.034) 125/152 0.012 169/216 0.012
134/134 0.106 0.012 175/175 0.016
134/139 0.025 175/183 0.016 0.012
134/145 0.030 0.037 175/191 0.025
134/152 0.060 0.050 175/198 0.016
134/156 0.075 0.050 175/207 0.075
134/165 0.015 0.112 175/216 0.012
139/139 0.045 0.050 175/225 0.032
Continua...
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Tabla V1. Continuacion.

Frecuencias genotipicas Frecuencias genotipicas

Locus Genotipos

Locus Genotipos

Progenitores Progenie Progenitores Progenie
183/183 0.064 0.012 212/243 0.012
183/191 0.025 212/248 0.015 0.012
183/198 0.012 212/255 0.015 0.012
183/207 0.016 0.037 212/274 0.015
183/216 0.048 0.037 212/289 0.015
191/207 0.075 219/219 0.012
191/216 0.012 219/231 0.012
198/207 0.025 219/248 0.012
198/216 0.016 0.037 219/282 0.012
207/207 0.048 0.050 225/225 0.079 0.088
207/219 0.025 225/243 0.012
225/248 0.031 0.012
ucdCgl4  193/193 0.015 225/255 0.025
(0.000)  193/201 0.015 225/269 0.012
193/208 0.012 225/274 0.015
193/212 0.012 225/282 0.031
193/225 0.015 225/289 0.047 0.037
193/231 0.015 225/296 0.015
193/248 0.015 0.025 225/307 0.025
193/274 0.047 231/231 0.047 0.113
193/282 0.015 231/243 0.015
201/201 0.079 0.037 231/274 0.031
201/212 0.012 231/289 0.012
201/225 0.015 0.025 238/238 0.015
201/231 0.015 0.012 238/243 0.015
201/238 0.031 238/269 0.012
201/243 0.031 238/307 0.012
201/284 0.031 243/243 0.015 0.012
201/255 0.015 0.012 2431274 0.012
201/262 0.015 0.012 243/307 0.025
201/269 0.031 0.012 248/248 0.015 0.012
201/274 0.031 255/255 0.012
201/289 0.047 262/262
208/208 0.037 2741274 0.031 0.050
208/231 0.025 289/289 0.012
208/255 0.025
208/262 0.012
212/212 0.050
212/225 0.015
212/131 0.015 0.063
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Tabla VII. Frecuencias alélicas de dos generaciones de ostion japonés, C. gigas, producido en
Sonora. Entre paréntesis significancia de la prueba de heterogeneidad (prueba G).

LocUS Alelos Frecuencias alélicas
(pares de bases) Progenitores Progenie
132 0.028 0.042
L10 138 0.315 0.153
(0.103) 147 0.102 0.090
154 0.139 0.194
162 0.037 0.083
168 0.065 0.014
175 0.009 0.139
184 0.074 0.049
192 0.083 0.076
198 0.065 0.035
204 0.028 0.049
209 0.028 0.014
214 0.028 0.028
219 0.014
234 0.021
109 0.261 0.234
L43 116 0.029 0.101
(0.000) 124 0.232 0.127
132 0.181 0.304
137 0.109 0.063
142 0.007 0.076
147 0.007 0.051
152 0.006
157 0.014 0.013
163 0.087 0.006
169 0.051 0.013
178 0.007 0.006
185 0.014
127 0.014 0.063
Cg49 133 0.007
(0.000) 144 0.093 0.169
152 0.357 0.275
159 0.171 0.038
164 0.021
171 0.021 0.050
177 0.014
188 0.271 0.406
201 0.021
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Tabla VII. Continuacion.

L ocUs Alelos Frecuencias alélicas
(pares de bases) Progenitores Progenie
214 0.007
Cg108 125 0.015 0.006
(0.009) 134 0.242 0.150
139 0.114 0.144
145 0.114 0.081
152 0.273 0.194
156 0.083 0.119
165 0.159 0.250
171 0.050
ucdCgl10 180 0.006
(0.000) 157 0.452 0.213
164 0.000 0.106
169 0.016 0.025
175 0.121 0.075
183 0.185 0.125
191 0.106
198 0.032 0.050
207 0.121 0.231
216 0.056 0.069
225 0.016
ucdCgl4 193 0.079 0.025
(0.000) 201 0.222 0.082
208 0.076
212 0.048 0.114
219 0.032
225 0.175 0.165
231 0.095 0.177
238 0.040 0.013
243 0.048 0.044
248 0.063 0.044
255 0.016 0.051
262 0.008 0.025
269 0.016 0.019
274 0.103 0.057
282 0.024 0.006
289 0.056 0.038
296 0.008
307 0.032
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Tabla VIII. Coeficiente D, coeficiente de endogamia (Fis) y coeficiente de diferencia genética (Fs) para dos generaciones de

ostién japonés, C. gigas, producidos en Sonora.

