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RESUMEN de la tesis de Tzitziki del Rosario Loeza Quintana, presentada como
requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
ACUICULTURA. Ensenada, Baja California, México. Octubre 2011.

Diferencias genéticas entre poblaciones de ostra perlera Pinctada
margaritifera en la Polinesia Francesa y relaciones con su cultivo

Resumen aprobado por:

Dr. Christophe Herbinger Dr. Miguel Angel del Rio Portilla
Codirector Codirector

La ostra perlera de labios negros Pinctada margaritifera es una especie cultivada
de manera importante en los atolones de la Polinesia Francesa debido a la
produccion de perlas negras. El cultivo de esta especie se basa totalmente en la
colecta de larvas del medio natural, por lo que, es altamente dependiente de los
recursos genéticos disponibles en las poblaciones silvestres. La colecta de larvas
del medio natural es altamente variable en tiempo y espacio, representando un
problema para el cultivo. Como resultado, durante el desarrollo inicial de esta
industria se realizaron importantes translocaciones de juveniles entre varios
atolones. La actividad del cultivo y el movimiento de organismos entre los atolones
pudo haber dado lugar a la homogeneizacion genética de poblaciones silvestres
previamente identificadas. Estas poblaciones fueron caracterizadas anteriormente
con base a un reducido nUmero de marcadores nucleares anénimos exhibiendo
poca variabilidad (Arnaud-Haond et al., 2004, 2008). En este estudio se presenta
un analisis de 19 localidades de estudio en la Polinesia Francesa e islas Salomon,
utilizando ocho microsatélites hipervariables para evaluar con mayor precision la
estructura genética de las poblaciones de P. margaritifera y el potencial de impacto
de las transferencias de larvas anteriores entre atolones encontrando altos valores
de diversidad genética. De acuerdo con nuestros resultados, existe estructura
genética de la especie P. margaritifera en la region de la Polinesia Francesa y se
confirmo la divergencia genética de la poblacion de las islas Marquesas respecto a
las poblaciones de los archipiélagos Tuamotu-Gambier, islas de la Sociedad e islas
Salomon.

Palabras clave: cultivo de perlas, translocaciones, microsatélites, genética de
poblaciones.



ABSTRACT of the thesis presented by Tzitziki del Rosario Loeza Quintana as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in
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Genetic differences between pearl oyster Pinctada margaritifera populations
in French Polynesia and relations with the culture practices
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ABSTRACT

The black-lipped pearl oyster Pinctada margaritifera is an important species
cultivated in French Polynesia atolls for the production of black pearls. The culture
of this species is entirely based on natural spat collection and is therefore mostly
dependent upon genetic resources available in the wild populations. Natural spat
collection is spatially and temporally variable and spat collection failure can happen.
As a result, significant spat translocations occurred among atolls during the early
development of this industry. Culture activity and movement of organisms between
the atolls may have resulted in genetic homogenization of previously differentiated
wild populations. These wild populations were previously characterized based on a
small number of anonymous nuclear markers exhibiting limited variability (Arnaud-
Haond et al., 2004, 2008). In this study, we present an analysis of 19 sampling sites
in French Polynesia and Solomon islands. We used eight hyper-variable
microsatellite markers to evaluate more finely the present genetic structure of
populations of P. margaritifera and the potential impact of previous spat transfers.
We found high genetic diversity and a genetic structuration of P. margaritifera in
French Polynesia. We also confirm the Marquesas Islands strong genetic
divergence from the Tuamotu-Gambier archipelago, Society islands and Solomon
islands.

Keywords: pearl culture, translocations, microsatellite, population genetics
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| INTRODUCCION

I.I Generalidades de la especie Pinctada margaritifera

La ostra perlera de labios negros Pinctada margaritifera (Linnaeus, 1758) se
distribuye de manera natural a lo largo de todo el Indo-Pacifico desde el Mar Rojo
hasta el Pacifico central (Sims, 1993a; Arnaud-Haond et al., 2002) (Fig.1). Se le
encuentra desde zonas someras hasta 40 metros de profundidad en bahias y
zonas protegidas de los arrecifes de coral al interior de las lagunas de los atolones,
aungque en ocasiones se les ha encontrado también a lo largo de la pendiente
externa (Arnaud-Haond et al.,, 2003a). Es fuertemente dependiente de sustratos
rocosos y formaciones de coral a las cuales se adhieren fuertemente mediante el
biso (Sims, 1992). La mayor abundancia de esta especie ha sido reportada en las
lagunas de los atolones del Este de las islas Polinesias, donde se han registrado

hasta 5 millones de individuos en la laguna (Sims, 1992).

Figura. 1 Rango de distribucion de la ostra perlera de labios negros Pinctada
margaritifera (Imagen modificada de Wada y Témkin, 2008).



La especie Pinctada margaritifera es hermafrodita protandrica, alcanza su
madurez sexual a los dos afios y presenta el cambio de sexo hasta el cuarto o
quinto afio. En la regidn de la Polinesia Francesa se reproduce a lo largo de todo el
afo (Sims, 1993a; Pouvreau, et al.,, 2000a). Presenta un desarrollo larval
planctotrofico que se extiende hasta cuatro semanas (28 dias) (Sims, 1993a). A los
22 dias aproximadamente las larvas desarrollan el 6rgano de los sentidos que
marca la entrada al estadio pedivéliger, etapa en la que la larva desarrolla un pie
que le permite la busqueda de un sustrato para su fijacion. Después de la
metamorfosis, las larvas se unen al sustrato mediante el biso (Sims, 1994,
Pouvreau y Prasil, 2001; Doroudi y Southgate, 2003). A partir del asentamiento es
una especie filtradora de rapido crecimiento llegando a obtener juveniles de 10 a
12 cm en dos afos (Sims, 1990; Gervis y Sims, 1992).

La superficie externa de su concha exhibe una coloracion que va de café
grisaceo oscuro a negro con manchas blancas dispuestas radialmente. La
superficie interna presenta una capa nacarada plateada iridiscente y en el margen

de la concha un borde negro no nacarado (Bueno et al., 1991; Sims, 1993a).

[.Il Importancia econémica

La ostra perlera P. margaritifera es un recurso muy importante a lo largo de
todo el Indo-Pacifico, principalmente en la Polinesia Francesa, Islas Cook y
Okinawa (Sims, 1993a). Donde de manera tradicional el recurso se ha utilizado
como alimento, en la elaboracion de joyeria, como ornato, herramientas, anzuelos
y principalmente para la produccién de perlas negras (Lane et al., 2003).

La produccion de perlas negras a partir del cultivo de P. margaritifera se
desarrollo inicialmente en el siglo XX en la Polinesia Francesa, donde crecio
rapidamente hasta convertirse en la segunda industria mas importante en los
altimos 20 afos, superada uUnicamente por el turismo. El cultivo de la especie
proporciona empleo a cerca de 7000 personas en mas de 1000 granjas distribuidas
en 34 atolones (Arnaud-Haond et al.,, 2002, 2003b; Lane et al., 2003; Bondad-

Reantaso et al., 2007). Esta industria logré generar ganancias de $135.3 millones



de dolares en 1994 (Fassler, 1995) y en el 2000 llegé a los $200 millones de
dolares (Lane et al., 2003).

I.IIl Caracteristicas del cultivo

Tradicionalmente, el cultivo de P. margaritifera en el Pacifico Sur se ha
basado en la colecta de larvas provenientes del medio natural (Sims, 1993a), ya
que es el método mas sencillo y economico de obtener los juveniles que son
llevados a los sistemas de engorda (Lane et al., 2003) donde permanecen en
crecimiento hasta alcanzar la talla adecuada para la produccién de perlas (Sims,
1993a).

Los colectores de larvas consisten en cuerdas colocadas a una profundidad
de tres metros, las cuales proporcionan una superficie para el asentamiento una
vez que las larvas han completado su etapa pelagica. Después de seis meses,
dichas larvas se colocan en sistemas de preengorda que consisten en bandejas de
plastico o redes. Cuando las ostras alcanzan una longitud de 50-60mm se
transfieren a los sistemas de engorda, donde se cuelgan sobre cuerdas o redes
directamente, o se colocan en bolsas dispuestas a lo largo de una cuerda. A
medida que las ostras crecen es necesario reducir la densidad del cultivo para
aumentar el espacio entre ellas mientras crecen. A la edad de dos afios, cuando
los organismos llegan a medir entre 90 y 120 mm se considera que han alcanzado
la talla 6ptima para inducir la formacion de una perla cultivada; esto se lleva acabo
introduciendo un nucleo y un injerto de tejido proveniente del manto (Pouvreau et
al., 2000a; Lane et al., 2003). Posteriormente se requieren entre 16 meses y dos
afios para producir una perla de 0.8 mm de espesor del nacar, tamafio minimo
requerido para su exportacion (Southgate et al., 2008).

Esta actividad se encuentra en plena expansion y es gracias a la gran
abundancia de larvas en el medio natural en algunos atolones y su disponibilidad
para la colecta lo que ha llevado a la Polinesia Francesa a convertirse en el lider
del cultivo de perlas negras (Southgate et al., 2008). Sin embargo, la colecta de

semilla del medio natural es altamente variable en tiempo y espacio (Friedman et



al., 1998; Friedman y Bell, 1999). Lo anterior ha provocado que los cultivadores
realicen actividades de translocacién de larvas entre los atolones para satisfacer
las necesidades de los cultivos. Considerando la posible reproduccion de las ostras
en cultivo, la translocacion de individuos a gran escala entre los diferentes
archipiélagos podria causar un impacto en las poblaciones al permitir su
homogeneizacion, afectando su variabilidad y estructura genética (Arnaud-Haond
et al., 2002, 2004).

I.IV Genética poblacional de Pinctada margaritifera

En los invertebrados marinos que poseen un gran tamafio poblacional,
fecundacion externa, alta fecundidad, extenso estadio larval pelagico que les
permite un amplio flujo genético durante este periodo, y finalmente una etapa
adulta bentonica durante la cual la baja o nula movilidad favorece un proceso de
adaptacion local. Debido a que este es el caso de P. margaritifera, se esperaria
encontrar poblaciones con ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg, asi como con
una baja divergencia genética (Palumbi y Wilson 1990; Palumbi, 1992; Arnaud-
Haond et al., 2008). Sin embargo, se ha encontrado una estructuracion genética a
pequefia escala espacial o temporal en varias especies que presentan una amplia
capacidad de dispersion larval y homogeneidad genética a gran escala (Johnson y
Black 1984; Watts et al., 1990; David et al., 1997b; Johnson y Wernham 1999).
Dicha subestructuracion a pequefia escala puede deberse a diferentes causas
como la seleccion de genotipos antes o después del asentamiento, diferentes
origenes genéticos de las larvas reclutadas (Johnson y Black 1982, 1984; David et
al., 1997a,b), debido al reclutamiento estocastico que se da en el océano
(Roughgarden et al., 1988; Gaines y Bertness, 1992), o debido a la retencion local
de larvas en algunas zonas especificas, asi como por la influencia de las corrientes
oceanicas locales o por barreras hidrogréaficas que producen aislamiento de habitat
(Palumbi y Wilson 1990; Palumbi, 1992).

La existencia de patrones de estructuracion genética a pequefia y gran

escala, asi como la variabilidad y flujo genético entre las poblaciones es altamente



importante para la gestion eficaz de las poblaciones silvestres y su posterior
explotacion comercial a través de la acuicultura (Benzie, 2000, Wada y Jerry,
2008). Desde su surgimiento, las técnicas moleculares han sido empleadas para el
estudio de la estructura genética de las poblaciones utilizando diversos tipos de
marcadores como aloenzimas, genes mitocondriales (ADNmt), el polimorfismo de
un solo nucleotido, la amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico, marcadores
nucleares andnimos (MNA) y microsatélites.

En el caso de la especie P. margaritifera se han realizado estudios basados
en aloenzimas, ADNmt y MNA que han dado informacién preliminar sobre la
variabilidad y composicion genética de sus poblaciones (Blanc et al.,1985; Arnaud-
Haond et al., 2002, 2003a,b, 2004, 2008). Sin embargo es necesario evaluar
marcadores moleculares con mayor grado de variabilidad como los microsatélites,
gue permitan precisar y ampliar el conocimiento previo.

Los microsatélites consisten en multiples repeticiones de secuencias cortas,
el tamafio de estas secuencias, 0 motivo de repeticion, varia de uno a seis pares
de bases. Las variaciones en la longitud del fragmento entre individuos da lugar a
diferentes alelos, por lo que exhiben una amplia variacién alélica siendo altamente
polimorficos (Tautz, 1989; Litt y Luty, 1989; Wright, 1993). Los microsatélites se
distribuyen a lo largo de la totalidad del genoma de todos los cromosomas,
encontrandose dentro de los intrones, exones 0 secuencias intergénicas o no
codificantes (Liu et al., 2001; Liu y Cordes, 2004). Son marcadores codominantes
que se heredan de forma mendeliana y presentan una tasa de mutacién de 107
por generacién aunque puede variar (Weber y Wong, 1993; Ashley y Dow, 1994;
Crawford y Cuthbertson, 1996; Liu y Cordes, 2004). En general se les considera
como marcadores neutrales es decir, que no estan sujetos a seleccion (Li et al.,
2002). Debido a las anteriores caracteristicas estos loci son usados comunmente
para la identificacion de individuos y en analisis poblacionales para detectar
estructura genética, patrones de subdivision geografica y estimar niveles de flujo
genético (Tautz 1989; Avise, 2004; Astanei, et al., 2005; Geist y Kuehn, 2005; Lind
et al., 2007; Zhan et al., 2009).



II.  ANTECEDENTES

Los estudios a cerca de la ostra perlera de labios negros P. margaritifera
estan directamente relacionados con su importancia acuicola. Se han realizado
estudios sobre su alimentacion (Robert et al., 1998; Southgate et al., 1998;
Pouvreau et al., 1999; Yukihira et al., 1999; Loret et al.,, 2000; Pouvreau et al.,
2000c,d; Doroudi et al., 2003), tasas de crecimiento (Coeroli et al., 1984; Elnaeim,
1984; Nasr, 1984; Coeroli y Mizuno, 1985; Sims, 1993b, 1994; Pouvreau et al.,
2000b; Pouvreau y Prasil, 2001), ciclo reproductivo (Thielley et al., 1993; Pouvreau
et al., 2000a; Jiuan-Jiuan, 2007) y el reclutamiento de larvas (Friedman et al., 1998;
Friedman y Bell, 1999). También se han llevado a cabo algunos estudios sobre
sanidad (Loret et al., 2000; Comps et al., 1999, 2001) y sobre su estructura
poblacional (Kimani y Mavuti, 2002; Keenan et al., 2006).

En cuanto al estudio y conocimiento del nivel de variabilidad y estructura
genética de las poblaciones de la especie P. margaritifera, se han llevado a cabo
diversos estudios empleando distintos marcadores moleculares. Los primeros
estudios emplearon aloenzimas como marcador molecular para estudiar la
variacion de las ostras de la Polinesia Francesa, Mauricio, Kiribati, islas Cook,
Japon y el este de Australia, sugiriendo la posible existencia de diferenciacion
genética dentro de las localidades y entre diferentes agrupaciones de ostras dentro
de un mismo atolén (Blanc, 1983; Blanc et al.,1985; Durand y Blanc, 1986,1989;
Durand et al., 1993; Benzie y Ballment, 1994).

Posteriormente, Arnaud-Haond y colaboradores (2002) desarrollaron cinco
marcadores nucleares anonimos con polimorfismo de longitud y evaluaron su
utilidad en el analisis genético de P. margaritifera y la posibilidad de emplearlos en
otras especies del género Pinctada. Dichos marcadores fueron utilizados en un
analisis de la estructura poblacional de la especie, donde se compararon los
resultados obtenidos para genes mitocondriales, aloenzimas y marcadores
nucleares anénimos (MNA) (Arnaud-Haond et al. 2003a). Los resultados de

aloenzimas y MNA confirmaron un patrén de estructuracion entre las poblaciones



del Pacifico central y occidental con una fuerte evidencia de restriccion del flujo
genético entre los archipiélagos y en algunos caso entre islas dentro de
archipiélagos (Blanc et al., 1985; Durand y Blanc, 1989; Benzie y Ballment, 1994;
Arnaud-Haond et al., 2003a). Sin embargo, los resultados empleando ADNmt no
detectaron heterogeneidad significativa entre los archipiélagos (Arnaud-Haond et
al., 2003a), pero sugirieron un corto tiempo de coalescencia entre los haplotipos lo
gue es a menudo indicativo de un cuello de botella reciente.

Mediante el empleo de MNA se realizé también un analisis de la estructura y
variabilidad genética entre ostras silvestres y de cultivo de P. margaritifera en
atolones del archipiélago Tuamotu-Gambier, a partir del cual no se encontraron
diferencias significativas entre las muestras silvestres y de cultivo (Arnaud-Haond
et al., 2003Db).

Posteriormente Arnaud-Haond y colaboradores (2004) evaluaron el impacto
de la colecta de semilla y translocacion de larvas sobre la variabilidad y estructura
genética de P. margaritifera. De manera interesante los autores observaron
homogeneidad genética entre poblaciones previamente diferenciadas dentro y
entre los archipiélagos Tuamotu-Gambier. Tales diferencias fueron atribuidas al
efecto que han causado la recoleccion y translocacién de semilla en los ultimos 20
afios (Arnaud-Haond et al. 2004). Esta observacién ha provocado un gran interés
en el estudio de la compleja estructura de las poblaciones de esta region que
puede ser amenazada por procesos antropomorficos.

