Revista Veterinaria
ISSN (papel): 1668-4834
ISSN (on line) 1669-6840

Rev vet 31 (1): 33-37, 2020
www.vet.unne.edu.ar
Cabral 2139, Corrientes 3400, Argentina

Diversidad genética y estructura poblacional del
cangrejo del manglar (Ucides occidentalis) en Tumbes, Peru

Ordinola, Z.A'; Vieyra, E.G.!; Ramirez, B.E.?; Saavedra, K.Y.?

Facult. Ingen. Pesq. Univ. Nacional de Tumbes, Puerto Pizarro, Tumbes, Peru.
*Escuela Posgrado Univ. Nac. de Tumbes, Av.Universitaria s/n, Tumbes, Peru.
E-mail: aordinolaz@untumbes.edu.pe

Resumen

Ordinola, Z.A.; Vieyra, E.G.; Ramirez, B.E.; Saavedra, K.Y.: Diversidad genética y
estructura poblacional del cangrejo del manglar (Ucides occidentalis) en Tumbes, Peru.
Rev. Vet. 31: 1, 33-37, 2020. El manglar es uno de los ecosistemas costeros mas deteriorado
a nivel mundial. En el presente caso, su funcionamiento ecoldgico depende en parte de la
actividad de la especie clave: Ucides occidentalis. Este cangrejo ha sido sobreexplotado en
los manglares del Peru. La fuerte reduccion de su poblacion (hasta 35,8% en 11 afios) puede
hacer necesario cultivar larvas de este cangrejo para repoblar los manglares. Sin embargo
un adecuado repoblamiento requiere conocer su diversidad genética y estructura genética
poblacional. Es por ello que en esta investigacion se propuso determinar estos aspectos de
U. occidentalis en el manglar de Tumbes, Pert. Un total de 56 ejemplares de U. occidentalis
fueron colectados, de los cuales se obtuvieron 42 secuencias nucleétidas de un fragmento
del gen COI. Los resultados indicaron un alto nivel de diversidad genética (evaluada a través
del nimero de haplotipos: 30, frecuencia del haplotipo mas frecuente: 14,29%, diversidad de
haplotipos: 0,9721; promedio de diferencias en nucledtidos: 4,396 y diversidad nucledtida:
0,00810), asi como una baja estructura genética poblacional evaluada mediante AMOVA
(variabilidad genética entre poblaciones: 4%).
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Abstract

Ordinola, Z.A.; Vieyra, E.G.; Ramirez, B.E.; Saavedra, K.Y.: Genetic diversity and pop-
ulation structure of the mangrove crab (Ucides occidentalis) in Tumbes, Peru. Rev. Vet. 31:
1, 33-37, 2020. Mangrove is one of the most threatened coastal ecosystems on earth. Its eco-
logical functioning depends in part of activity of key species Ucides occidentalis. The crab
stocks have been overfished in mangroves of Peru. The strong decline of the crab population
(up 35.8% in 11 years) may make it necessary to cultivate larvae of this crab to repopulate
the mangroves. However, an adequate repopulation requires to know its genetic diversity and
genetic population structure. Therefore, the present study aimed to determine these aspects
of U. occidentalis in the mangroves of Tumbes, Peru. A total of 56 individuals of U. occiden-
talis were collected, of which we obtained 42 nucleotide sequences of the gene fragment COL.
The results indicated a high level of genetic diversity (as assessed by the haplotypes number:
30, the most frequency of more frequent haplotype: 14.29% and haplotype diversity: 0.9721;
nucleotide differences average: 4.396 and nucleotide diversity: 0.00810), and a low popula-
tion genetic structure evaluated by AMOVA (genetic variability between populations: 4%).

Key words: crab, genetic variability, mangrove, COI gene, biodiversity.

INTRODUCCION

El manglar es uno de los ecosistemas costeros que
brinda mas servicios ambientales y a la vez uno de los
mas amenazados a nivel mundial . Su correcto fun-
cionamiento depende de la actividad de varias especies
que lo habitan. En el caso de los manglares en los que
la vegetacion predominante es el mangle rojo (Rhizo-
phora mangle) -como es el caso de los manglares del
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pacifico americano- la especie clave es el cangrejo del
manglar Ucides occidentalis, que se encarga de reciclar
entre el 75 y 84% de la materia organica de dicho eco-
sistema 20 .