Progenitores Progenie
Locus D Fis Xz D Fis XZ st v
L10 -0.197 0.1984 2551 -0.116 0.1166 13.70 0.0134  21.95
L48 -0.107 0.1080  8.85 -0.119 0.1197 12.45 0.0217 35337
Cg49 -0.327 0.3287 7455 -0.364 0.3658 53.52" 0.0258  28.83"
Cg108 -0.312 0.3135  38.92" -0.225 0.2261 32.72 0.0086  8.79
UcdCg10 -0.055 0.0549  1.31 -0.050 0.0500 1.6 0.0511  54.42""
UcdCg14 -0.212 0.2137  40.28 -0.400 0.4012 203.45"  0.0164  34.937
Promedio 0.2029  189.42 0.2132 317.44 0.0227 184.25

- ™P<0.001, “P<0.01, 'P<0.05
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Tabla IX. Significancias para el exceso y déficit de heterocigotos en dos generaciones de
ostién japonés, C. gigas, producidos en Sonora.

Exceso de Heterocigotos Déficit de Heterocigotos

Locus Progenitores Progenie Progenitores Progenie
L10 1.0000 0.9996 0.0004 0.0000
L48 1.0000 0.9975 0.0000 0.0038
Cg49 1.0000 1.0000 0.0007 0.0000
Cg108 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
UcdCgl0 0.8693 0.7423 0.0127 0.2292
UcdCgl4 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
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Tabla X. Numero de individuos observados y esperados, nimero de genotipos totales y en
desequilibrio para homocigotos y heterocigotos de un lote de reproductores de ostidon japonés,
C. gigas. P =significancia para el equilibrio de Hardy-Weinberg.

NUm. de individuos NUm. de genotipos
Locus Genotipos P En
Observados Esperados Totales S
desequilibrio
Homocigotos 17 8 13 4
L10 Heterocigotos 37 46 0.0005 78 4
Homocigotos 18 12 12 4
L48 Heterocigotos 51 57 0.0365 66 5
Homocigotos 34 16 11 4
Cg49 Heterocigotos 36 54 0.0000 55 5
Homaocigotos 29 12 7 5
Cgl08 Heterocigotos 37 54 0.0000 21 5
Homocigotos 19 17 8 1
ucdCg10 Heterocigotos 43 45 0.24 28 1
Homocigotos 19 7 15 3
ucdCg14 Heterocigotos 44 56 0.0001 115 6
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Tabla XI. Numero de individuos observados y esperados, numero de genotipos totales y en
desequilibrio para homocigotos y heterocigotos de una muestra de la generacion F1 de ostion
japonés, C. gigas. P = significancia para el equilibrio de Hardy-Weinberg.

NUm. de individuos NUm. de genotipos
Locus Genotipos P En
Observados Esperados Totales S
desequilibrio
Homocigotos 17 8 15 5
L10 Heterocigotos 37 46 0.0049 105 8
Homocigotos 18 12 12 2
L48 Heterocigotos 51 57 0.0138 66 10
Homocigotos 34 16 6 5
Cg49 Heterocigotos 36 54 0.0000 15 4
Homocigotos 29 12 9 4
Cgl08 Heterocigotos 37 54 0.0001 36 8
Homocigotos 19 17 9 2
ucdCg10 Heterocigotos 43 45 0.17 36 4
Homocigotos 19 7 17 9
ucdCgl4 Heterocigotos 44 56 0.0000 136 8
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molecular sefiald que existe muy poca variabilidad entre las poblaciones (5%), la mayor
variabilidad se presentd dentro de los individuos (75%). Ademas, la diferenciacion genética
representada por Ry también se considera pequefia ya que el valor obtenido fue de 0.049
(Tabla XI11).

Los valores de significancia para la reduccion poblacional obtenidos mediante el
programa Bottleneck indican que la poblacion de progenitores se encuentra en equilibrio (P =

0.0781), mas no la progenie (P = 0.0156).
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Tabla XII. Anélisis de varianza molecular (AMOVA) y Ry entre dos generaciones de ostion
japonés, C. gigas, producidos en Sonora.