Se estudié la estructura genética de esta especie a diferentes escalas
espaciales en el Indo-Pacifico mediante MNA encontrando que a gran escala
(>1000km) hay una diferenciacion genética de las poblaciones, pero a mediana
escala (10-1000km) se encontr6 homogeneidad entre las muestras. Sin embargo a
pequefia escala (<10km) se encontraron importantes niveles de diferenciacion
genética, con algunas excepciones (Arnaud-Haond et al., 2008).

Recientemente Herbinger y colaboradores (2006) desarrollaron 10
marcadores microsatélites polimérficos especificos para la especie P. margaritifera,

con potencial para evaluar de manera mas precisa la estructura y variabilidad



genética en poblaciones silvestres y de cultivo, asi como también el impacto que
han tenido los eventos de translocacion de larvas en la region de la Polinesia
Francesa.

En este estudio analizamos muestras colectadas después de los eventos de
translocacion de larvas entre archipiélagos. El andlisis se llevo a cabo mediante
microsatélites, con el interés de obtener resultados mas precisos de la estructura
genética de las poblaciones de P. margaritifera en la region del Indo-Pacifico, y
compararlos con los resultados obtenidos anteriormente por Arnaud-Haond y
colaboradores (2004), para evaluar si la transferencia de juveniles entre atolones
en la Polinesia Francesa ha producido un impacto considerable sobre el patrén de

estructura y variabilidad genética natural de la especie en la region.



ll.  HIPOTESIS

Si la transferencia de juveniles de Pinctada margaritifera entre atolones de
distintos Archipiélagos ha provocado un impacto sobre la estructura genética de las
poblaciones silvestres, entonces se observara un patron de homogeneidad

genética entre poblaciones previamente diferenciadas.

V. OBJETIVOS

V.l Objetivo general

Evaluar si la transferencia de juveniles de P. margaritifera entre distintos
atolones ha provocado un impacto sobre el patron de estructuracion genética en
las poblaciones silvestres y de cultivo, mediante el empleo de microsatélites como

marcadores moleculares

V.II Objetivos particulares
a) Caracterizar genéticamente individuos de P. margaritifera provenientes de
distintos atolones en 5 archipiélagos.
b) Evaluar la diversidad genética entre poblaciones a distinta escala espacial.
c) Comparar los resultados obtenidos con los datos generados a partir de
aloenzimas y MNA (Arnaund-Haond, et al., 2004).
d) Evaluar si las practicas de cultivo y translocacion de organismos ha llegado

a impactar genéticamente las poblaciones silvestres de la especie.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.l Obtencidn de las muestras

Para este estudio se conté con 19 muestras de ostras perleras provenientes de
14 lagunas en la Polinesia Francesa y las Islas Salomon (en inglés Solomon); tres
muestras provinieron de dos lagunas del Archipiélago de la Sociedad, 12 muestra
provinieron de ocho lagunas de Tuamotu-Gambier, dos de las Islas Marquesas y
dos de las Islas Salomon (Tabla 1).

Las muestras se colectaron en su mayoria del medio natural (individuos
adultos) mediante buceo tratando de abarcar diferentes asentamientos en areas
tan grandes como fue posible con la finalidad de obtener una muestra lo mas
representativa posible de la poblacion estudiada. En algunos casos se obtuvieron
muestras de individuos adultos provenientes de granjas de cultivo y también
juveniles provenientes de colectores para la captacion de larvas (Tabla I).

Una porcién del tejido del musculo abductor y/o del manto fue removido de
cada organismo y preservado en etanol al 80% para posteriormente extraer el
ADN. La extraccion de ADN, las reacciones de PCR vy los geles de electroforesis
se llevaron a cabo en el laboratorio “Marine Gene Probe Laboratory”, en la

Universidad de Dalhousie, Halifax, Nueva Escocia, Canada.

V.l Para caracterizar genéticamente individuos de P. margaritifera
provenientes de distintos atolones en 6 archipiélagos

V.II.I Extraccion del ADN

Se realizé la extraccion de ADN total de cada organismo empleando el tejido
del musculo y/o el tejido del manto. La extraccion de ADN a partir del musculo se
llev6 a cabo mediante el Kit Qiagen Dneasy, mientras que el ADN del tejido del
manto se obtuvo mediante el protocolo de extraccion “Glassmilk” (Anexo 1)
descrito por Elphinstone y colaboradores (2003), ya que este tejido esta altamente

pigmentado lo que dificulta la extraccién con el Kit Qiagen Dneasy.
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La extraccion y la calidad del ADN se verificaron mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1.0% (80V, ~1.5 horas). EI ADN se visualiz6 por fluorescencia

de “GelGreen” con un transiluminador de luz UV.

Tabla |. Localidades de estudio de Pinctada margaritifera en la Polinesia

Francesa e Islas Salomon.

ARCHIPIE- ATOLON REFERENCIA TIPO DE FECHA DE INDIVIDUOS

LAGO COLECTA (*) COLECTA

Takaroa TA Colectores 18/09/99 28

TUAMOTU Arutual AR-1 Silvestres 24/09/99 12

Arutua? AR-2 Silvestres 25/09/99 17

Raroial RA-1 Silvestres 02/12/00 15

Raroia2 RA-2 Colectoes 02/12/00 35

Hereheretue  HERE Silvestres 21/01/01 28

Marutea MRT-1 Silvestres Dec 2000 12

Marutea MRT-2 Silvestres 24/03/01 29

Kauehi KA Silvestres 14/03/02 19

Takapotol TKP-1 Silvestres 01/06/02 37

Takapoto2 TKP-2 Silvestres 02/06/02 54

GAMBIERS Aukena GB Cultivo 03/09/99 22

MARQUESAS  Nuku Hiva NH Silvestres 10- 43
12/09/2001

HivaOa HO Silvestres 14- 31
15/09/2002

SOCIEDAD Mopelial MO-1 Cultivo 03/04/00 16

Mopelia2 MO-2 Silvestres 28/092001 40

Scilly SCI Colectores 29/09/01 40

SALOMON Este SOLO-1 Silvestres jun-99 47

Oeste SOLO-2 Silvestres jul-99 50

TOTAL 575

Los individuos

provenientes de colectores corresponden a juveniles captados

mediante colectores de larvas.

V.IL.II Reaccion en Cadena de la Polimersa (PCR) y electroforesis

Por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificaron

para todas las muestras nueve loci especificos para Pinctada margaritifera:
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Pmarg2, Pmarg7, Pmargll, Pmarg37, Pmarg44, Pmarg45, Pmarg68, Pmarg77 y
Pmarg79 (Herbinger et al., 2006) (Tabla 2).

La amplificacion de todos los loci se llevd a cabo empleando primers
fluorescentes tipo HEX en reacciones con volumen final de 10ul, utilizando una
concentracion aproximada de 6ng de ADN, 0.2 mM de cada dNTP y 1x PCR
amortiguador [New England Biolabs, 10 mm KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 20 mM Tris-
HCI, 0.1% Triton X-100, pH 8.8 a 25 °C].

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Para los loci Pmarg7, Pmarg37, Pmarg44, Pmarg45 y Pmarg68: 1.5 mMm
MgSOy; 0.2um de cada F/R primer; y 0.5U de ADN Taq polimerasa (New England
Biolabs).

Para los loci Pmarg2, Pmarg77 y Pmarg79: 2 mm de MgSQO,; 0.3uM de cada
F/R primer; y 1U de ADN Taqg polimerasa (New England Biolabs).

Para el locus Pmargll: 1.5 mMm de MgSOy; 0.2uM de cada F/R primer; y 1U de
ADN Taq polimerasa (New England Biolabs).

La reaccidon de PCR se realizé en un termociclador PTC-0200 con el siguiente
programa: 2min a 95°C, 29 ciclos de 30seg a 95°C, 1min a la temperatura de
hibridacion segun el par de primers utilizados (Tabla 2), 1min a 72°C, y finalmente
a 72°C por 4min (Herbinger et al., 2006).

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% (acrilamida:bisacrilamida 29:1, 7 mm Urea) utilizando 1X TBE
(Tris Borato EDTA, 89mm de Tris base, 89mmM de &cido Borico, 2mM de EDTA,
ajustado a un pH=8.3) como amortiguador. La electroforesis se corri6 a 75W por
aproximadamente 1:15h.

Posteriormente los geles fueron visualizados por medio de fluorescencia en el
sistema de imagenes FMBIO Il (Hitachi Software Engineering). Finalmente se
determind el tamafio de los alelos manualmente por inspeccion visual tomando
como referencia un marcador de peso molecular conocido.

De acuerdo con observaciones previas hechas en el grupo de trabajo, se

determind que los loci Pmarg44 y Pmarg79 (Herbinger et al., 2006) amplificaban
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alelos correspondientes al mismo microsatélite. Lo anterior se observdé mediante la
genotipificacion de los alelos, ya que se identificaban los mismos genotipos en la
mayoria de los individuos con ambos loci, con la Unica diferencia de que Pmarg79
amplificaba un fragmento 8pb mayor. Los genotipos obtenidos a partir de Pmarg44
fueron utilizados para complementar la base de datos del locus Pmarg79 en los
casos donde la amplificacién no fue exitosa debido a la presencia de alelos nulos.
Una muestra fue considerada como homocigota para un supuesto alelo nulo si el
intento de amplificacion por PCR con ambos pares de primers fue improductivo
pero fue positivo para otros loci. Finalmente Unicamente Pmarg79 fue empleado en
los siguientes andlisis genéticos debido a que produjo mayor resolucion.

V.ILIII Anélisis de los microsatélites

Primeramente se analizaron los datos utilizando Excel Microsat Toolkit 3.1.1
(Park, 2001, disponible en: http://acer.gen.tcd.ie/~sdepark/ms-toolkit ) y MICRO-
CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) con el objetivo de identificar la
presencia de posibles errores en la genotipificacion de los alelos como tartamudeo
(stuttering), alelos falsos, amplificacion preferencial de uno de los alelos y
dominancia de alelos de menor tamafio (dropout), asi como también eventuales
errores tipograficos. El programa Excel Microsat Toolkit se utilizé para obtener los
archivos con el formato requerido por los programas de analisis molecular.

Mediante MICRO-CHECKER 2.2.3 se evaluo si las deficiencias de
heterocigotos podian ser explicadas por la presencia de alelos nulos. En estudios
poblacionales, los alelos nulos pueden ser detectados por una prueba de Hardy-
Weinberg (HW) mediante una cuidadosa observacion de las proporciones
obtenidas y las deficiencias de heterocigotos siempre y cuando estas no tengan
otro origen como por ejemplo por efecto de Wahlund (Chapuis y Estoup, 2007). En
seguida se estimaron las frecuencias de alelos nulos por cada muestra y locus de
acuerdo con el estimador Brookfield 2 (Brookfield, 1996), el cual asume que una
proporcion del nimero de muestras no amplificadas se debe a la presencia de

alelos nulos homocigotos (van Oosterhout et al., 2004). Debido a que los alelos


http://acer.gen.tcd.ie/~sdepark/ms-toolkit
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nulos pueden provocar que los valores de los indices de fijacion sean sobre-
estimados se emplearon varios métodos para minimizar sus efectos como se
indica en cada caso (Chapuis y Estoup, 2007).

De acuerdo con las estimaciones de MICRO-CHECKER 2.2.3, cuando se
detect6 la presencia de alelos nulos, se modific la base de datos etiquetando los
alelos nulos estimados por el algoritmo Brookfield 2 (Brookfield, 1996) con un
tamafo diferente al resto de los alelos. Esta nueva base de datos corregida para

alelos nulos fue utilizada en los analisis posteriores como segun se indique.

V.III Para evaluar la diversidad genética entre poblaciones a distinta escala
espacial

V.IIL.I Diversidad genética y ajuste al Equilibrio de Hardy-Weinberg

Las frecuencias alélicas y los parametros de diversidad genética de cada locus
para cada muestra: numero de alelos por locus (A), diversidad genética (D)
Heterocigosidad observada (Ho) y la Heterocigosidad esperada (He) se calcularon
mediante el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001).

La riqueza alélica (Rs, medida del numero de alelos independiente del nUmero
de muestra) fue calculada utilizando el procedimiento de rarefaccién implementado
por el software FSTAT para una talla minima de 7 individuos diploides. El indice Fs
(Weir y Cockerham, 1984) fue usado para calcular para déficit de heterocigotos
para cada locus dentro de las localidades.

Las desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para cada locus de
cada muestra fueron probadas mediante el procedimiento de Guo y Thompson
(1992) empleando una prueba analoga a la prueba exacta de Fisher. Esta prueba
emplea un algoritmo aleatorio modificado de las cadenas de Markov. Se utilizé el
programa ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010) con 1,000,000 pasos en
las Cadenas de Markov y 100,000 pasos de “desmemorisacion” (del inglés
dememorisations) locus por locus usando un valor de significancia de 0.05.
Finalmente se realiz6 una correccién de Bonferroni para ajustar el valor critico de

significancia (Rice, 1989).



15

Tabla Il. Loci amplificados para Pinctada margaritifera. Se indican las secuencias de los primers utilizados, la
temperatura de hibridacién durante la PCR, nimero de acceso en GeneBank, el motivo de repeticién, el intervalo de

tamafo de bases y el numero de alelos detectados en el presente estudio.

Locus Secuencia Primer T No. de Acceso Motivo de repeticién Rango No.
(°C) GenBank Tamafio  Alelos
(Tb)

Pmarg?2 F-GATCCTACGATGATTGCTTTGTC 52 DQ105992 (AC)20 151-255 39
R-TGCAACGTATCAGGTTATGTTTG

Pmarg7 F-CGTCAGTGGGAGTCAAATATTCG 52 DQ105993 (GACA), 158-198 22
R-AGGAAGGGCATGTCATAAGGAAC

Pmarg11 F-TCTGTCCGTCCATCTAGC 50 DQ105994 (GACA)7TGAAA(GACA);GAAA 164-256 53

(GACA),GAAA(GACA);

R-ACAATGCATATCAAGTCAGC

Pmarg37 F-GTCAGGATCTCCTTTATCTC 48 DQ105996 (CA)15 143-213 34
R-AGGAGATATGTCATTGCTG

Pmarg44 F-GGACAGGGAATATCAAAC 50 DQ105997 (GACA), 180-280 -
R-CAAATATGTGCAGTGTGA C

Pmarg45 F-TCTGCCTGACAAGTTACGAAC 50 DQ105998 (GACA)o(GGAC)7(GACA), 112-294 66
R-ATACATTGAAGCTCGTCTCCTC

Pmarg68 F-GTTGCCTGTGAAACATAGTG 50 DQ105999 (GACA),GATG(GACA)s 124-200 30
R-CAGTTATGGCTGTGGACC

Pmarg77 F-GTTCAGCCATTCTTGAGAAG 50 DQ106000 (GACA)13 116-228 44
R-TGAGCAATATTTAGCTCGAAG

Pmarg 79 F-AGTAAGTTGTAGCCAAATATGTGC 50 DQ106001 (GACA), 188-288 35

R-GGAATATCAAACACAGGTCACTC

No se indica el numero de alelos de Pmarg44 ya que los genotipos obtenidos a partir de Pmarg44 fueron utilizados para

complementar la base de datos del locus Pmarg79
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El estadistico Garza-Williamson (G-W, numero de alelos dividido entre el rango
alélico) fue calculado mediante ARLEQUIN. Este indice ha demostrado ser
sensible a los cuellos de botella de la poblacion debido a que el niumero de alelos
suele ser mas reducido que numero dado por una reciente reduccion en el tamafio
de la poblacién y es dado como: G-W= k/ (R+1) donde k es el nimero de alelos de
un locus dado en una muestra y R es el intervalo alélico (Excoffier et al., 2005). En
poblaciones que han atravesado por un cuello de botella el indice G-W sera muy

pequefio, mientras que en poblaciones estacionarias sera cercano a uno.

V.lIl.1IDiferenciacién genética entre localidades

Se calcularon los estadisticos Fis, Fst y Fir (Weir y Cockerham, 1984) para
todas las muetras utilizando el programa FSTAT. Para calcular el indice de fijacion
Fst corrigiendo la presencia de alelos nulos se utilizé el método llamado ENA (por
sus siglas en inglés Excluding Null Alleles) descrito por Chapuis y Estoup (2007)
utilizando el software FreeNA. El indice Fst estimado mediante FreeNA sera
referido de ahora en adelante como FstENA. El calculo de la significancia se
realiz6 por un proceso de permutacion al azar de los alelos (n= 1000, los alelos
fueron permutados no asumiendo Equilibrio de H-W) dentro de las muestras para
probar si los valores son diferentes de cero o no. Los intervalos de confianza
fueron obtenidos por el método jackknifing para la poblacién y por bootstrapping
entre los loci.

El indice de fijacibn Fst estima la reduccion de genotipos heterocigotos en
proporcién a la media dentro de las poblaciones causada por una diferenciacion
poblacional. Fst toma valores de 0 a 1 y debe ser siempre positivo. Cuando es
igual o cercano a cero, la heterocigosidad promedio de todas las subpoblaciones
es equivalente a la esperada en equilibrio de H-W para el total de la poblacion por
lo que existe homogeneidad genética o panmixia. Cuando Fst tiene un valor
cercano a 1, entonces los efectos de pérdida de heterocigosidad debida a
subdivision poblacional o efecto Wahlud son equivalentes a los esperados por

endogamia dentro de cada localidad (Weir y Cockerham, 1984; Excoffier y Lischer,



17

2010). Fis, y Fir son medidas de la desviacion de H-W dentro de subpoblaciones y
en el total de las poblaciones, respectivamente. Cuando sus valores son negativos
indican un exceso de heterocigotos, mientras que cuando sus valores son positivos
indican una deficiencia de heterocigotos (Weir y Cockerham, 1984).