En el Peru, el ecosistema del manglar se ubica casi
exclusivamente en la region Tumbes, abarcando 4541
ha y estando dominado por el mangle rojo ', con sélo
300 ha en la region Piura, que no cuenta con mangle
rojo 7 . La poblacién de U. occidentalis se localiza ma-
yormente en la zona Tumbes " .
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U. occidentalis es un cangrejo que habi- a0
ta las costas del Pacifico americano, desde la ay

isla Espiritu Santo (México) hasta San Pe- s e o
dro de Vice en Piura (Pert)) ', viviendoenla  suss-s o, PACIFIC OCEAN * "
zona intermareal donde se alimenta de hojas
de mangle rojo 2 . Es también el cangrejo 77 4
mas explotado en el manglar peruano, lo .- e 3 ™
que ha originado que su poblacion se reduz- &
caun 35,8% en el lapso de 11 afios (Prospec- *#* -
cién bioecoldgica de Ucides occidentalisen 39"! TUMBES
Region Tumbes, 2010, 1ra edicién, Ed. Instit 'J_" (PERU}
Mar Peru, Tumbes, 20 p.). 15785

Su situacion es similar a la de U. cor- zem-=
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datus en Brasil, el cual también redujo dra-
maticamente su poblacion > 7 por lo cual a
partir de 2001 se inici6 su repoblamiento
liberando larvas cultivadas al medio natu-
ral ¢?. Sin embargo, este esfuerzo se realizd
de manera inadecuada, sin haber estudiado
la diversidad genética o la estructura genética poblacio-
nal de este cangrejo, por lo que posteriormente tuvo que
hacerse para mejorar las estrategias de redoblamiento '

Es posible que a corto plazo se requiera realizar
también repoblamiento de U. occidentalis en el manglar
peruano, por lo que es necesario conocer la diversidad
genética y la estructura genética poblacional del mismo,
para poder orientar la estrategia de repoblamiento a rea-
lizar, que no solo debe incrementar el tamaiio poblacio-
nal sino mantener la diversidad genética y evitar inducir
niveles altos de estructuracion genética poblacional 2.

La evaluacion de la diversidad genética y de la
estructura genética poblacional, se puede realizar se-
cuenciando un fragmento del gen de la subunidad I de
la citrocromo oxidasa (COI), tal como se ha empleado
reiteradas veces en estudios similares en plantas y ani-
males, incluyendo los crustaceos > %123

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar
la diversidad genética y la estructura genética pobla-
cional de U. occidentalis en el manglar de la region
Tumbes (Peru).

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de la muestra. Una muestra de 55
ejemplares de U. occidentalis se recogio de nueve esta-
ciones de muestreo en el manglar de Tumbes (Peru) (Fi-
gura 1). Los cangrejos fueron llevados para su analisis
al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Tumbes (Puerto Pizarro, Pert).

Obtencion de muestras de misculo. Se extrajo
0,1 g de musculo de U. occidentalis y se colocd en un
microtubo de centrifuga de 1,5 ml, afiadiéndole 1 ml de
etanol al 95%.

Extraccion de ADN. Se realiz6 utilizando el pro-
tocolo de extraccion con bromuro de cetil trimetil amo-
nio (CTAB), tal como lo efectuaron acertadamente
otros investigadores en 2017 15 .

Figura 1. Sitios de muestreo de Ucides occidentalis en el manglar
de la region Tumbes (Pert). 1: Zarumilla, 2: El Algarrobo, 3: Isla
Matapalo, 4: El Jeli, 5: Isla El Tanque, 6: El Monteo, 7: La Chepa,
8: Corrales I y 9: Corrales I1.

Amplificacion del fragmento del gen COI (por
reaccion en cadena de la polimerasa, PCR). La ampli-
ficacion se llevo a cabo en un volumen de reaccion de
25 pl, conteniendo 16,75 ul de agua ultra pura, 2,50 ul
de buffer 10X PCR RXn (marca Invitrogen), 2,50 pl
de MgCl, 10 mM (marca Invitrogen), 0,50 ul de mix
10 mM de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs, mar-
ca Fermentas), 1,00 pl de albumina de suero bovino
(BSA), 0,50 pl de iniciador forward LCO1490 y 0,50
pl de iniciador reverse HCO2198 (ambos a 10 pMol/
ul, marca Fermentas), 0,25 pl de Taq polimerasa (5 U/
ul, marca Invitrogen) y 0,50 pl de la muestra de ADN.
La amplificacion se realizé en un termociclador (marca
Techne modelo FTC3102D) con pre desnaturalizacion a
95°C por 1 min, seguido de 40 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94°C por 30 s, hibridacion a 50°C
por 45 s y polimerizacion a 72°C por 1 min) seguido
de una etapa de polimerizacion final a 72°C por 7 min.

Secuenciacion del ADN. Cuarenta y cinco (45)
muestras de ADN amplificadas exitosamente fue-
ron enviadas para su secuenciamiento a Macrogen
(Maryland, USA), obteniéndose 42 secuencias.

Analisis de las secuencias nucleotidicas. Las 42
secuencias nucleotidicas fueron alineadas en el soft-
ware Mega version 5, y comparadas con dos secuen-
cias del fragmento del gen COI de U. occidentalis ob-
tenidas de Genbank (nimeros de acceso: JX524479 y
JX524480) para descartar nucleotidos no confiables en
las secuencias investigadas, después de lo cual la longi-
tud de las secuencias se redujo a 543 pb. Las secuencias
depuradas fueron depositadas en GenBank, (ntimeros
de acceso: JX564556 - 1X564597).