Fuente de variacion Gfados de % Variacion Rst P
libertad

Entre poblaciones 1 5

Entre individuos 151 20 0.049 0.001

Dentro de los individuos 153 75
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VI1.- DISCUSIONES.

Para tener una estimacion del cambio de la variabilidad genética en el ostion japonés
(C. gigas) debido al manejo, se midi6 el valor estimado de la variacion genética en dos
generaciones de un linaje mediante 6 locus microsatelitales. Esta variabilidad se puede medir
como diversidad alélica y heterocigosis. El indice de variabilidad genética en cuanto al
numero de alelos por locus y la heterosigosis, evidentemente es mas elevada en estudios con
microsatélites que con alozimas, tal como se observa en estudios realizados por Ozaki y Fujio
(1985), Yang et al. (2000) y Enriquez-Espinoza (2008). El analisis de alozimas es una técnica
de baja resolucion que solo funciona para genes que se expresan, y las mutaciones silenciosas
que pudieran ocurrir en esos genes no generan una variabilidad observable. Esta puede ser la
razén de la diferencia en la resolucion de ambas técnicas.

El nimero promedio de alelos por locus fue muy similar para ambas poblaciones
estudiadas y no muy alejadas del valor reportado por Sekino et al. (2003), para la misma
especie, quienes reportaron un promedio de 10.6 alelos por locus. Sin embargo, estan por
debajo de otros valores para C. gigas como los reportados por Li et al. (2006) y Sauvage et al.
(2009), donde observaron una mayor diversidad alélica con un promedio de 23.2 y 28.9 alelos
por locus respectivamente y ligeramente mayores a los reportados por Li et al. (2003), quienes
encontraron 5.7 alelos por locus en muestras provenientes de poblaciones naturalizadas de C.
gigas.

El bajo numero de alelos encontrados se puede explicar si se considera que los linajes
son generalmente derivados a partir de pocos individuos, lo que genera un efecto sobre la
poblacién, y disminuyen los valores de variabilidad. Este efecto es conocido como efecto

fundador, el cual genera de manera inmediata la reduccion de la diversidad genética
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(Frankham, 1996). De igual manera, estudios realizados en otras especies representantes del
mismo género también presentaron una mayor diversidad alélica con un promedio de 37 alelos
en C. virginica (Carlsson y Reece, 2007), 16.7 en C. ariakensis (Xiao et al., 2008) y 25 en C.
plicatula (Yu et al., 2008). Otros estudios realizados en otras especies de moluscos marinos
reportaron menor nimero de alelos por locus que van de 6.8 en mejillones (Geist et al., 2003)
y 3.9 en caracoles (Liu y Hershler, 2009).

Con respecto a la heterocigosis, en este estudio se encontraron valores promedio de
heterocigosis observada de 0.65 en el lote de progenitores y 0.67 en progenie, similares a los
reportados por Sekino et al. (2003) en organismos silvestres de la misma especie y por Huvet
et al. (2000) en organismos cultivados, quienes reportaron valores de 0.60 y 0.70
respectivamente, asi como otros estudios en organismos silvestres pertenecientes al mismo
género donde se reporta una heterocigosis observada promedio de 0.63 en C. virginica
(Carlsson y Reece, 2007) y 0.58 en C. corteziensis (Cruz et al., 2007).

Se detecté un déficit de heterocigotos en cinco de los seis loci analizados. La
deficiencia de heterocigotos parece ser muy comun en poblaciones de C. gigas (Ozaki y Fujio,
1985). El déficit de heterocigotos también ha sido documentado en poblaciones naturales del
ostion del Pacifico (Sekino et al., 2003) y en otros bivalvos (Geist et al., 2003; Carlsson y
Reece, 2007), aln cuando son analizados con alozimas (Gaffney, 1990). Este déficit podria
deberse a diversos factores, como la presencia de alelos nulos que llevan a la observacion de
un mayor nimero de homocigotos o por un efecto Wahlund (deficiencia de heterocigotos
debido a una muestra que esta integrada por organismos de diferentes poblaciones). No se
puede descartar también el efecto de préacticas reproductivas endogamicas favorecidas por los

criaderos al utilizar un bajo nimero de reproductores que posiblemente estan relacionados por
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consanguinidad. En el caso de estas dos generaciones analizadas, no se encontré evidencia de
una endogamia acumulada.