También se realiz6 una prueba de comparaciones pareadas de Fst entre las
localidades mediante ARLEQUIN con 1000 permutaciones. Los niveles de
significancia fueron ajustados usando la aproximacién secuencial de Bonferroni
(Rice, 1989). Las comparaciones pareadas de Fsr son usadas para medir las
distancias genéticas bajo el modelo de mutacion de alelos infinitos (IAM por sus
siglas en inglés). Esta prueba tiene la hipétesis nula de ausencia de diferencias
entre las poblaciones (un valor de Fsr pareado cercano o igual a cero). La
frecuencia de alelos nulos puede derivar en una sobreestimacion de la
diferenciacion poblacional (Chapuis y Estoup 2007). Por lo tanto, se hizo un
andlisis de comparaciones pareadas de Fsr entre las localidades utilizando la base
de datos corregida para alelos nulos. Este analisis también se realizd6 en
ARLEQUIN con 1000 permutaciones.

Mediante ARLEQUIN se realizé un andlisis de variancia molecular Rst que es
analogo a Fst y que incorpora como componente de la varianza molecular la
diferencia cuadréatica del tamafio de los alelos como distancias euclidianas. Los
alelos con motivos de repeticiones similares estan mas emparentados que aquellos
alelos méas disimiles (Stepwise Mutation Model) (Excoffier et al., 1992: Slatkin,
1995). En el caso del indice Rst, cuando es igual o cercano a cero, la varianza
molecular en cada localidad es igual que la varianza poblacional, lo que indica la
ausencia de diferencias genéticas. Mientras que, cuando Rst es igual a 1, toda la
varianza molecular esta distribuida entre localidades y ninguna dentro de las
localidades.

Se realizdé una estimacion del flujo genético existente entre las poblaciones
utilizando los valores de Fst y Rst obtenidos mediante el Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA) utilizando el programa ARLEQUIN. EI AMOVA mide el nivel de

estructura genética tomando en cuenta diferentes niveles jerarquicos: dentro de
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localidades, entre localidades y entre regiones geogréficas, ademas nos permite
estimar unidades evolutivas independientes. Para este estudio se tomaron en
cuenta los niveles jerarquicos: entre archipiélagos, entre poblaciones dentro de
archipiélagos, entre individuos dentro de poblaciones y entre individuos.

Se construy6 un arbol de las relaciones genéticas entre las muestras mediante
el algoritmo de Neighbor-joining (NJ) (Saitou y Nei 1987) empleando las distancias
genéticas D¢ (Cavalli-Sforza y Edwards 1967) con 1000 réplicas para evaluar la
estabilidad de los nodos. De igual manera se estimaron las distancias genéticas D¢
utilizando el método INA descrito por Chapuis y Estoup (2007) para corregir la
presencia de alelos nulos. Este método ajusta las frecuencias del genotipo de cada
loci y poblacién por: (i) la estimacion de las frecuencias de alelos nulos mediante
Dempster et al. (1977), y (ii) suponiendo un Unico genotipo de alelo nulo por locus
comun en todas las poblaciones (Chapuis y Estoup, 2007). Las distancias
genéticas Dc y DcINA fueron obtenidas mediante el software FreeNA (Chapuis y
Estoup, 2007). Posteriormente los arboles fueron generados con el software
TreeFit (Kalinowsi, 2009) y fueron visualizados graficamente por Treeview (Page
1996).

La distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) fue elegida debido a
que: (i) de acuerdo con Takezaki y Nei (1996) es la distancia méas eficiente para
obtener la topologia correcta de un arbol (i) no asume tasas de mutacién ni
tamafios poblacionales constantes, y (iii) para esta distancia genética el sesgo

generado por la presencia de alelos nulo es bajo (Chapuis y Estoup 2007).
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VI. RESULTADOS

VI.I Caracterizacion genética de individuos de P. margaritifera

Se amplificaron exitosamente nueve microsatélites (Pmarg2, Pmarg7,
Pmargll, Pmarg37, Pmarg44, Pmarg45, Pmarg68, Pmarg77, Pmarg79) en 17 de
las 19 localidades muestreadas. Para las localidades de Mopelia2 y Scilly no se
pudo amplificar con éxito el locus Pmarg45.

Se confirm6 que los primers Pmarg44 y Pmarg79 amplificaron el mismo
microsatélite después de comparar los genotipos obtenidos mediante los dos pares
de primers para cada individuo, observando que los alelos fueron homdélogos para
ambos loci y que el par de primers Pmarg79 amplificé un fragmento 8pb mayor. En
algunas muestras no se amplific6 con éxito ningun alelo para el par de primers
Pmarg44 pero si para Pmarg79 o viceversa. Este patron se observd con alta
frecuencia en las muestras por lo que se llevd a cabo la unién de los datos
obtenidos detectando la presencia de alelos nulos. Después de complementar los
alelos genotipificados para ambos loci Unicamente se emple6 Pmarg79 para los

analisis siguientes.

VLIl Evaluacion de la diversidad genética entre poblaciones

VI.IL.I Diversidad genética y Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para los ocho loci amplificados se observé un alto grado de polimorfismo al
considerar todas las muestras: entre 22 y 66 alelos por locus. Los loci Pmargll y
Pmarg45 fueron los méas polimorficos con: 53 y 66 alelos respectivamente,
mientras que el locus menos polimdrfico fue Pmarg7 con 22 alelos. La variacion de
los tamafios alélicos en todos los loci varié de 112 a 294 pares de bases (Tabla 2).

La distribucion de las frecuencias alélicas de los ocho loci estudiados vario
notablemente entre todas las localidades de Pinctada margaritifera (Anexo 2).
Ninguno de los ocho loci estudiados presentd el alelo mas comun en todas las

localidades.
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Los valores de riqueza alélica por locus (Rs) se encontraron en un rango de
Rs=2.984 a Rs=11.851. La localidad de Marutual fue la que present6 el promedio
mas bajo de riqueza alélica con un valor de Rs=7.2980, mientras que el promedio
mas alto se encontré en la localidad de Hereheretue con un valor de Rs=9.1948
(Tabla 3).

Las pruebas exactas para determinar el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W) dentro de las localidades indicaron que 62 de las 152 muestras (40.8%) no
cumplieron con los supuestos de equilibro de H-W después de la correccion de
Bonferroni (Tabla 3). La Unica muestra que se ajust6 a los supuestos de equilibrio
de H-W para todos los loci fue Maruteal. Las muestras de las Islas Salomén se
desviaron de los supuestos de equilibrio para la mayoria de los loci (Tabla 3).

Las heterocigocidades observadas (Ho) variaron entre 0.2308 y 0.9412 dentro
de todos los loci, mientras que las heterocigosidades esperadas (He) estuvieron
entre 0.6000 y 0.9740. Se observo que para los loci Pmarg37 y Pmarg79 todas las
localidades se ajustaron a los supuestos de equilibrio de H-W. Por el contrario, 17
de las 19 localidades presentaron desviaciones del equilibrio para el locus Pmarg2.
Los loci Pmarg7, Pmargll y Pmarg45 presentaron 3, 7 y 10 muestras en
desequilibrio respectivamente, mientras que los loci Pmarg68 y Pmarg77
presentaron 12 muestras en desequilibrio (Tabla 3).

Los valores del indice Fis se encontraron en un intérvalo de -0.0710 para
HivaOa-Tahuata y 0.7360 para Mopelial. De acuerdo con los valores negativos de
Fis, se presenta un exceso de heterocigotos en la localidad de Mopelial para el
Locus Pmargll, en Arutua2 para el Locus Pmarg37, en Takaroa, Raroial y
Hereheretue para el Locus Pmarg79 y en HivaOa-Tahuata para los Loci Pmarg37 y
Pmarg79, mientras que los valores positivos de Fis en el resto de las muestras

indican un déficit de heterocigotos (Tabla 3).
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Tabla lll. Variabilidad genética de las 19 localidades de estudio de Pinctada margaritifera mediante 8 microsatélites.
Tamafio de muestra (n), Nimero de alelos por locus (A), Diversidad genética (D), Heterocigocidad esperada (He),
Heterocigocidad observada (Ho), Indice Fis, Nivel de significancia para el ajuste al equilibrio de H-W* e Indice Garza-

Williamson (G-W).

LOCI

AEFIQ_iHelg' ATOLON n Pmarg2 Pmarg7 Pmargll Pmarg37 Pmar45 Pmar68 Pmarg77 Pmar79 MEDIA
'Il;UAMOT Takaroax 28 (A) 16 9 24 16 24 7 19 16 16.3750
D 0.9430 0.8630 0.9590 0.9100 0.9700 0.8150 0.9350 0.8400 0.9044
R 9.4220 6.6690 10.6820 8.4170 11.2590 5.4580 9.4910 7.2580 8.5820
(He) 0.9336 0.8573 0.9540 0.9057 0.9657 0.8104 0.9315 0.8403 0.8998
(Ho) 0.4615 0.5833 0.6923 0.7037 0.7600 0.5714 0.7407 0.8571 0.6713
FIS 0.5110 0.3240 0.2780 0.2260 0.2160 0.2990 0.2080 -0.0200 0.2580

H-W <0.0001 0.0102 0.0003 0.1370 0.0027 0.0257 0.0022 0.1921
G-W 0.3019 0.4286 0.4068 0.2319 0.3380 0.3333 0.1810 0.2712 0.3116
Arutual 12 (A) 11 6 11 10 10 7 10 10 9.3750
D 0.9440 0.8680 0.9720 0.9380 0.9440 0.8220 0.9280 0.8730 0.9111
R 8.9450 5.6990 9.8370 8.7960 8.5880 5.7820 8.3180 7.6510 7.9520
(He) 0.9158 0.8431 0.9543 0.9281 0.9085 0.7947 0.9105 0.8658 0.8901
(Ho) 0.4000 0.4444 0.6667 0.7778 0.3333 0.3000 0.6000 0.7273 0.5312
FIS 0.5760 0.4880 0.3140 0.1700 0.6470 0.6350 0.3530 0.1670 0.4170

H-W <0.0001 0.0066 0.0217 0.2621 <0.0001 0.0002 0.0302 0.2558
G-W 0.2076 0.2609 0.1803 0.2564 0.1887 0.2800 0.1370 0.2326 0.2179
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ARCHIPIE ATOLON

LAGO IND Pmarg2 Pmarg7 Pmarg11 Pmarg37 Pmar45 Pmar68 Pmarg77 Pmar79 MEDIA
Arutua2 17 (A 13 10 15 11 17 7 12 7 11.5000
D 0.9150 0.8900 0.9330 0.8790 0.9540 0.7870 0.9150 0.8180 0.8864
R 8.6130 7.5590 9.2620 7.6000 10.3570 5.3230 8.2590 5.5330 7.8133
(He) 0.9020 0.8841 0.9254 0.8806 0.9496 0.7718 0.9073 0.8146 0.8794
(Ho) 0.4706 0.7059 0.6875 0.9412 0.8125 0.2941 0.6875 0.7059 0.6631
FIS 0.4860 0.2070 0.2630 -0.0710 0.1480 0.6260 0.2480 0.1370 0.2520

H-W <0.0001 0.0445 0.0018 0.2282 0.1454 0.0002 0.0026 0.1530
G-W 0.1781 0.4762 0.2381 0.4074 0.1753 0.3333 0.1644 0.1795 0.2690
Raroial 15 (A) 15 8 10 13 14 3 15 8 10.7500
D 0.9740 0.8860 0.9580 0.9490 0.9460 0.6150 0.9200 0.8410 0.8861
R 10.2260 6.9530 8.9440 9.4960 9.6360 2.9840 9.4250 6.1810 7.9806
(He) 0.9477 0.8788 0.9346 0.9354 0.9354 0.6000 0.9074 0.8413 0.8726
(Ho) 0.3077 0.7273 0.5556 0.6154 0.6923 0.2308 0.5714 0.8571 0.5697
FIS 0.6840 0.1790 0.4200 0.3510 0.2680 0.6250 0.3790 -0.0200 0.3570

H-W <0.0001 0.2299 0.0002 0.0005 0.0050 0.0060 0.0002 0.3619
G-W 0.1807 0.4211 0.1961 0.3514 0.1414 0.3333 0.2000 0.1861 0.2513
Raroia2 x 35 (A 19 11 23 16 27 11 17 16 17.5000
D 0.9520 0.8530 0.9590 0.9130 0.9760 0.8020 0.9270 0.8390 0.9026
R 9.9990 6.5380 10.7900 8.4400 11.4920 6.0700 8.9490 7.1910 8.6836
(He) 0.9440 0.8506 0.9574 0.9092 0.9688 0.7961 0.9208 0.8381 0.8981
(Ho) 0.4839 0.6897 0.8519 0.6875 0.6071 0.4667 0.5152 0.7714 0.6342
FIS 0.4920 0.1920 0.1120 0.2470 0.3780 0.4180 0.4440 0.0810 0.2970

H-W <0.0001 0.0284 0.1909 0.0170 <0.0001 0.0002 < 0.1358

0.0001

G-W 0.2468 0.4400 0.2987 0.2712 0.1942 0.2076 0.2615 0.2623 0.2728

Tabla Ill CONTINUACION
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ARCHIPIE-

LAGO ATOLON IND Pmarg?2 Pmarg7 Pmarg11 Pmarg37 Pmar45 Pmar68 Pmarg77 Pmar79 MEDIA
Herehere- 28 (A 20 13 23 20 29 13 16 14 18.5000
tue

D 0.9580 0.8800 0.9580 0.9080 0.9720 0.8990 0.9580 0.8430 0.9220
R 10.2980 7.4470 10.4800 8.9080 11.5810 7.8900 9.8150 7.1390 9.1948
(He) 0.9494 0.8763 0.9513 0.9078 0.9682 0.8903 0.9430 0.8435 0.9162
(Ho) 0.5200 0.7037 0.6071 0.8929 0.7857 0.3929 0.3044 0.8571 0.6330
FIS 0.4570 0.2000 0.3660 0.0170 0.1910 0.5630 0.6820 -0.0160 0.3130
H-W  <0.0001 0.0723 <0.0001 0.2485 0.0097 <0.0001 <0.0001 0.7681
G-W 0.2899 0.3333 0.3067 0.3774 0.2479 0.1940 0.1975 0.2979 0.2806
Maruteal 12 (A) 8 7 10 11 11 9 9 6 8.8750
D 0.8570 0.8770 0.8590 0.8750 0.8980 0.8910 0.9230 0.7540 0.8668
R 8.0000 6.1800 7.7820 8.0550 7.9830 7.4990 7.8170 5.0680 7.2980
(He) 0.8242 0.8571 0.8528 0.8696 0.8913 0.8831 0.9091 0.7464 0.8542
(Ho) 0.4286 0.4546 0.7273 0.7500 0.7500 0.7273 0.6364 0.5833 0.6322
FIS 0.5000 0.4820 0.1530 0.1430 0.1650 0.1840 0.3100 0.2260 0.2710
H-W 0.0017 0.0038 0.1271 0.2850 0.1530 0.0579 0.0716 0.1908
G-W 0.1778 0.3684 0.1539 0.3333 0.1746 0.3600 0.0968 0.1818 0.2308
Marutea2 29 (A 19 10 21 16 30 8 14 13
D 0.9370 0.8360 0.9510 0.9130 0.9800 0.8480 0.8830 0.8530 0.9001
R 9.4470 6.2840 10.1880 8.5770 11.8510 5.9720 7.6160 6.9640 8.3624
(He) 0.9280 0.8365 0.9474 0.9117 0.9740 0.8409 0.8748 0.8524 0.8957
(Ho) 0.4815 0.8519 0.7500 0.8621 0.6429 0.4643 0.4615 0.7931 0.6634
FIS 0.4860 -0.0190 0.2110 0.0550 0.3440 0.4520 0.4770 0.0710 0.2630
H-W  <0.0001 0.0159 0.0079 0.2497 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.1022
G-W 0.3455 0.4000 0.3621 0.2623 0.2362 0.2963 0.1556 0.2653 0.2904
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ARCHIPIE ATOLON IND Pmarg2 Pmarg7 Pmargll Pmarg37 Pmar45 Pmar68 Pmarg77 Pmar79 MEDIA
-LAGO
Kauehi 19 (A) 15 7 17 15 19 6 15 11 13.1250
D 0.9580 0.8200 0.9440 0.9280 0.9530 0.7470 0.9280 0.8650 0.8929
R 9.9330 5.5720 9.9340 9.1790 10.2970 4.3320 9.0310 7.1120 8.1738
(He) 0.9474 0.8159 0.9403 0.9246 0.9474 0.7340 0.9206 0.8592 0.8862
(Ho) 0.5790 0.6667 0.7895 0.7895 0.7368 0.2632 0.6667 0.6316 0.6404
FIS 0.3950 0.1870 0.1640 0.1500 0.2270 0.6480 0.2820 0.2700 0.2830
H-W  <0.0001 0.1583 0.0028 0.3578 0.0008 <0.0001 0.0003 0.0993
G-W 0.2830 0.3044 0.2464 0.2941 0.1959 0.1936 0.1948 0.2444 0.2446
Takapoto 37 (A 19 11 24 16 28 13 17 14 17.7500
1 D 0.9420 0.8790 0.9580 0.8870 0.9650 0.8820 0.9300 0.8280 0.9089
R 9.6690 6.9910 10.6760 7.6290 11.0370 7.4060 9.2880 6.9950 8.7114
(He) 0.9362 0.8760 0.9558 0.8867 0.9608 0.8734 0.9205 0.8275 0.9046
(Ho) 0.5000 0.6944 0.8056 0.8378 0.6216 0.2703 0.5500 0.7838 0.6329
FIS 0.4690 0.2100 0.1590 0.0560 0.3560 0.6930 0.4090 0.0530 0.3040
H-W  <0.0001 0.0012 0.0114 0.4503 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.3023
G-W 0.4043 0.5238 0.3288 0.3265 0.2478 0.5200 0.2000 0.2090 0.3450
Takapoto 54 (A) 25 14 31 16 32 14 20 14  20.7500
2 D 0.9500 0.8560 0.9610 0.8710 0.9480 0.8740 0.9270 0.8580 0.9056
R 10.0770 7.3470 10.9410 7.2850 10.3840 7.3360 9.1790 6.7280 8.6596
(He) 0.9447 0.8541 0.9584 0.8704 0.9456 0.8691 0.9240 0.8570 0.9029
(Ho) 0.4510 0.6415 0.7400 0.8519 0.6863 0.3958 0.6957 0.6981 0.6450
FIS 0.5250 0.2510 0.2300 0.0210 0.2760 0.5470 0.2490 0.1870 0.2880
H-W <0.0001 <0.0001 0.0012 0.7420 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0107
G-W 0.3333 0.4828 0.4026 0.3556 0.3107 0.2295 0.2469 0.2979 0.3324
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A'?LC;E_:I‘F(SIE ATOLON IND Pmarg?2 Pmarg7 Pmargll Pmarg37 Pmar4d5 Pmar68 Pmarg77 Pmar79 MEDIA
GAMBIERS  Aukena 2 A 16 10 23 14 22 5 14 10 14.250
+ 2 0
D 0.9460 0.8340 0.9580 0.8810 0.9620 0.7530 0.9210 0.8540 0.8886
R 9.5120 6.5850 10.8010 8.0590 10.8860 4.4390 8.5910 6.5180 8.1739
(He) 0.9317 0.8309 0.9559 0.8792 0.9588 0.7444 0.9147 0.8510 0.8833
(Ho) 0.4211 0.6818 0.8571 0.8095 0.8182 0.4444 0.6842 0.7273 0.6805
FIS 0.5550 0.1830 0.1060 0.0810 0.1500 0.4100 0.2570 0.1480 0.2340
H-W  <0.0001 0.0330 0.1911 0.1343 0.0175 0.0156 0.0131 0.5447
G-W 0.1882 0.4762 0.3239 0.3784 0.2056 0.3846 0.2090 0.1539 0.2900
MARQUE- Nuku 43 (A) 20 8 28 15 33 10 10 16 17.500
SAS Hiva 0
D 0.9450 0.7170 0.9630 0.8680 0.9670 0.7180 0.8030 0.7470 0.8410
R 9.7730 4.6630 10.9090 7.1560 11.2550 5.1920 6.3140 6.1070 7.6711
(He) 0.9412 0.7141 0.9585 0.8676 0.9642 0.7130 0.7941 0.7464 0.8374
(Ho) 0.6279 0.5116 0.6500 0.8605 0.7317 0.3415 0.3462 0.7209 0.5988
FIS 0.3350 0.2860 0.3250 0.0080 0.2430 0.5240 0.5690 0.0340 0.2880
H-W  <0.0001 0.0004 0.0001 0.5173 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0974
G-W 0.4255 0.3478 0.3374 0.2941 0.2444 0.2041 0.1539 0.2807 0.2860
HivaOa 31 (A 20 10 24 16 25 6 13 11 15.625
0
D 0.9420 0.7760 0.9550 0.8630 0.9690 0.5570 0.8200 0.6930 0.8219
R 9.6900 5.6840 10.4200 7.1860 11.0760 3.5740 7.0630 5.3210 7.5018
(He) 0.9376 0.7747 0.9497 0.8641 0.9630 0.5542 0.8135 0.6938 0.8188
(Ho) 0.6452 0.6774 0.6667 0.9032 0.6129 0.3871 0.5217 0.7419 0.6445
FIS 0.3150 0.1270 0.3020 -0.0460 0.3670 0.3050 0.3640 -0.071 0.2160
H-W <0.0001 0.2355 < 0.0001 0.5035 <0.0001 0.0370 0.0005 0.7182
G-W 0.4444 0.3448 0.2963 0.2462 0.1938 0.1818 0.2000 0.2821 0.2737
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ARCHIPIE ATOLON IND Pmarg?2 Pmarg7 Pmargll Pmarg37 Pmarg45 Pmarg68 Pmarg77 Pmarg79 MEDI
-LAGO A
SOCIETE Mopelia 16 (A) 13 8 14 12 17 8 13 13 12.250
1+ 0
D 0.9380 0.8790 0.8980 0.9100 0.9860 0.8710 0.9480 0.9020 0.9165
R 8.9070 6.8400 8.5630 8.2940 11.3520 6.6790 8.9960 8.3520 8.4979
(He) 0.9254 0.8669 0.8989 0.9052 0.9709 0.8575 0.9254 0.8972 0.9059
(Ho) 0.5625 0.5000 0.9333 0.7500 0.5714 0.4667 0.2500 0.7500 0.5980
FIS 0.4000 0.4310 -0.0400 0.1760 0.4210 0.4640 0.7360 0.1690 0.3480
H-W 0.0002 0.0095 0.6436 0.0336 < 0.0001 0.0052 <0.0001 0.0951
G-W 0.1688 0.3810 0.2295 0.2105 0.1478 0.2963 0.1781 0.2000 0.2265
Mopelia 40 (A 22 11 26 22 - 12 14 15 17.429
2 0
D 0.9520 0.8170 0.9450 0.9250 - 0.7910 0.9130 0.8570 0.8857
R 10.0460 6.2400 10.1610 9.3440 - 6.3380 8.3980 7.3490 8.2680
(He) 0.9445 0.8165 0.9424 0.9253 - 0.7848 0.9077 0.8567 0.8826
(Ho) 0.4571 0.8158 0.7250 0.9250 - 0.3333 0.5429 0.8000 0.6570
FIS 0.5200 0.0010 0.2330 0.0000 - 0.5790 0.4050 0.0670 0.2580
H-W <0.0001 0.5281 0.0009 0.1996 - <0.0001 <0.0001 0.5648
G-W 0.4151 0.4783 0.3133 0.3860 - 0.2927 0.2154 0.2381 0.3341
Scilly x 40 (A) 22 10 21 16 - 10 16 15 15.714
0
D 0.9510 0.8030 0.9470 0.8980 - 0.6920 0.8880 0.8340 0.8590
R 10.1700 5.6690 9.9480 8.4370 - 4.9710 8.0470 6.6720 7.7020
(He) 0.9464 0.8007 0.9432 0.8974 - 0.6862 0.8814 0.8338 0.8556
(Ho) 0.6765 0.6579 0.6842 0.8205 - 0.2778 0.5000 0.7949 0.6303
FIS 0.2880 0.1800 0.2770 0.0870 - 0.5990 0.4370 0.0470 0.2660
H-W 0.0022 0.0287 <0.0001 0.2824 - <0.0001 <0.0001 0.8170
G-W 0.4490 0.3448 0.3044 0.3404 - 0.4348 0.2462 0.2632 0.3404
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ARCHIPIE ATOLON IND Pmarg2 Pmarg7 Pmargll Pmarg37 Pmarg45 Pmarg68 Pmarg77 Pmarg79 MEDIA
-LAGO
SALOMON  Eastern 47 (A) 20 10 30 16 25 15 17 14 18.3750
D 0.9460 0.9270 0.9660 0.9150 0.9670 0.8030 0.8840 0.8480 0.9070
R 9.8790 8.0510 11.2360 8.7270 11.0460 6.9130 8.0940 6.4990 8.8056
(He) 0.9405 0.9113 0.9636 0.9126 0.9623 0.8005 0.8760 0.8462 0.9016
(Ho) 0.5500 0.4375 0.7778 0.7647 0.6471 0.6667 0.3056 0.7381 0.6109
FIS 0.4180 0.5280 0.1950 0.1640 0.3310 0.1690 0.6540 0.1290 0.3260
H-W <0.0001 0.0001 <0.0001 0.0419 <0.0001 0.0023 <0.0001 0.5963
G-W 0.3175 0.4348 0.3704 0.4103 0.2475 0.1948 0.2329 0.2456 0.3067
Western 50 (A) 21 14 24 23 26 13 15 20 19.5000
D 0.9460 0.9160 0.9700 0.9050 0.9300 0.7730 0.8650 0.8650 0.8963
R 9.8010 8.3730 10.9950 8.7090 9.5810 5.8300 7.3900 7.5150 8.5243
(He) 0.9411 0.9104 0.9610 0.9036 0.9253 0.7697 0.8575 0.8647 0.8917
(Ho) 0.5500 0.4318 0.5000 0.7959 0.4898 0.4583 0.3243 0.8600 0.5513
FIS 0.4190 0.5290 0.4840 0.1200 0.4730 0.4070 0.6250 0.0050 0.3850
H-W <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.2050 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.2647
G-W 0.3443 0.3784 0.3478 0.4035 0.2261 0.3714 0.1948 0.1980 0.3080

* a'=0.0003 se sefialan en negritas aquellos casos que fueron significativos después del ajuste de o'
- = andlisis no realizado debido a que no hubo amplificacion en ningun individuo.

+ cultivo
x colectores
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Los valores del indice Garza-Williamson se encontraron en un intérvalo de G-
W=0.1370 y G-W=0.4828. Al comparar el indice G-W para el total de loci por
localidad se encontr6 que Arutual presentdé el menor valor de G-W=0.2179 ,
mientras que Takapotol presentd el valor mas alto para este indice G-W=0.3450
(Tabla 3).

La deficiencia significativa de heterocigotos y las desviaciones del equilibro de
H-W en la mayoria de las muestras para los diferentes loci, podrian deberse a la
presencia de alelos nulos. Lo anterior fue confirmado con el analisis de los datos
mediante MICRO-CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) detectando la
presencia de alelos nulos. Al realizar la estimacion de la frecuencia de alelos nulos
por localidad y locus empleando el algoritmo Brookfiel 2 (Brookfield, 1996) se
observan valores entre 0 y 0.8624 (Tabla 4).

Los valores positivos de Fis y Firindicaron una deficiencia de heterocigotos
dentro de las localidades y en el total de las localidades respectivamente (Tabla 5).
Se obtuvieron valores globales de Fis=0.293 y F1=0.305, ambos significativamente
mayores de cero (Tabla 5). Un valor global significativo de Fst=0.017 indico
diferencias genéticas entre las localidades de Pinctada margaritifera para todos los
loci (Tabla 5). El valor calculado de Fst empleando el algoritmo ENA (FstENA) que
corrige la presencia de alelos nulos fue de FstENA=0.016, el cual también fue
significativamente diferente de cero reforzando las diferencias genéticas entre las

poblaciones.
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Tabla IV. Frecuencia estimada de alelos nulos por locus en las muestras de Pinctada margaritifera empleando el
algoritmo Brookfield 2 (Brookfield, 1996).

Localidad LOCUS
Pmarg2 Pmarg7 Pmargll Pmarg37 Pmarg45 Pmarg68 Pmarg77 Pmarg79 MEAN

TA x 0.3376 0.3488 0.2370 0.1642 0.2547 0.1250 0.1553 0.0000 0.2028
AR-1 0.4602 0.5102 0.4485 0.3954 0.5638 0.4732 0.3760 0.2045 0.4290
AR-2 0.2159 0.0819 0.2093 0.0000 0.1572 0.2601 0.2601 0.0473 0.1540
RA-1 0.4736 0.4269 0.6314 0.3396 0.3053 0.4208 0.2679 0.1199 0.3732
RA-2 x 0.3827 0.3353 0.3513 0.2459 0.4314 0.3841 0.2914 0.0300 0.3065
HERE 0.3590 0.1542 0.1691 0.0000 0.0847 0.2569 0.5220 0.0000 0.1932
MRT-1 0.6616 0.3267 0.2010 0.0455 0.0562 0.2091 0.2582 0.0769 0.2294
MRT-2 0.3621 0.1690 0.2015 0.0883 0.2603 0.3026 0.3952 0.1020 0.2351
KA 0.1787 0.1769 0.0658 0.0583 0.0965 0.2633 0.2097 0.1116 0.1451
TKP-1 0.2621 0.1452 0.1201 0.0197 0.1674 0.3176 0.6884 0.0179 0.2173
TKP-2 0.3284 0.1491 0.2221 0.0056 0.2182 0.3988 0.3255 0.1224 0.2213
GB + 0.4285 0.0718 0.1202 0.1205 0.0613 0.4224 0.3102 0.0570 0.1990
NH 0.1566 0.1138 0.2580 0.0000 0.1890 0.2935 0.6695 0.0096 0.2113
HO 0.1442 0.0481 0.1926 0.0000 0.1718 0.1024 0.4893 0.0000 0.1436
MO-1 + 0.1761 0.1847 0.0921 0.0676 0.3590 0.2967 0.3409 0.0637 0.1976
MO-2 0.3621 0.1690 0.2015 - 0.0883 0.3026 0.3952 0.1020 0.2315
SCI x 0.1787 0.1769 0.0658 - 0.0583 0.2633 0.2097 0.1116 0.1520
SOLO-1 0.3936 0.8624 0.3956 0.4357 0.4947 0.4734 0.5605 0.2332 0.4811
SOLO-2 0.4491 0.4040 0.6927 0.0954 0.2541 0.2452 0.5735 0.0000 0.3393
MEAN 0.3321 0.2555 0.2566 0.1225 0.2249 0.3058 0.3841 0.0742 0.2445

- analisis no realizado debido a que no hubo amplificacion en ninglin organismo

+ cultivo
x colectores
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Tabla V. Estadisticos F (Weir y Cockerham, 1984) para Pinctada margaritifera en
19 localidades del Indopacifico

LOCI Fir Fis Fsr FstfENA

Pmarg 2 0.451 0.451 0.001 0.001
Pmarg7 0.265 0.247 0.024 0.024
Pmargll 0.254 0.247 0.010 0.010
Pmarg37 0.101 0.087 0.015 0.015
Pmarg45 0.316 0.309 0.010 0.009
Pmarg68 0.512 0.487 0.049 0.042
Pmarg77 0.444 0.434 0.018 0.015
Pmarg79 0.094 0.078 0.017 0.017
Total 0.305 0.293 0.017 0.016

En negritas se indican aquellos valores que fueron significativos porque el boostrap no
incluye al cero.

VL.II Diferenciacion genética

Las comparaciones entre poblaciones se estimaron mediante la frecuencia
de los alelos o genotipos (indice Fst) y también mediante la variaciéon del nimero
de copias (Rst) (Tablas 6-8).

Los valores de las comparaciones pareadas del indice Fst no corregidas
para la presencia de alelos nulos (Tabla 6) mostraron diferencias genéticas
altamente significativas (P<0.001) entre la localidad de Nuku Hiva y las localidades
de: Takaroa, Arutua2, Raroia cultivo, Hereheretue, Maruteal, Marutea2, Kauehi,
Takapotol, Takapoto2, Gambier, Mopelial, Mopelia2, Scily, Solol y Solo2; Entre la
localidad de HivaOa y Takaroa, Raroia cultivo, Hereheretue, Kauehi, Marutea2,
Takapotol, Takapoto2, Gambier, Mopelial, Mopelia2, Solol y Solo2. También se
encontraron diferencias genéticas altamente significativas entre las localidades de
Takapoto2 y Scily y entre las localidades de Solo2 y Raioa cultivo, Maruteal,

Takapotol y Takapoto2, Nuku Hiva e Hiva Oa.



31

Estos resultados indicaron que las ostras de las Islas Marquesas (Nuku
Hiva, HivaOa), las de las Islas Salomén (Solo2) y en menor grado las de Scilly
(Sociedad) fueron las mas disimiles (Tablas 6).

Con la finalidad de determinar si la presencia de alelos nulos cre6 un sesgo
considerable en las estimaciones del indice Fsr, los valores de Fsy para las
comparaciones pareadas fueron también calculados empleando la base de datos
corregida para alelos nulos (Tabla 7). Con base al andlisis de diferencias pareadas
se encontraron diferencias significativas entre localidades que no fueron
diferenciadas mediante las estimaciones de Fsr, como Takaroa y Takapoto2,
Raroia2 y Takapoto2, Arutua2 y HivaOa, Raroial y HivaOa, Solo2 y Arutua2,
Gambier y Solo2; asi como también se perdieron algunas diferencias
significativasque fueron previame identificadas. De acuerdo con las comparaciones
pareadas de Fst utilizando la base de datos corregida para alelos nulos, las
poblaciones de Takapoto2, Nuku-Hiva, HivaOa y Salomén2 se encontraron
significativamente diferenciadas del resto de las localidades (Tabla 7).

Por otra parte, los Valores Rst en las comparaciones pareadas sefialan
diferenciacion genética Unicamente entre la localidad de Nuku Hiva y las
localidades de Takapotol(Rst=0.05518) y Solo2 (Rst=0.0531) después de la
correccion de Bonferroni (Tabla 8).

Se utilizé el Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) para probar si habia
un patron de estructuracion genética a nivel de archipiélagos y se obtuvo un indice
de fijacion Fcr= 0.0174 (p=0.00587) y con un 1.74 % de varianza entre los
archipiélagos con base en las frecuencias alélicas. En el caso de analisis basado
en el tamafio de los alelos se obtuvo un indice de fijacion Rc71=0.01025
(p=0.03421) y un 1.03% de variacion entre archipiélagos (Tabla 9). Los resultados
con ambos indices sugirieron una pequefia pero significativa diferenciacion
genética entre archipiélagos. Sin embargo, se observé una homogeneidad
genética entre atolones dentro de archipiélagos (Fsc=0.0016, p=0.25122 y Rgc=-
0.00994, p=0.98436). Lo cual sugiere que la estructura genética se presenta a

grandes distancias geograficas (nivel de archipiélago) (Tabla 9).
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Al examinar la estructura genética mediante comparaciones pareadas
(Tablas 6 y 8), se observo que la diferencia entre archipiélagos obtenida mediante
el andlisis de AMOVA (Tabla 9) puede ser atribuida principalmente a las

diferencias entre los archipiélagos de las Islas Marquesas y las Islas Salomén.