En este estudio el promedio de la frecuencia de alelos nulos fue de 0.098 en los
progenitores y de 0.107 en progenie, estos valores son significativamente mas bajos que el
0.200 reportado por Yu et al. (2008) para C. gigas. Estos alelos nulos se presentan cuando no
pueden ser amplificados por PCR, debido principalmente a una mutacién en el punto de
hibridacién del iniciador.

Al comparar las dos muestras se puede observar que la progenie presenta un mayor
numero de alelos en cuatro de los seis loci analizados (L10, Cg108, ucdCg10 y ucdCgl4), y un
mayor nimero de genotipos. Estas diferencias se pueden deber a que el grupo analizado del
pie de cria s6lo son representantes aleatorios de la generacion parental, es decir, no son
necesariamente los padres directos de la generaciéon F1 analizada. En otras palabras, el que la
progenie tenga mas alelos indica que éstos se encuentran en el lote de reproductores.

La diferencia de estructura genética poblacional en las dos muestras de ostion
evidenciada por los valores de Rg y de Fg, asi como por la distribucion de las frecuencias
alélicas y genotipicas, es un indicativo del proceso aleatorio del muestreo del lote de
reproductores. Sin embargo, es importante mencionar que la variabilidad genética se mantiene
en la progenie con respecto al lote de reproductores debido a que las heterocigosis y el nimero
de alelos por locus no son significativamente diferentes. En especies de interés acuicola es
comun la pérdida de variabilidad genética después de algunas generaciones en cautiverio
(Sbordoni et al., 1986, 1987; Agnese et al., 1995) y no siempre los laboratorios de produccion
de crias son garantia para el mantenimiento de la variabilidad (Soto-Hernandez et al. en

prensa). Por tal motivo, el seguimiento de la variabilidad genética en cada generacion de los
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linajes seleccionados debe de formar parte del control de calidad de los laboratorios de

produccion.
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VIl.- CONCLUSIONES.

Con la utilizacién de seis microsatélites se determind la variabilidad genética en una
muestra del lote de reproductores y la generacion F1 del ostion japonés C. gigas mantenidos y
producidos en el Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora. Se encontrd
que ambas muestras mostraron una variabilidad genética similar, en términos de heterocigosis
observada, con otras poblaciones de C. gigas en el mundo.

No se encontr6 evidencia de una endogamia critica acumulada, aunque hay indicio de
un incipiente cuello de botella que debe de ser vigilado en generaciones sucesivas. Esto
implica que la generacion F1 se puede utilizar con toda confianza para generar una F2 siempre
y cuando se involucren el mayor nimero posible de reproductores.

Cuando se maneja un gran numero de reproductores en los eventos de induccién al
desove, siempre existird la incertidumbre de la identificacion de los individuos que
participaron efectivamente en la fecundacién, suponiendo que no se sacrifiquen a los
organismos. Si el lote de reproductores es grande, los reproductores efectivos representan sélo
una fraccién del acervo genético disponible potencialmente. Es por eso que la estructura
genética poblacional, sobre todo la que se refiere a las frecuencias alélicas y genotipicas,
puede variar de generacion en generacion. Tomando esto en cuenta, los laboratorios de
produccion pueden confiar plenamente en los microsatélites como una herramienta efectiva
para vigilar los niveles de variabilidad en sus linajes de cultivo.

Con los datos obtenidos se rechaza la hipotesis de trabajo donde se plantea que el nivel
de variabilidad genética disminuira de una generacion a la siguiente en un linaje de cultivo de

ostion japoneés C. gigas.
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VIIl. RECOMENDACIONES.

Para mantener la variabilidad genética de los lotes, se recomienda la introduccién de
nuevo material genético (reproductores) cada dos o tres generaciones, los cuales pueden ser
intercambiados con otros laboratorios. Sin embargo, como una medida de precaucién siempre
habra que verificar o solicitar que la heterocigosis y el nimero de alelos por locus del linaje o
poblacion “donante” sea similar a la de la poblacion “receptora”.

Es recomendable realizar el intercambio de reproductores siempre basado en andlisis
genéticos, ya que si bien lo que se busca es evitar la depresion endogamica, se puede provocar
una depresion exogadmica cuando la estructura genética poblacional es muy diferente.

De esta forma, la correcta seleccion de los reproductores y el monitoreo genético de

éstos pueden ofrecer bases importantes para formular estrategias de manejo reproductivo.
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