VLIII Patrones filogeograficos

Las distancias genéticas se estimaron mediante el algoritmo de Cavalli-
Sforza y Edwards (1967) mediante el método INA para la correccion de alelos
nulos y sin la correccién de alelos nulos (Figuras 2 y 3). De manera general en
ambos arboles no fue posible identificar ningun patrén de agrupacién de acuerdo a
la ubicacion geografica. Sin embargo en los dos cladogramas se observo un grupo
formado por algunas islas del archipiélago Tuamotu-Gambier: Raroial, Gambier,
Kauei, Takaroa, Raoia2, Arutua2, Marutua2, Arutual, Marutual y Mopelial, asi
como por Mopelial(Sociedad) que corresponde a individuos de cultivo. También se
observé que Hereheretue, Takapotol y Takapoto2 son divergentes del resto de las
localidades de Tuamotu-Gambier. Las dos muestras de las islas Marquesas se
agrupan en un cluster que se observa en ambos arboles y de igual manera sucese

con las muestras de las islas Salomon.
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Tabla VI. Comparaciones pareadas del indice de fijacién Fst entre pares de muestras de Pinctada margaritifera.
Debajo de la diagonal valor de Fsty sobre la diagonal su valor P, en negritas los valores significativos después de la
correccion secuencial de Bonferroni. Abreviaturas segin Tabla 1.

TAx  AR-1 AR2 RA1 RA2x HR  MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO  MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1 SOLO-2
TAX 0937 0405 0279 0604 0613 0144 0315 0793 0423 0036 0117 <0.0001 <0.0001 0730 0243 0477 0.748 0.099
AR-1  -0.013 0883 0541 0748 0892 0459 0919 0946 0847 0297 0351 0045 0054 0937 0973 0432 0477 0306
AR-2  0.004 0.017 0811 0396 0613 0216 0414 0532 0324 0324 0207 <0.0001 0009 0649 0541 0279 0982 0.054
RAL 0008 0.000 -0.011 0306 0288 0009 0243 0586 0180 0063 0135 0054 0027 0270 0649 0468 0477 0171
RA-2x 0,000 -0.005 0003 0.008 0.757 0153 0243 0757 0901 0.072 0072 <0.0001 <0.0001 0.721 0586 0.144 0.225 <0.0001
HERE  -0.002 -0.011 -0.003 0.006 -0.002 0306 0532 0649 0297 0405 0198 <0.0001 <0.0001 0550 0360 0117 0964 0.063
MRT-1 0016 0004 0013 0036 0016 0.006 0018 0270 0198 0045 0207 <0.0001 0018 0306 0180 0117 0.180 <0.0001
MRT-2 0003 -0.013 0004 0007 0004 -0.001 0.026 0225 0252 0252 0018 <0.0001 <0.0001 0586 0.144 <0.0001 0.955 0.054
KA 0.005 -0014 0001 0001 -0.003 -0.003 0014 0.007 0279 0162 0658 <0.0001 <0.0001 0973 0775 0631 0973 0523
TKP-1 0002 -0.012 0003 0008 -0.005 0003 0010 0.004 0.007 0.063 0.018 <0.0001 <0.0001 0315 0.189 0.126  0.919 <0.0001
TKP-2 0011 0004 0004 0020 0009 0000 0027 0003 0008 0.007 0.045 <0.0001 <0.0001 0.252  0.045 <0.0001 0.937 <0.0001
GB+ 0011 0007 0011 0014 0014 0006 0019 0018 0000 0020 0017 <0.0001 <0.0001 0793 0045 0180 0090 0.027
NH  0.040 0024 0044 0020 0038 0048 0040 0.052 0.055 0034 0.070 0.070 0.604 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
HO  0.041 0021 0037 0031 0041 0048 0033 0053 0065 0028 0067 0075 -0.002 <0.0001 <0.0001 0.009 <0.0001 <0.0001
MO-1+ -0.003 0.019 -0.001 0010 0000 -0.002 0015 0000 -0.015 0008 0007 -0.006 0.5 0.063 0324 0369 0910 0.459
MO-2  0.005 -0.016 -0.002 -0.003 0.000 0001 0008 0006 -0.004 0.004 0007 0013 0.040 0041 0.003 0018 0991 0018
SCIx 0002 0001 0006 0000 0008 0007 0016 0021 -0002 0010 0017 0009 0034 0038 0004 0.009 0838  0.045
SOLO-1 -0.004 0002 -0.016 0002 0005 -0012 0013 -0.012 -0.021 -0.006 -0.007 0012 0.039 0044 -0012 -0.018 -0.006 0.982
SOLO-2  0.009 0005 0015 0009 0.019 0011 0027 0011 0000 0.015 0019 002 005 0060 0001 0011 0010 -0.010
+ cultivo
x colectores

Tabla VIl.Comparaciones pareadas del indice de fijacién Fs; entre pares de muestras de Pinctada margaritifera
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despues de la correccion de alelos nulos. Debajo de la diagonal valor de Fst y sobre la diagonal su valor P, en
negritas los valores significativos después de la correccion secuencial de Bonferroni. Abreviaturas segun Tabla 1.

TAx ARl AR2 RA1 RA2xHR  MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH ~ HO  MO-1+ MO-2 SCIix  SOLO-1 SOLO-2

TAx 0.883 0297 0441 0.378 0640 0072 0270 0802 0315 0.000 0054 <0.0001 <0.0001 0721 0126 0423 0748 0081
AR-L 0013 085 0568 0559 0919 0378 0928 0964 0856 0207 0414 0045 0081 0946 0973 0450 0351 0315
AR2 0005 0017 0694 0.62 0505 0261 0342 0523 0351 0153 0144 <0.0001 <0.0001 0505 0550 0234 0.892 <0.0001
RAL  0.001 -0004 -0.010 0.378 0378 0018 0333 0486 0135 0018 0162 0009<0.0001 0216 0676 0459 0613 0261
RA2x 0001 -0002 0.009 0003 0.306 0027 0099 0450 0288 0.000 0.018 <0.0001 <0.0001 (0405 0270 0018 0.288 <0.0001
HERE  -0.001 -0.011 -0003 0.003 0003 0315 0550 0640 0261 0234 0207 <0.0001<0.0001 0631 0351 0162 0937 0009
MRT-L 0016 0004 0013 0034 0019 0.006 0063 0225 0162 0018 0108 0018 0009 0243 0207 0072 0144 0000
MRT-2 0002 -0.013 0004 0005 0008 -0.001 002 0252 0342 0108 0036 <0.0001 <0.0001 0541 0216 0018 0937 0.009
KA -0.004 -0.024 0001 -0001 0001 -0.003 0014 0007 0234 0.117 0604 <0.0001 <0.0001 0964 0811 0694 0973 0414
TKP-1 0003 -0.012 0003 0010 0.002 0.003 0010 0.004 0007 0.009 0.027 <0.0001 <0.0001 0.306 0170 0090 049 0.009
TKP-2 | 0.014] 0005 0007 0.021] 0.018] 0003 0031 0006 0.010 0.010 0018 <0.0001 <0.0001 0216  0.027 <0.0001  0.342 <0.0001
GB+ 0012 0007 0011 0012 0019 0006 0019 0018 0.000 0020 0018 <0.0001 <0.0001 0811 0018 0171 0018 <0.0001
NH 0038 0024 0044 0024 0041 0048] 0.040] 0.052 0.055 0034 0072 0.070 0,622 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
HO  0.040 0021] 0.037] 0.035] 0045 0048 0033 0053 0065 0.028 0.070 0.075 -0.002 0,009 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
MO-1+ 0003 -0.019 -0.001 0007 0.003 -0002 0015 0.000 -0.015 0.008 0007 -0.006 0.059 0.063 0279 0315 0820 0505
MO-2 0005 -0016 -0.002 -0.004 0.004 0.001 0008 0.006 -0.004 0.004 0009 0013 0040 0.041 0003 0054 0991 0.009
SCIx 0002 0001 0006 0002 0012 0007 0.016[ 0021]-0.002 0.010 0019 0009 0.034[ 0038 0.004 0009 0676 0009
SOLO-L 0005 0.003 -0.012 -0.005 0.002 -0.009 0016 -0.008 -0.018 -0.001 0001 0015 0039 0044 -0.009 -0.015 -0.003 0.973

SOLO-2 0006 0.004] 0.017] 0003 0.018 0012 0.030 0011 0000] 0.016] 0.021| 0.022] 0.049 0061 0002 0012 0011 -0.008
+ cultivo

x colectores

Nota: en un recuadro se indican los valores significativos que difieren del analisis sin la correccién de alelos nulos presentado
en la tabla IV.
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Tabla Vlll.Comparaciones pareadas del indice de fijacibn Rst entre pares de muestras de Pinctada margaritifera.
Debajo de la diagonal valor de Rsty sobre la diagonal su valor P, en negritas los valores significativos después de la
correccién secuencial de Bonferroni. Abreviaturas segun Tabla 1.

TAx ARl AR2 RA1 RA2xHR  MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO  MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1SOLO-2
TAX 0982 0234 0919 0459 0.757 0486 0892 0.189 0090 0189 0306 0162 0468 0883 0604 0532 0991 0378
AR-1  -0.053 0405 0694 0811 0991 0595 0991 0586 0486 0.766 0631 0387 0865 0991 0991 0955 0793 0.784
AR2 0015 -0.005 0252 0432 0261 0072 0414 0243 0946 0829 0766 0063 0144 0333 0216 0622 0477 0207
RA-T  -0.039 -0024 0015 0324 0964 0180 0991 0216 0225 0649 0784 0730 0856 0937 0838 0757 0405 0342
RA-2x 0,002 -0.024 -0.005 0.005 0.757 0387 0649 0.685 0477 0333 0315 0009 0081 0892 0658 0667 0982 0486
HERE  -0.015 -0.057 0.003 -0.032 -0.012 0.685 0802 0423 0261 03% 0414 0081 0441 0964 0775 0730 0991 0.649
MRT-1  -0.007 -0.012 0.045 0.037 0001 -0.017 0505 0.712 0.162 0180 0117 0036 0108 0874 0865 0459 0649 0919
MRT-2  -0.017 -0.060 0.003 -0.050 -0.006 -0.015 -0.005 0.342 0198 0405 0631 0577 0838 0829 058 0649 0991 0459
KA 0.009 -0.016 0.009 0026 -0.011 -0.004 -0.023 0.010 0387 0153 0198 0018 0018 0658 0604 0523 0937 0.748
TKP-1  0.023 -0.004 -0.021 0.014 -0.003 0.008 0026 0.013 0.003 0811 0568 <0.0001 0027 0279 0171 0568 0667 0.117
TKP-2 0011 -0.018 -0.015 -0.010 0000 0.002 0025 0.001 0.012 -0.007 0892 0054 0117 0432 0189 0694 0991 0.081
GB+ 0004 -0.015 -0.019 -0.023 0.006 -0.001 0.042 -0.009 0.026 -0.005 -0.014 0207 0559 0432 0207 0441 0541 0.108
NH 0.010 0.000 0.044 -0.017 0055 0015 0067 -0.004 0.080 0.055 0028 0.012 0.784 0162 0018 0072 0.117 <0.0001
HO  -0.005 -0.035 0.024 -0.028 0025 -0.002 0041 -0.014 0050 0.033 0014 -0.002 -0.011 0288 0117 0252 0865 0.036
MO-1+ -0.023 -0.069 0.002 -0.044 -0.022 -0.024 -0.032 -0.018 -0.017 0006 0000 -0.002 0.019 0.000 0991 0820 0991 0937
MO-2  -0.008 -0.044 0.014 -0.016 -0.007 -0.013 -0.025 -0.005 -0.010 0016 0013 0017 0036 0016 -0.022 0550 0991  0.946
SCIx  -0.003 -0.034 -0.011 -0.018 -0.009 -0.012 -0.005 -0.008 -0.005 -0.005 -0.007 -0.006 0.024 0.005 -0.016 -0.004 0991 0378
SOLO-1  -0.059 -0.026 -0.004 -0.005 -0.028 -0.064 -0.015 -0.068 -0.030 -0.008 -0.019 -0.007 0023 -0.017 -0.092 -0.053 -0.038 0.991
SOLO-2  0.000 -0.022 0.018 0.000 0.000 -0.008 -0.025 0.003-0013 0019 0018 0029 0053 0029 -0.020 -0.011 0001 -0.031
+ cultivo

x colectores

T -l I\s

A _Zar_=_ 1 Y
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Porcentaje de

a) Indice de fijacion FST
(varianza genética).

b) indice de fijacion RST

(varianza molecular).

variacion GL cV Porce_nta_u’e = GL cvV Porce.nta.u,e
de variacion de variacion
Entre
Archipiélagos 4 0.0147 1.74 0.0059 4 2.8653 1.03 0.0342
Entre poblaciones
dentro de
archipiélagos 14 0.0013 0.16 0.2512 14 -2.7503 -0.98 0.9844
Entre individuos
dentro de poblaciones 551 0.0528 6.24 <0.0001 551 24.8594 8.89 0.0029
Dentro de individuos 570 0.7763 91.86 <0.0001 570  254.5447 91.07 0.0068
Total 1139 0.8451 1139  279.5192
FIS= 0.0636 = 0.0000 Variacion entre individuos dentro de RIS= 0.08897 P= 0.00293
poblaciones
FSC= 0.0016 = 0.25122 Variacién entre poblaciones dentrode RSC= -0.00994 P= 0.98436
archipiélagos
FCT= 0.0174 = 0.00587 Variacién entre archipiélagos RCT= 0.01025 P= 0.03421
FIT= 0.0814 = 0.0000 Variacion de individuos entre RIT= 0.08935 P= 0.0068

poblaciones y archipiélagos
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Figura. 2 Arbol sin enraizar de Neibor-Joining de las relaciones entre localidades
de Pinctada margaritifera basado en distancias Cavalli-Sforza y Edwards (1967).
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Figura. 3 Arbol sin enraizar Neibor-Joining de las relaciones entre localidades de
Pinctada margaritifera basado en distancias Cavalli-Sforza y Edwards (1967)
corregidas para alelos nulos mediante el método INA (Chapuis y Estoup, 2007).
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Vil. DISCUSION

VII.I Diversidad genética

El intérvalo del tamafio alélico de todos los loci en este estudio fué mayor al
reportado inicialmente por Herbinger et al. (2006), debido al mayor niamero de
individuos y localidades analizados aqui.

El grado de polimorfismo encontrado en las muestras de Pinctada
margaritifera (entre 22 y 66 alelos por locus) fue mayor que los niveles reportados
para la ostra perlera del archipiélago Indo-Australiano P. maxima (entre 4 y 23
alelos por locus) utilizando seis loci microsatélites (Lind et al., 2007). A la fecha, no
se han encontrado publicaciones con valores de diversidad genética evaluada con
microsatélites para P. margaritifera. Sin embargo, se han realizado estudios con
otros marcadores moleculares observando que los valores de diversidad alélica
encontrados en este estudio fueron mayores que los reportados para marcadores
nucleares anonimos (MNA) (entre 5 y 7 alelos por locus) en esta especie (Arnaud-
Haond et al., 2002 y Arnaud-Haond et al., 2003).

El intervalo de riqueza alélica encontrado para Pinctada margaritifera fue de
Rs=2.984 a Rs=11.851. La riqueza alélica corregida para el tamafio de la muestra
es un buen indicador de la diversidad genética. La localidad de Hereheretue
presentd el promedio mas alto de riqueza alélica (Rs=9.19). Las dos muestras de
Takapoto, asi como las dos muestras de las islas Salomo6n también presentaron
altos valores de riqueza alélica (Tabla 3). Mientras que los promedios mas bajos de
riqueza alélica se observaron en las dos muestras de las Marquesas. Lo anterior
concuerda con el patron de agrupacion observado en los arboles (figuras 2 y 3).

La diversidad genética observada en este estudio (entre 0.5570 y 0.9860)
fue considerablemente mas alta que la registrada para aloenzimas y MNA en la
misma especie. Para aloenzimas se encontré una diversidad genética entre 0.238
y 0.292; mientras que mediante MNA, la diversidad genética fue entre 0.383 y
0.518 (Arnaud-Haond et al., 2003a).
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El intervalo de la heterocigosidad observada (Ho) en el presente estudio (de
0.231 a 0.941), fue similar a lo encontrado en P. maxima (de 0.242 a 0.890) (Lind
et al.,, 2007). Mientras que Arnaud-Haond et al. (2004) reportaron niveles mas
bajos de Ho empleando MNA en su estudio sobre la composicion y variacion
genética de las poblaciones de P. margaritifera relacionadas con los eventos de
translocacion. Los autores reportaron una Ho de 0.13 a 0.76 en muestras
colectadas antes de las translocaciones, mientras que en las muestras analizadas
posteriormente a estos eventos la Ho fue de 0.04 a 0.64 (Arnaud-Haond et al.,
2004).

Por otro lado, en el presente trabajo se detectaron desviaciones
significativas del Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para la mayoria de las
pruebas para cada locus en cada muestra: 62 de 152 casos totales (41%) (Tabla
3). Estas desviaciones de H-W fueron causadas debido al exceso de homocigotos.
En la madre perla P. maxima se han encontrado desviaciones significativas de H-
W en 21 de 64 pruebas (33%) (Benzie y Smith-Keune, 2006). Este fenémeno
también ha sido reportado para otras especies de importancia comercial como
abulén (Miller et al., 2009), mejillones (Beaumont, 1991; Appio y Weber, 2007) y
ostion (Carlsson et al., 2006; Rose et al., 2006; Rose, et al., 2006).

La elevada deficiencia de heterocigotos en P. margaritifera ha sido
encontrada también en aloenzimas (Arnaud-Haond et al., 2003a) y MNA (Arnaud-
Haond et al., 2008). Este es un fenbmeno que se presenta cominmente en ostras
perleras (Johnson y Joll, 1993; Benzie y Smith-Keune, 2006; Lind et al., 2007) y
otros invertebrados marinos (Berger 1983, Fujio et al., 1983; Zourus y Foltz, 1984;
Gaffney et al., 1990; Beaumont y Zouros, 1991; Corte-Real, 1992; Gaffney, 1994;
Zouros y Pogson 1994; Corte-Real et al., 1996; Del Rio-Portilla y Beaumont, 2001;
Reece et al., 2004; Carlsson, et al., 2006; Rose, et al., 2006; Weber y Hawkins,
2006; Appio y Weber, 2007).

El déficit de heterocigotos se ha atribuido a diversos factores como el
muestreo de poblaciones genéticamente discretas o efecto de Wahlund (Gaffney,

1994), presion selectiva diferencial actuando sobre genotipos especificos a lo largo
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del ciclo de vida (Durand y Blanc, 1989), debido a una heterogeneidad en las tasas
y fuentes de reclutamiento (Johnson y Black, 1984), apareamiento selectivo (Smith,
1987), debido a la presencia de alelos nulos (Zouros y Foltz, 1984; Foltz, 1986;
Reece et al., 2004) y también a causa de la alta carga genética presente en los
bivalvos (Hedgecock et al.,, 1996; Bierne et al., 1998, 2000). Al no encontrar
evidencia de seleccion post-asentamiento en dos clases de juveniles de P. maxima
en afnos consecutivos Benzie y Smith-Keune (2006) asumieron que las deficiencias
de heterocigotos se deben principalmente a dos causas: i) endogamia causada por
la variacion en el éxito reproductivo y ii) a la presencia de alelos nulos. La
presencia de alelos nulos ha sido altamente evidenciada en moluscos encontrando
altas frecuencias en sus estimaciones (Hare et al., 1996; Launey y Hedgecock,
2001; Li et al., 2003; Hedgecock et al., 2004; Astanei et al., 2005; Benzie y Smith-
Keune, 2006).

Lemer et al. (2011) demostraron que en P. margaritifera la presencia de
alelos nulos es la causa de las deficiencias de heterocigotos en los loci Pmarg37,
Pmarg45 y Pmarg68 previamente desarrollados por Herbinger et al. (2006). En
dicho estudio se analiz6 la presencia de alelos nulos empleando el método “paso
por paso” (en inglés step-by-step) para reamplificar homocigotos e individuos nulos
con pares de primers redisefiados. Después de la amplificacion con el par de
primers originales, las poblaciones analizadas presentaron desviaciones del
equilibro de H-W supuestamente por la presencia de alelos nulos. Posterior a tres
pasos de amplificacién con pares de primers modificados, todos los loci fueron
corregidos para la presencia de alelos nulos y se demostré que éstos fueron la
causa de las desviaciones de equilibrio iniciales (Lemer et al., 2011).

En este estudio se detectd la presencia de alelos nulos de manera inicial
cuando se analizaron los datos obtenidos para los loci Pmarg44 y Pmarg79; misma
que fue corregida de manera similar al método empleado por Lemer et al. (2011)
complementando los genotipos de ambos loci. Como resultado de lo anterior se
observdé que todas las localidades se ajustaron al equilibro H-W para el loci

Pmarg79. Lemer et al. (2011) registraron presencia de alelos nulos para el locus
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Pmarg37. Sin embargo, en nuestros resultados no se encontraron desviaciones del
equilibrio H-W en ninguna de las localidades en el locus Pmarg37 y las frecuencias
de alelos nulos en este locus fueron bajas y en algunos casos nulas (Tabla 4) .

Las frecuencias mas altas de alelos nulos se encontraron el locus Pmarg2
(de 0.1312 a 0.3160). De la misma manera, el mayor numero de desviaciones del
equilibrio H-W (17 de 19 localidades) por locus se presentaron en Pmarg2.
Mientras que en los loci Pmarg37 y Pmarg79 donde no se registraron desviaciones
del equilibrio H-W en ninguna de las localidades, la estimacién de alelos nulos fue
minima y en algunos casos nula. De esta manera se hizo evidente que las
desviaciones de equilibro de H-W ocurridas por el exceso de heterocigotos estan
ampliamente relacionadas con la presencia de alelos nulos.

Las frecuencias de alelos nulos por muestra por locus estimadas en este
estudio (entre 0.0000 y 0.3422) son similares a los valores reportados para la ostra
perlera P. maxima, para la cual se encontraron frecuencias de 0.062 a 0.309
(Benzie y Smith-Keune, 2006).

En este trabajo se ha demostrado que la presencia de alelos nulos puede
causar sobrestimaciones importantes de los valores del indice Fst (Chapuis y
Estoup, 2007). Dicha sobrestimacion se observo en este estudio al encontrar una
pequefia diferencia entre el valor global de Fst (Fst=0.017) después de la
correccion de alelos nulos (FstfENA=0.016) pero fue mas evidentemente al
comparar los valores de Fsty FstENA por locus como es el caso de Pmarg45,
Pmarg68 y Pmarg77 (Tabla 5).

VILII Estructura genética

El Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y las comparaciones pareadas
entre las poblaciones se estimaron mediante la frecuencia de los alelos o
genotipos (indice Fst) y también mediante la variacion del numero de copias (Rst).
Sin embargo, en el caso del AMOVA se obtuvo un mayor grado de diferenciacion
de los archipiélagos mediante el indice Fst (1.74% de varianza, Fct=0.0174**) que

con Rst (1.03% de variacion, Rcr=0.01025%). En el caso de las estimaciones
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pareadas con ambos indices es altamente evidente la diferencia de resultados.
Mediante Fst se encontraron 33 diferencias genéticas, a partir de las cuales se
observa el patron de estructuracion genética entre los archipiélagos Tuamotu-
Gambier y Sociedad, y las poblaciones de las Marquesas y Salomoén; mientras que
mediante Rst se encontrd diferenciacion genética Unicamente entre la localidad de
Nuku Hiva y las localidades de Takapotol y Solo2 (Tabla 7).

La diferencia en las estimaciones de ambos indices se deben a los distintos
modelos de mutacion que suponen. En el caso de Fst, este supone el modelo de
mutacion de alelos infinitos (IMM) en el que cada mutacién genera un alelo distinto
de manera que no consideran la posibilidad de homoplasia. La homoplasia se da
cuando dos alelos son idénticos por convergencia, es decir, provienen de alelos
distintos y por mutacion convergen en un mismo tamafo, uno por borrado y otro
por la insercion de un motivo de repeticién. Por otra parte Rst sigue el modelo de
mutacion por pasos (SMM) en el que los alelos de tamafios cercanos estdn mas
relacionados, por lo que se requiere un mayor numero de mutaciones y transcurrira
mayor tiempo para que se produzcan grandes diferencias en los tamafos,
reflejando relaciones mas antiguas entre las poblaciones (Nauta y Weissing, 1996;
Benzie y Smith-Keune, 2006). El estadistico Rsr resultara impreciso cuando los
microsatélites no siguen el modelo de mutacion SMM (Nauta y Weissing, 1996,
Balloux y Lugon-Moulin, 2002). En cambio, de acuerdo con Gaggiotti et al. (1999),
Rst resulta ser un buen estimador bajo condiciones ideales, es decir, un amplio
tamafo de muestras (>50) y gran cantidad de loci (>20). Mientras que cuando el
tamafio de muestra es pequefio (<10) y se cuenta con pocos loci (<20), Fsr
siempre proporcionara mejores estimaciones. De manera que los resultados de Fst
pueden presentar una mejor estimacion en el caso de este estudio ya que se
utilizaron anicamente 8 loci y los tamafios de muestra de las poblaciones son igual
o menores a 50 individuos, ademas Fst es mas sensible que Rst detectando
estructura poblacional reciente (Benzie y Smith-Keune, 2006). Aunado a lo
anterior, dada la gran cantidad de alelos encontrados en todos los loci, es probable

que los microsatélites utilizados en este estudio sigan el modelo de mutacion IMM.
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En gran cantidad de estudios donde se analiza la estructura poblacional no
se corrige la presencia de alelos nulos a pesar de los sesgos que estos producen
en las estimaciones. Sin embargo, como se observo en el presente estudio, es
recomendable realizar la correccion. Si no se realizan estos analisis se puede
sobreestimar el nUmero de homocigotos y por consiguiente obtener una deficiencia
de heterocigotos.

En este estudio se obtuvieron resultados que revelan de manera

significativa la existencia de estructura genética para la especie P. margaritifera en
la region de la Polinesia Francesa empleando microsatélites.
Mediante el AMOVA se reveld una significativa variacion genética entre
archipiélagos al obtener los valores para Rcr=0.01025* y Fcr= 0.0174**). De
acuerdo con Hartl y Clark (1997), un valor de Fs7<0.05 indica poca diferenciacion
genética. A pesar de que los indices de diferenciacion son pequefios, son
significativos y se encuentran en el rango de valores que se han reportado para P.
maxima por Benzie y Smith-Keune (2006) (Fst=0.009 y Rsr=0.016) y Lind et al.
(2007) (Fst=0.027 y Rs7=0.023).

Los resultados de este estudio difieren de la nula subdivisién poblacional
entre archipiélagos reportada anteriormente por Arnaud-Haond y colaboradores
(2004). A partir de MNA no se detectd divergencia genética significativa entre los
archipiélagos Sociedad y Tuamotu-Gambier, ni entre localidades dentro de los
archipiélagos (Arnaud-Haond et al.,, 2004), mientras que en este estudi6 se
observo que la localidad de Scilly presenta diferencias con algunsa localidades de
Tuamotu. La diferencia entre archipiélagos obtenida mediante el AMOVA en
nuestro estudio puede ser causada principalmente por las diferencias entre los
archipiélagos de las Islas Marquesas y las Islas Salomén.

Mediante el analisis de diferencias pareadas de Fst, Arnaud-Haond y
colaboradores (2008) encontraron que de manera general, no hay diferenciacion
genética significativa entre los archipiélagos Tuamotu-Gambier y Sociedad y la
Gnica diferencia entre estos archipiélagos es entre los atolones de Mopelia

(Sociedad) y Arutua (Tuamotu-Gambier) y entre Scilly (Sociedad) y Makemo
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(Tuamotu-Gambier). Sin embargo, los resultados de las comparaciones pareadas
de Fst después de la correccion secuencial de Bonferroni obtenidos en este
estudio revelan diferencias significativas entre la poblacion de Scilly (Sociedad) y
las poblaciones de Marutea2 (al sur de Tuamotu-Gambier) y Takapoto2 (al norte
de Tuamotu-Gambier) (Tabla 6), esta ultima diferencia se mantiene posterior a la
estimacion de alelos nulos (Tabla 7).

Dentro del archipiélago Tuamotu-Gambier, los autores Arnaud-Haond et al.
(2008) encontraron diferencias significativas entre los atolones de Marutea y
Arutua (0.031), Marutea y Kauehi (0.04), Marutea y Hereheretue (0.048), Makemo
y Hereheretue (0.029), Mangareva y Hereheretue (0.042), Mangareva y Kauehi
(0.040), Takapoto3 y Arutua (0.034), Takapotol y Takapoto3 (0.029). Dichos
resultados evidenciaron de manera particular la diferenciacion del atolon mas
aislado del archipiélago: Hereheretue y los atolones mas al sur. Marutea y
Mangareva, del resto de los atolones del archipiélago. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio posterorior a la correccidon secuencial de Bonferroni
muestran un esquema de homogeneidad genética entre los atolones del
archipiélago Tuamotu-Gambier, ya que la Unica diferencia encontrada es entre la
muestra Takapoto2 con Takaroa y Raroia2 fue posterior a la estimacion de alelos
nulos (Tabla 7).

La homogeneidad genética entre las poblaciones del archipiélago de
Tuamotu-Gambier podria deberse al efecto que han tenido los grandes eventos de
transferencia de larvas entre las islas que se llevaron a cabo durante los 20 afios
anteriores a la colecta de nuestras muestras, considerando ademas la posible
reproduccion de las ostras en cultivo como se han mencionado por Arnaud-Haond
y colaboradores (2003b, 2004). Sin embargo, también podria ser a causa de una
amplia dispersion de las larvas de manera natural a lo largo de esta region en
conjunto con la ausencia de corrientes que actian como barreras limitando la
dispersion.

En los arboles sin enraizar de Neibor Joining (Figs 2 y 3) se observd de

manera interesante que las muestras provenientes de los atolones Hereheretue
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(HERE) y Takapoto (TKP1 y TKP2) se agrupan en un cluster separado del resto de
las muestras provenientes del archipiélago Tuamotu-Gambier. También se observo
que las muestras HERE, TKP1 y TKP2 presentaron los valores mas altos de
riqueza alélica (Tabla3). La divergencia genética observada para estas muestras
con respecto al resto de las muestras de Tuamotu-Gambier puede ser a
consecuencia del limitado flujo genético de estas localidades debido a que
Hereheretue y Takapoto son los Unicos atolones completamente cerrados en este
archipiélago, por lo que no existe mucho intercambio de agua entre la laguna y
océano abierto.

En relacion con el archipiélago de las Marquesas, nuestros resultados
reflejan diferencias genéticas entre Nuku-Hiva y el resto de las localidades con
excepcion de Arutual, Raroial y Maruteal, mientras que Hiva-Oa no presenta
diferencias Unicamente con Arutual y Maruteal después de la correccion para
alelos nulos (Tablas 6 y 7) y la divergencia de estas poblaciones se ve claramente
en los arboles de distancias genéticas; de manera que nuestros resultados
reafirman la estructura genética del archipiélago Marquesas reportada previamente
(Arnaud-Haond et al., 2003a, 2004, 2008).

La alta divergencia genética de la poblacion de las islas Marquesas que ha
sido identificada a través de ADN mitocondrial, aloenzimas, MNA, es actualmente
confirmada mediante microsatélites. El evidente aislamiento genético de las Islas
Marquesas podria ser explicado por dos diferentes escenarios: i) el efecto de las
corrientes ocedanicas en la regién y ii) condiciones paleogeogréficas histéricas, o
por la combinacién de ambos.

La region de la Polinesia Francesa esta influenciada principalmente por los
flujos de la Corriente Sur Ecuatorial (por sus siglas en inglés SEC) que fluye hacia
el oeste entre los 0° y 20°de latitud Sur, la Contra Corriente Sur Ecuatorial (por sus
siglas en inglés SECC) con direccion hacia el este, y la Contra Corriente de las
Marquesas (MCC) que durante todo el afio fluye de oeste a este en direccion

opuesta a la SEC y se extiende hasta 500km de longitud (Rougerie y Wauthy,



47

1986). El patron de corrientes presenta un cambio dependiendo de la época del

ano.
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Fig. 4 Patron de corrientes en la region de la Polinesia Francesa. A) durante el
invierno, B) durante el verano. SEC: Corriente Sur Ecuatorial, MCC: Contra Corriente
de las Marquesas, SECC: Contra Corriente Sur Ecuatorial, STCC: Contra Corriente
Sur Tropical (Imagen modificada de Martinez et al., 2009).

Durante el verano Austral (de Noviembre a Abril) la SEC fluye hacia el
suroeste pasando por el archipiélago de las Marquesas (6°S-12°S) y a partir de
diciembre y hasta marzo aparece el flujo de la SECC entre los 7°S y 14°S. La CCM
se presenta al sur del archipiélago Marquesas (a los 10°S, 140°0O) (Rougerie y
Wauthy, 1986) (Fig.4). Durante el invierno (de Mayo a Octubre) el flujo de la SEC
presenta fuertes velocidades y se intensifica alrededor de las islas Marquesas
mientras que disminuye alrededor de los archipiélagos Tuamotu-Gambier y
Sociedad. Durante el invierno la CCM fluye al norte de las islas Marquesas y
2006, 2009).

Este patron de circulacion en la Polinesia Francesa da lugar a la formacion de una

desaparece el flujo proveniente de la SECC (Fig. 4) (Martinez et al.,

barrera que impide la dispersion de las larvas principalmente entre las islas

Marquesas y Tuamotu Gambier (Vermeij 1987; Planes y Fauvelot 2002).
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De acuerdo con la segunda hipétesis, durante las glaciaciones del
Pleistoceno se efectué un cambio drastico en el nivel del mar que provoco la
emersion y drenado de los atolones de la Polinesia Francesa, haciendo imposible
la sobrevivencia de las especies que habitaban al interior de las lagunas de los
atolones (Ladd, 1960; Paulay, 1990, Woodroffe et al., 1990; Planes et al., 1993;
Bard et al., 1996; Cabioch et al., 1999). De acuerdo con Paulay (1990, 1991) los
bivalvos de sustratos blandos y que habitaban al exterior de las lagunas como P.
margaritifera se vieron menos afectadas que las habitantes exclusivamente de las
lagunas. Sin embargo, las islas Marquesas representaron una zona de refugio para
algunas de las especies entre ellas P. margaritifera (Paulay, 1990). Esto debido a
que, algunas poblaciones de la ostra perlera de labios negros permanecerian en
las Marquesas durante los episodios de glaciacion mientras en el resto de las islas
de la Polinesia Francesa se llevaria a cabo un proceso de extincion y
recolonizaciéon (Arnaud-Haond et al. 2003a). La hipotesis anterior es apoyada por
mediante los analisis con ADN mitocondrial donde se observaron bajos niveles de
diversidad haplotipica y nucleotidicas y un reciente cuello de botella en los
archipiélagos Tuamotu-Gambier, Sociedad y Cook, contrario a la alta diversidad
haplotipica y nucleotidica observada en las Marquesas (Arnaud-Haond et al.
2003a). La diversidad genética reportada para MNA fue mayor en las Marquesas,
pero este patron no se observé con aloenzimas (Arnaud-Haond et al. 2003a).
Contrario a lo anterior, las islas Marquesas presentan los niveles mas bajos de
diversidad y riqueza alélica a partir de microsatélites. La fuerte diferenciacion de
las poblaciones de las Marquesas con el resto de las poblaciones de la Polinesia
Francesa y regiones del Indo-Pacifico ha sido reportada también en el pez arrecifal
Acanthurus triostegus (Planes, et al., 1993; Planes y Fauvelot, 2002).

Aunado a lo anterior los arrecifes de las Marquesas pudieron haber sido
colonizados durante condiciones climaticas y oceanograficas diferentes del resto
de los arrecifes de la Polinesia Francesa provocando asi un fuerte aislamiento de

las mismas.
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Por otra parte, de manera interesante nuestros resultados revelan un
reducido numero de diferencias pareadas entre la localidad Solol al este del
archipiélago Salomén con Tuamotu-Gambier e islas de la Sociedad a pesar de la
distancia geografica. Mientras que la muestra de Solo2 (al oeste del archipiélago)
no presentd diferenciacion genética con el archipiélago de la Sociedad, pero si con
varios atolones de Tuamotu-Gambier (Tablas 6 y 7), lo anterior también se ve
reflejado en el arbol de distancias genéticas (Figs. 2 y 3). Los archipiélagos
Tuamotu-Gambier y Sociedad estan formados en su mayoria por atolones que
forman grandes lagunas y presentan un escaso intercambio de agua con el océano
abierto (Gabrie y Salvat, 1985). A diferencia de la estructura de los atolones de la
Polinesia Francesa, la mayoria de los arrecifes en el Pacifico centro-occidental,
donde se localizan las islas Salomon, tienen una boca mas "abierta" propiciando
un mayor flujo de agua entre los atolones y mar abierto (Wells, 1988; Andrews y
Pickard, 1990; Friedman et al., 1998). Bajo este escenario, las larvas de P.
margaritifera de esta region pueden tener una mayor oportunidad de ser
transportadas por las corrientes oceanicas al mar abierto proporcionandoles mayor

capacidad de dispersion.

VILIII Impacto de las translocaciones

En la region de la Polinesia Francesa se han documentado grandes
movimientos de larvas entre las islas de distintos archipiélagos (Arnaud-Haond et
al.,, 2004) y es posible que se sigan llevando a cabo aun mas sin quedar
registrados. Estas translocaciones han ocurrido sin tener un conocimiento previo
de la composicion genética de las poblaciones de los lugares de origen y destino
de las larvas. Recientemente se ha evidenciado una reduccion en la estructura
genética de las poblaciones de P. margaritifera en la Polinesia Francesa, misma
gue se confirma con nuestros resultados.

El intercambio de larvas entre poblaciones genéticamente distintas, ha
permitido el incremento de la homogeneidad entre poblaciones de diferentes

archipiélagos.
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La alta densidad de ostras en los cultivos podrian optimizar la sincronizacion
de los desoves e incrementar el éxito de la fertilizacion, ya que se sabe que hay
una relacion lineal entre la densidad y el éxito de la fecundacion en varias especies
de invertebrados acuéticos (Levitan et al., 1992; Metaxas et al., 2002). Conforme a
lo anterior y si hay eventos reproductivos en los cultivos como se ha mencionado
(Arnaud-Haond et al., 2004), los individuos exdgenos estaran contribuyendo a la
poza genética de las poblaciones locales.

Estos movimientos masivos pueden provocar efectos desfavorables para la
industria del cultivo de perlas al reducir la capacidad de adaptacion de las
poblaciones nativas y contribuir a la pérdida de algunas adaptaciones locales
favorables. En relaciéon con lo anterior, se ha mencionado la pérdida de algunas
diferencias en el color y brillo de las perlas que alguna vez fueron caracteristicas
de determinadas islas. Por ejemplo, Benzie y Ballment (1994) mencionan que en el
pasado, era posible identificar el lugar de origen de las perlas en base a su color,
brillo, iridiscencia y forma. Sin embargo a partir de las transferencias masivas de
larvas entre las distintas islas se ha tornado dificil diferenciar las perlas cultivadas

en diferentes lagunas de Tahiti (Benzie y Ballment, 1994).
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Vill. CONCLUSIONES

Los marcadores nucleares microsatélites mostraron altos valores de
diversidad genética en la ostra perlera Pinctada margaritifera en la region de la
Polinesia Francesa.

Las desviaciones del equilibro Hardy-Weinberg fueron a consecuencia de la
presencia de alelos nulos. La presencia de alelos nulos en P. margaritifera debe
ser considerada y corregida en los estudios de genética de poblaciones para evitar
sobreestimacion de los resultados.

Se corroboré que la amplificacion de un locus mediante al menos dos pares
de primers diferentes representa una buena técnica para corregir la presencia de
alelos nulos. Por lo que se considera esencial hacer la correccion para estudios
subsiguientes de P. margaritifera.

La alta variacion observada en los microsatélites en este estudio tuvo
resolucién suficiente para permitir la diferenciacion poblacional que no se detecto
en estudios anteriores con otros marcadores nucleares (Arnaud-Haond et al., 2005,
2008).

Se confirmo la divergencia genética de la poblacién de las islas Marquesas
respecto a las poblaciones del resto de la Polinesia Francesa e islas Salomoén. La
fuerte diferenciacion de estas islas puede ser a consecuencia del patron de
circulacién oceéanica en la regién, como resultado de condiciones biogeograficas en

el pasado asi como posibles adaptaciones locales y falta de practicas de cultivo.
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IX. RECOMENDACIONES

1.- Evaluar la frecuencia de los alelos nulos mediante por lo menos un par de
primers adicionales en el resto de los loci microsatelitales para Pinctada
margaritifera.

2.- Incrementar el numero de localidades de Pinctada margaritifera en el intérvalo
de distribucion de la especie con el fin de evaluar el grado de divergencia genética.
3.- Realizar estudios que relacionen aspectos genéticos con las caracteristicas de
la perla

4.- No se recomienda la transferencia de postlarvas entre atolones, si se desean
mantener las caracteristicas genéticas de las poblaciones silvestres.

5.- Dada la gran divergencia genética de las ostras perleras en las islas

Marquesas, hacer un estudio para evaluar su posible causa.
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XI. ANEXOS
ANEXO 1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN MEDIANTE GLASSMILK
Soluciones requeridas:
1) Glassmilk
2) Solucion amortiguadora de unién
3) Solucion amortiguadora de digestion
4) Solucién amortiguadora de lavado
5) TE
Digestion del tejido :

1) 1) Agregar 150l de solucion amortiguadora de digestion, 2 pl de
Proteinasa K (20mg/mL) y aproximadamente de 0.5-10.0mg de tejido.

2) Dejar digerir durante dota la noche a 60°C con agitacion a ~300rpm

Extraccion:

3) Colocar una placa de filtro nueva (dos capas 3um/0.2um Pall#5053)
sobre una caja de puntas abiertas de manera que los filtros no toquen
ninguna superficie.

4) Agregar 150ul de solucién amortiguadora de unién (Nal), 50ul de tejido
digerido y 50uL de la solucion Glassmilk (resuspender la solucion
glassmilk mediante vortex) en la placa de filtro.

5) Dar ligeros golpes a la placa para Mezclar

6) Colocar la placa de filtro en el sistema de vacio y aplicar vacio.

7) Agregar nuevamente 150yl de solucion amortiguadora de union, 50uL de
tejido digerido en la placa de filtro y aplicar vacio. Repetir una vez mas
este paso.

8) Una vez que los pozos de la placa de filtro han quedado vacios (~30s)

9)

afiadir 200 pL de solucion amortiguadora de lavado (no se necesita
apagar la camara de vacio).

Repetir el paso anterior y aplicar vacio maximo durante 1min.



10)

11)

12)

13)

14)
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Apagar la cAmara de vacio y retirar la placa. Cuidadosamente retirar las
gotas de la parte inferior de la placa de filtro con una toalla de papel
limpia.

Colocar nuevamente la placa de filtro en la camara de vacio y aplicar
vacio maximo por un minimo de10min (no mas de 20min). Es importante
eliminar cualquier remanente de solucion amortiguadora de lavado
cuidando de no perder el ADN por exceso de secado.

Retirar los residuos de la cAmara de vacio y cuidadosamente colocar una
placa de recoleccién

Agregar 100 pL de TE (10mM Tris HCL, 0.1mM EDTA) a 65°C e incubar
por 5 min.

Finalmente aplicar suave vacio por aproximadamente 1-2min para

colectar el ADN en solucién.

Para preparar las soluciones requeridas

Glassmilk

1) Preparar por suspension 10g de silice gel 60 (~ 15-40um, Merck, Alemania) en

200 ml de &cido nitrico 5M (agregar el agua primero y luego HNO3)

2) Calentar cerca del punto de ebullicion en la campana extractora de humos (~ 10-

15 min, a alta temperatura)

3) Dejar enfriar por 30 minutos, posteriormente desechar el sobrenadante

4) Resuspender en 100 ml ddH,O, dejar reposar 10min, desechar el sobrenadante

5) Repetir 3 veces el paso anterior.
6) Anadir 100 ml de buffer ddH,O (pH 7) con IM Tris (pH 8), dejar reposar por 10

minutos y desechar el sobrenadante (~ 100ul)

7) Resuspender en un volumen igual de ddH,O vy llevar al autoclave. Afiadir mas

ddH20 (~ 3-4x) si se almacenara por un tiempo antes de su uso.
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Soluciéon amortiguadora de unién (Nal) (para 100g, una botella de100 ml)

Nal: FW =149.9 = 6M

1) Disolver Nal en <100 ml ddH,O

2) Anadir 2.4 g de sulfito de sodio

3) Disolver y completar el volumen de ddH,O a 111ml

4) Aclarar la filtracion a través de w 0.45um y guardar en un frasco de color ambar
a4°C

TE 100ml

1) TrisHCI 2M(pH 8), se requieren 0,01 M = 200x dilucion
100 ml = 0.5 ml
200x

2) 0,5 M EDTA, requieren 0,01 mm = 0.0001M = 5000 veces dilucién

100 ml 0.02ml 6 250 ml = 0.05 ml
5000X 5000X

3) ddH20 = 99.48ml para aforar.

Solucién amortiguadora de lavado: 250ml
1) 90-100% Ethanol, require 50%, 2x dilution

250ml =125ml
2X
2) 5M NaCl (pH7.4), require 0.05M = 100x dilution

250ml = 2.5ml
100x
3) 1M TrisHCI (pH 8), require 0.01M = 100x dilution

250ml =2.5ml
100x
4) 0.5 M EDTA, require 0.0005M = 1000x dilution

250ml = 0.25ml
1000x
5) ddH,O =119.75ml para aforar



Solucién amortiguadora de digestion: 100ml
1) 5M NaCl, requiere 0.1m =50x dilucion

100ml = 2ml 6 200ml =4ml
50x 50

2) 2M TrisHCI (pH 8), requiere 0.05M = 40x dilucién
1M TrisHCI (pH8) = 20x dilucién

100ml = 2.5ml 6 100ml=5ml 6 200ml =10ml
40x 20 20
3) 0.5 M EDTA, requiere 0.01M = 50x dilucion

100ml =2ml 6 200ml=4ml
50x 50

4) 20% SDS, requiere 0.5% SDS = 40x dilucion

100ml =2.5ml 6 200ml =5ml
40x 40

5) ddH,O =91ml (para aforar)
6 88.5ml (IM Tris HCI) 177ml
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Pmarg2 TAx AR-1 169 RA-1 RA-2x HR MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1 SOLO-2
151 0.98
167 0.98 2.50
169 192 5.00 588 7.69 7.14 5.56 526 1111 4.90 3.13 143
171 4.00 2.63 2.50
173 3.85 0.98 5.26
175 2.94 12.90 2.00 1.39 116 161, 15.63 1.47 3.75 1.25
177 577 5.00 769 323 6.00 14.29 3.70 2.78 3.92 5.26 1.16 6.25
179 5.00 4.00 1.85 2.78 5.26 465 3.23 143 1.47 1.25
181 882 385 484 4.00 3.700 1053 556 11.76 5.26 1.61 2.86 2.94 3.75 5.00
183 9.62 15.00 11.76] 15.38 11.29 8.00 9.26 7.89 6.94 4.90 581 161 9.38 7.14 2.94 7.50 7.50
185 13.46 25.00 26.47 7.69 4.84 1400 42.86 3.700 1053 9.72 6.86 13.16 6.98 8.06  15.63 8.57 11.76 750 11.25
187 3.85 10.00 3.85 526 556 8.82 7.89 116 8.06 12.50 2.86 2.94 7.50 6.25
189 3.85 385 323 8.00 8.33 490 10.53 8.14 9.68 9.38 1.43 2.94 10.00
191 882 385 806 800 714 3.70 263 417 2.94 11.63 3.23 3.13 4.29 8.82 5.00 6.25
193 | 13.46 588 7.69 323 800 714 1296 263 278 9.80 8.14 6.45 12.86 8.82| 15.00 6.25
195 3.85 588 7.69 806 800 7.14 5.56 7.89 556 490 263 9.30 9.68 9.38  10.00 5.88 5.00 7.50
197 4.84  2.00 3.70 2.78 196 7.89 581 9.68 143 5.88 5.00 2.50
199 577 5.00 8.82| 1538 9.68 6.00 18,52 10.53 15.28 6.86| 18.42 9.30| 14.52 3.13 8.57 1.47 6.25 10.00
200 0.98
201 7.69 5.00 4.84 7.41 526  5.56 8.82 2.63 465 161 714 11.7/6 10.00 8.75
203 11.54 2.94 3.23 1.85 5.26 1.39 3.92 349 3.23 6.25 2.86 4.41 1.25
205 5.88 323 200 714 9.26 526 278 196 5.26 581 3.23 2.86 5.88 3.75 3.75
207 10.00 10.53 2.78 1.96 581 6.45 3.13 7.14 5.88 1.25 1.25
209 5.77 3.85 2.63 233 161 4.29 2.94 5.00 2.50
211 1.85 0.98 116 161 2.86 2.94 3.75
213 3.85 2.94 323 400 714 1.85 1.96 2.33 571 4.41 1.25 2.50
215 3.85 10.00 2.00 526 278 1.47
217 3.23 200 1.85 3.23 1.43 1.25
219 3.85 2.00 0.98 161 1.43 1.47 2.50
221 192 5.00 4.84  4.00 1.85 5.26 1.16 1.43
223 1.85 0.98 1.47
225 161 1.96 1.25
227 1.25
233 2.50
239 2.00
241 294 385
245 2.63 3.13
251 385 161
255 2.63
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Pmarg7 TAx AR-1 162 RA-1 RA2x HR  MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP2 GB+ NH HO  MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1SOLO-2
158 6.25
160 345 185 3.70
162 1.89 938  5.68
164 6.25 5.88 6.90 1.85 411 371 220 323 625 263 132 1250 341
16612500 2222 1176 909 2069 370 1364 1667 2778 1667 660 682 3023 3226 938 1184 921} 1875 7.95
167 2.94 6.82
168 625 2222 2947 2273 172 1481 1364 926 556 1250 755 1136 698 484 1250 1184 1316 1250 7.95
170 345 741 455 185 139 660 2.33 132 1250  9.09
171 2.21
172 2083 11110 2647 2273 2414 1852 1818 1852) 25.00 13.89 16.04) 3409 9.30 1250 1974 2500 938  9.09
174 16,67 27.18 1471 455 17241 2407 27271 29.63 2222 1806 3113 18.18 4302 3387 2813 3421 3289 313 1477
176 1042 882 909 172 18 1818 370 833 1667 943 455 968 625 263 1053 625 568
178 8.82 13.64 741 139 472 161 132 17.05
180 625 1111 882 455 1552 185 1296 833 972 28 1136 581 323 1563 132 132 938 9.09
182 2.8 5.56 278 472 7.89 5.68
183 172
184 6.25 882 1364 345 18 455 185 278 283 227 116 484 938 263 395 114
186 9.26 0.94 3.95
188 5.56 2.78 116 484
190 0.94
192 161 132 114
198 1.85 2.21
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Pmargll TAx AR-1 168 RA-1 RA-2 x HR MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO MO-1 + MO-2 SCI x SOLO-1 SOLO-2
164 3.57 2.63 1.00 2.50 5.36
166 11.11 2.63 1.39 4.76 2.78
168 3.70 3.57 1.25
170 2.38
172 11.11 3.13 5.56 5.36 1.39 2.38 3.75 3.33 1.25 1.32 4.17
173 3.13
174 5.56 3.70 2.63 5.00 3.33 2.50 2.63 1.39
175 1.79 2.78 1.25
176 3.13 5.56 1.85 8.93 13.64 10.71 5.56 6.00 2.38 3.75 8.33 3.33 5.00 2.63 4.17 5.36
177 2.00
178 9.62| 11.11 11.11 3.57 3.57 5.26 6.94 8.00 4.76 6.25 1.67 1.25 5.26 1.39 3.57
179 9.62 5.36 1.39 2.00 10.00 2.63 1.39
180 13.46 5.56 9.38 16.67 11.11 12.50 36.36 7.14 5.26 11.11 3.00| 11.90 6.25| 13.33 23.33 8.75 6.58 4.17 3.57
182 3.85| 11.11 3.13 11.11 5.56 5.36 7.89 5.56 2.00 3.75 3.33 6.25 11.11 1.79
183 1.79
184 3.85 5.56 5.56 5.36 12.50 7.89 2.78 3.00 9.52 1.25 3.75 5.26 2.78 8.93
185 3.57
186 5.77 3.13 5.56 3.57 4.55 1.79 7.89 2.78 12.00 2.38 2.50 12.50 6.58 5.56 8.93
188 5.77 18.75 1.85 3.57 4.55 8.93 7.89 3.00 10.00 3.33 2.50 3.95 6.94 3.57
190 3.85 3.70 7.89 8.33 5.00 2.38 3.33 2.50 2.78 3.57
191 1.79 2.78 4.76 1.25 2.63
192 3.85 15.63 16.67 7.41 7.14 9.09 8.93 2.63 4.17 1.00 7.14 2.50 3.33 20.00 15.00 11.84 1.39 5.36
194 1.92 10.71 3.00 2.38 3.33 1.25 2.78 5.36
195 1.67
196 1.92 6.25 5.56 1.85 8.93 1.79 8.33 7.00 9.52 3.75 3.33 2.63 8.33 10.71
198 1.92 11.11 3.00 2.38 1.67 3.57
200 1.92 12.50 1.85 5.36 1.39 6.00 2.38 3.75 3.33 3.33 2.50 1.32 5.56 1.79
202 1.00 1.25 1.67 1.79
204 1.92 3.13 7.41 3.57 3.57 2.63 10.00 1.32 5.56
206 1.92 3.70 1.79 4.00 3.75 1.67 1.25 1.39
208 1.92] 11.11 6.25 1.79 9.09 7.14 2.63 2.78 1.00| 11.90 2.50 3.33 3.33 5.00 7.89 1.79
210 1.92 5.56 1.85 2.78 1.00 2.38 2.50 2.50
212 1.92 3.70 1.79 1.79 2.78 6.67 5.00 6.58 1.39
214 11.11 3.70 2.00 1.25 4.17 1.79
216 11.11 3.70 1.79 3.57 5.26 5.56 1.00 2.38 8.75 5.00 1.25 11.84 2.78 5.36
218 1.79 3.00 1.67 2.78 5.36
220 6.25 5.56 3.57 4.55 1.79 2.63 6.94 1.00 2.38 8.33 3.33 2.78 1.79
222 1.92 4.17 3.00 2.38 5.00 1.39 3.57
224 7.69| 11.11 5.56 1.79 9.09 1.79 7.89 2.78 1.00 2.38 5.00 1.67 13.33 7.89 1.39 1.79
226 1.79 1.25 1.67 2.50 4.17
228 3.33 1.39
230 1.92 1.85 3.00 1.25 6.67 1.39
232 577 11.11 3.13 1.79 4.55 3.57 18.42 4.17 2.00 2.38 3.75 8.33 6.67 1.25 6.58 1.79
234 1.92 3.13 2.50 5.00 1.32
236 3.85 1.00 2.38 2.50 1.39
238 1.79 1.39 2.50
240 1.85 4.55 4.00 1.32
242 1.25
244 1.85
246 3.33 1.25 1.39
252 1.67
254 1.25
256 1.67
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Pmarg37 TAx  AR-1 147 RA-1 RA-2x HR MRT-1 MRT-2 KAU  TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1 SOLO-2
143 156 1.79 1.35
145 1481 16.67 17.65 11.54| 17.19 17.86 15.52 7.89 10.81 16.67 16.67 161 1250 6.25 6.41 5.88 2.04
147 769 313 1.79 1.72 263 135 2.38] 2326 17.74 3.75 5.13 2.94 3.06
149  3.70 294 769 313 179 526 135 093 9.52 161 3.13 3.75 10.26 441 1.02
151 741 111 2.94 156 357 1250 13.79 9.46 833 4.76 9.30 12.90 6.25 5.00 3.85 5.88 7.14
152 1.85
153 5.56 882 1154 156 179 6.90 526 135 2.78 476 1.16 6.25 7.50 3.85 1.47 2.04
155 9.26 556 11.76 7.69 9.38 10.71 833 1724 1053 16.22 15.74 9.52 12,50 10.00 513 17.65 2143
157 1852 16.67 26.47 7.69 1563 2143 33.33 10.34 1842 20.27 24.07 2857 1512 2258 2188 1875 2436 1765 17.35
159 5.56 882 1923 1250 179 417 172 2.63 14.86 741 476 19.77 20.97 6.25 14.10 7.35 5.10
161 16.67 16.67 2.94 1094 7.14 833 690 1579 1081 1019 4.76 349 484 6.25 11.25 7.69 10.29 5.10
163 556 5.56 294 385 781 179 417 6.90 526 270 4.76 930 3.23 6.25 7.50 2.56 2.94 8.16
165 3.85 5.36 526 270 4.63 6.98 1.25 3.85 2.94 8.16
167 185 11.11 5.88 469 179 417 345 789 135 093 238 161 15.63 1.25 7.35 2.04
169 1.79 2.63 1.16 1.25 1.28 5.88 4.08
171 1.85 882 7.69 3.13 417 526 270 0.93 116 161 1.25 2.94 2.04
173 3.57 1250 1.85 465 161 3.85 1.02
175 3.85 536 417 3.45 263 135 2.38 161 1.25 1.02
177 1.79 1.72 161 1.25 1.02
179 185 556 3.85 4.69 2.38 1.47 2.04
181 5.56 3.85 1.56 185 238 3.75 1.02
183 5.56 179 417 345 0.93 1.25 2.56 2.94 1.02
185 3.57 1.85 1.16 1.25 3.85 1.02
187 161 2.50
189 1.85 0.93 116 3.23 1.02
191 1.35 1.16 1.28
193 1.72
195 3.57 2.63 2.50
197 1.16 3.13
199 3.45 3.13
201 1.56 3.13 1.25 2.04
205 1.72
209 1.85 1.61
213  1.85



Continuacion

75

Pmarg45 TAXx AR-1 132 RA-1 RA-2 x HR MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB + NH HO MO-1 + MO-2 SCI = SOLO-1 SOLO-2
112 1.22
130 1.35
132 1.79
134 1.79
138 0.98
140 3.13 0.98
142 3.85 1.79 2.70
144 2.63 2.27 1.22 1.47
146 1.79 6.76 0.98
148 4.00 1.79 3.23 3.57 2.04
150 0.98
152 2.00 4.17 4.90 2.44 1.61 3.06
154 1.79 2.44
156 3.57 1.79 3.57 1.61 1.47
158 2.00 2.63 2.70 7.14 7.35
160 10.00 3.57 4.17 1.35 1.96 2.44 1.61
162 2.00 22.22 6.25 6.82 1.22 7.14 1.02
164 5.56 5.41 2.94 1.22 1.47 1.02
166 3.13 7.69 1.79 1.79 16.67 1.79 2.63 1.35 7.14
168 4.00 5.56 1.79 1.79 5.26 2.70 2.27 4.88 8.06 2.94
170 6.25 3.57 16.67 1.79 2.70 0.98 4.55 2.44 4.84 10.20
172 5.36 3.57 1.79 2.63 4.05 1.96 7.32 4.41 8.16
174 4.00 3.13 3.85 5.36 12.50 5.36 2.70 2.94 6.82 4.88 8.06 7.14 5.88 1.02
176 4.00 11.11 9.38 5.36 12.50 1.79 5.26 6.86 4.55 7.32 1.61 8.82 9.18
178 8.00 5.56 3.13 3.85 5.36 3.57 4.17 1.79 10.53 6.76 1.96| 11.36 1.22 2.94 6.12
179 2.00 2.27
180 4.00 5.56 3.85 5.36 3.57 1.79 7.89 1.35 8.82 2.27 2.44 8.06 7.14 8.82 3.06
182 2.00 6.25 11.54 8.93 5.36 7.14 2.70 0.98 4.55 3.57 4.41 2.04
184 4.00 5.56 15.63 3.57 1.79 1.79 7.89 2.70 8.82 4.55 6.10 3.23 7.14 7.35 20.41
186 6.00 11.11 12.50 1.79 3.57 25.00 5.36 0.98 4.55 8.54 4.84 2.94 4.08
188 2.00 3.13 3.85 1.79 5.36 4.17 3.57 1.96 2.44 3.23 4.41 3.06
190 6.00 1.79 3.57 4.17 3.57 1.35 0.98 | 11.86 6.10 7.14 2.94 1.02
192 2.00 3.85 3.57 1.79 5.26 4.90 7.14 5.88 6.12
194 6.00 1.79 3.57 5.36 10.53 10.81 2.94 2.27 8.54 6.45 7.14 2.94 2.04
196 6.00 3.13 19.23 3.57 7.14 5.36 15.79 8.11 15.69 4.55 3.66 4.84 1.02
198 8.00 22.22 6.25 11.54 8.93 7.14 5.26 8.11 4.90 4.55 2.44 7.14 1.47 2.04
200 7.69 3.57 5.36 2.63 4.05 5.88 1.22 4.84 2.04
202 2.00 6.25 5.36 7.14 2.63 1.35 2.44 3.23 7.14
204 5.36 1.79 4.17 3.57 4.05 1.96 8.06
206 4.00 3.85 1.79 3.57 2.70 0.98 2.27 3.57 4.41 3.06
208 2.00 1.79 5.36 1.79 2.63 1.35 3.92 2.94
210 11.54 4.05 2.27 3.66 2.94
212 3.57 1.79 2.70 0.98 1.22 1.61 2.94
214 5.56 3.57 4.17 1.79 1.96 9.09 2.44 1.61
216 3.13 3.57 0.98 3.57 1.47 1.02
218 4.00 2.70 3.23
220 1.79 0.98
222 6.25 3.57 2.63 1.22
224 1.79 2.04
226 1.79
228 1.96 4.84 4.41 2.04
230 1.22 3.23
232 1.22 1.02
234 1.79 2.27
236 3.13 1.79 2.63 1.22 1.61 3.57
238 1.22 1.61
240 3.85 1.79 2.63 0.98
242 1.79 1.35 1.22
244 2.27 2.94
246 1.79 1.22
248 5.36
250 3.57 2.27
258 3.57
262 3.57 2.04
276 4.84
294 1.79
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Pmarg68 TAx  AR-1 134 RA-1 RA-2x HR MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1 SOLO-2

124 1.67 2.08 2.44 1.52

128 1.67

134 1.79

136 244 161

140 1.67

142 2.63

146 12.50 1.79 6.67 278

148 3.66 1.52

150 3.57

152 893 500 17.65 333 357 9.09 19.64 541 1463 806 1000 972 278 152 3.13
154 270 521 1333 694 417

156 5.26 4.55 1.04
158 7.14 2.70 139 152 1.04
160 8.93 2.94 3.33 455 357 263 811 625 1111 122 323 1000 417 139 3.03

162 3.57 1.35 417 4.55 5.21
1641 28.57 30.00 294 19.23 16.67| 2321 18.18 17.86 2632 6.76 1250 36.11 17.07 2258 1000 6.94 20.83 15.15 40.63
165 7.14 15.00 11.76 6.67 455 714 1.04 122 161 333

166 5.36 21.62 20.83 16.67 9.72  6.06 2.08
168 25.00 35.00 41.18 57.69 3833 7.14 2727 2143 2368 2297 2396 33.33 4878 6290 30.00 41.67 5139 4091 21.88
169 179 500  5.88 8.33 9.09 7.14 676 625 556 6.10

170 16.07  9.09 811 6.25 139 139 455

172 1964 500 1765 23.08 16.67 13.64. 2143 3947 1081 313 1389 244 1667 139 556 9.09 1354
174 10.71 135 833 278 139  3.03 2.08
176 5.00 1.67 4.55 135 104 1.52 3.13
178 1.04

180 1.79

182 2.08
184 2.08 2.08
186 1.39 2.08

200 3.57 1.52
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Pmarg77 TAx AR-1 123 RA-1  RA-2x HR MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO MO-1+ MO-2 SCIx  SOLO-1 SOLO-2
116 2.50 4.17 2.70
120 10.00 3.57 3.03 4.35 9.09 7.89 3.85 2.17 4.29 3.33 2.78 5.41
123 3.03 1.92
124 | 16.67 5.00 18.75 3.57 10.61 10.87| 18.18 19.23 5.56 750 14.13 10.53| 40.38 39.13 18.75 15.71 15.00 15.28 29.73
126 1.52 2.63
128 1.85 9.38 10.71| 15.15 2.17 7.69 5.56 2.50 761 7.89 17.31 17.39 3.13 4.29 3.33 5.56 13.51
132 7.41 20.00 6.25 3.57 15.15 6.52 13.64 15.38, 19.44 17.50| 14.13 15.79 9.62 6.52 9.38 18.57 26.67 29.17 17.57
134 1.85 3.03 6.25
136 9.26 12.50 3.57 6.06 6.52 3.85 13.89 2.50 1.09 2.63 2.17 10.00 6.67 6.94 4.05
138 1.09 10.53
140 12.96, 15.00 18.75 28.57 12.12 13.04 455 25.00 20.00 5.43| 18.42 7.69 11.43 3.33 1.39 6.76
142 5.56 1.92 13.89 5.00 2.17
144 3.57 3.03 10.87| 18.18 14.13 2.63 7.69 6.52 6.25 5.00 1.39 1.35
146 2.78
148 3.70 1.52 4.35 8.33 7.50 4.35 12.50 1.67 1.39 5.41
150 2.78
152 3.13 3.57 3.03 4.35 2.78 2.17 2.17 9.38 1.43 1.67 5.56 2.70
154 1.85
156 1.85 3.13 6.06 3.85 8.33 2.50 6.52 5.71 1.39
158 1.85
160 5.56 2.17 5.77 2.78 2.50 10.53 6.52 3.13 2.86 1.67 1.39
162 1.09
164 9.26 5.00 7.14 4.35 5.00 435 2.63 5.77 3.13 8.57 3.33 8.33
166 9.38 7.14 5.77 2.78
168 7.41 20.00 7.58 435 13.64 543 2.63 4.35 12.50 4.29 5.00 4.17 1.35
170 3.13 7.14
172 5.00 1.52 6.52 1.92 2.50 4.35 1.92 2.17 4.29 15.00 2.78 2.70
174 9.38 3.57 1.92 4.35
176 1.85 5.00 3.03 4.35 3.85 2.50 4.35 6.25 2.86 3.33 1.35
178 7.14
180 5.00 3.13 9.09 2.78 5.00 3.85 3.33 4.05
182 2.63
184 1.85 3.57 4.55 2.17 1.92 2.17 5.71 1.67 5.56
186 2.63
188 4.55 5.00 3.26 3.13 2.78
190 7.50
192 3.70 10.00 2.17 1.35
194 3.57
196 3.13 6.52 5.56 3.26 6.25
200 8.70 2.78 2.50
204 1.09
212 9.09 1.92
224 1.85
228 3.70
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Pmarg79 TAx AR-1 198 RA-1 RA-2x HR MRT-1 MRT-2 KAU TKP-1 TKP-2 GB+ NH HO MO-1+ MO-2 SCIx SOLO-1 SOLO-2
188 5.00
196 1.79 2.27
198 1.43 1.35 2.50 1.19
200 1.19
202 179 9.09 2.94 1143 179 690 7.89 1216 849 6.82 1.61 9.38 500 513 2.38 2.00
204 1.79 1.00
206 2143 455 1471 1429 1571 1964 16.67 17.24] 26.32 1216 1887 2273 581 1.61 2188 1250 25.64 19.05 24.00
208 1.16
210 357 1364 2059 17.86 10.00 10.71 16.67 862 1316 811 1509 9.09 465 484 6.25 20.00 7.69 19.05 7.00
212 1.00
214 179 455 286 1.79 526 541 116 161 3.13 2.50 1.28 2.38 4.00
218 3214 31.82 3235 2857 3429 3214 4583 2931 2368 36.49 2264 2045 4651 51.61 21.88 2875 2821 2500 23.00
222 4.55 4.17 1.35 1.89 4.84 3.13 1.28 1.19 3.00
224 4.55 3.57 172 1.00
226 143 536 1.89 227 3.13 2.50 1.00
228 1.79 143 179 2.70 116 161 1.19
230 357 2.94 4.29 172 263 1.89 8.14 3.23 6.25 5.13 2.00
232 1250 18.18 17.65 21.43 143 536 862 789 676 283 9.09 17.44 19.35 9.38 6.25 1282 1310 14.00
234 172 5.66 1.16 3.13 5.00 4.00
236 3.57 143 179 417 116 161 3.13 1.25
238 179 455 714 429 357 1250 345 526 270 094 2273 233 6.25 2.50 1.28 1.19 1.00
240 357 882 357 429 893 15.52 6.76  16.98 3.49 8.06 5.00 1.28 9.52 1.00
242 1.79 1.43 172 263 1.16 1.25 1.28 2.00
244 357 455 3.57 172 263 0.94 2.33 5.13 2.00
246 286 1.79 2.63 0.94 3.75 2.38
248 3.57 1.79 0.94 1.28
250 172 1.35 2.27
252 1.35 1.28
254 357 1.16 1.19
258 1.43 1.28
260 2.27 1.25
262 1.16
264 1.35 1.00
266 3.13
288 1.00
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