Analisis de la diversidad genética y la estructura
genética poblacional. Las secuencias fueron analiza-
das con los software Mega 5 y DnaSP 5, para determi-
nar la composicion nucleotidica, el nimero de haploti-
pos (Nh), la diversidad de haplotipos (h) y la diversidad
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nucléotida (). Con GenAlex 6 se obtuvo la matriz de
distancia genética de Nei, se evalud el nivel de estruc-
tura genética poblacional usando analisis molecular de
varianza (AMOVA) y la correlacion entre distancias
genéticas y geograficas mediante el test de Mantel.

RESULTADOS

Diversidad genética poblacional. La diversidad
genética de U. occidentalis fue alta (Tabla 1), segun lo
indica su numero de haplotipos: 30 en 42 individuos.
Tres haplotipos (Hap2, Hap3 y Hap5) estuvieron pre-
sentes simultaneamente en las tres zonas de estudio
(Zarumilla, Tumbes y Corrales), dos lo estuvieron en
dos zonas (Hap6 en Zarumilla y Corrales, y Hap9 en
Puerto Pizarro y Corrales).

Los 25 haplotipos restantes se hallaron distribuidos
en una sola zona. La frecuencia de haplotipos vario en-
tre 2,38% para los menos frecuentes, y 14,29% para el
mas frecuente (Hap3) hallado en seis individuos de los
42 muestreados. El promedio de diferencias nucleoti-
das fue de 4,396 nucledtidos en la secuencia de 543 pb
y la diversidad nucléotida (m) fue de 0,00810.

La distancia genética fue baja y vari6 entre 0,001 a
0,005 (descartando las distancias dentro de la misma
estacion de muestreo). La mayor distancia genética se
dio entre la estacion de muestreo de El Jeli y la estacion
del estero Corrales (Tabla 2).

Estructura genética poblacional. El AMOVA
mostro que la variabilidad genética se debi6 en un 96%
a las variaciones genéticas de los individuos dentro de
las poblaciones y en un 4% a la variacion entre pobla-
ciones. El test de Mantel presentd un coeficiente de
correlacion de Pearson casi igual a cero (r = -0,032),
indicando la inexistencia de una correlacion entre la
distancia geografica y la distancia genética evaluada.

DISCUSION

La diversidad genética de U. occidentalis fue alta,
lo que se expresa a través de un elevado numero de ha-
plotipos (30 de 42) y la existencia de polimorfismo, pues
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Tabla 1. Frecuencia absoluta (N°) y porcentual (%) de
haplotipos del gen COI en Ucides occidentalis segin
zona de muestreo en los manglares de Tumbes, Peru.

zona norte zona centro zZona sur

Zarumilla Puerto Pizarro  Corrales total

N % N° % N° % N° %

Hapl 0 000 O 000 1 769 1 238
Hap2 1 588 1 833 1 769 3 714
Hap3 1 588 2 16,67 3 23,08 6 1429
Hap4 0 000 O 000 1 769 1 238
Hap5 1 58 1 833 1 769 3 7,14
Hap6 1 588 0 000 1 769 2 4776
Hap7 0 000 O 000 1 769 1 238
Hap8 0 000 O 000 2 1538 2 476
Hap9 0 000 1 833 1 769 2 476
Hap10 0 000 O 000 1 769 1 238
Hapl1 0 000 1 833 0 000 1 238
Hap12 0 000 1 833 0 000 1 238
Hap13 0 000 1 833 0 000 1 238
Hap14 0 000 1 833 0 000 1 238
Hapl5 0 000 1 833 0 000 1 238
Hapl6 0 000 1 833 0 000 1 238
Hap17 0 000 1 833 0 000 1 238
Hapl8 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap19 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap20 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap21 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap22 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap23 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap24 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap25 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap26 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap27 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap28 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap29 1 58 0 000 O 000 1 238
Hap30 1 58 0 000 O 000 1 238
total 17 100 12 100 13 100 42 100

Tabla 2. Matriz de distancia genética de Nei segun zona y estacion de muestreo en Ucides occidentalis en el

manglar de Tumbes, Peru.

zona norte (Zarumilla)

zona centro (Pizarro)

zona sur (Corrales)

estacion
b Muapalo Zowemila F New U Con o gon Gl G
0,000 El Algarrobo
0,001 0,000 Isla Matapalo
0,002 0,002 0,000 Zarumilla
0,002 0,001 0,002 0,000 El Jeli
0,003 0,001 0,002 0,003 0,000 El Monteo
0,003 0,001 0,001 0,002 0,002 0,000 Isla El Tanque
0,002 0,001 0,001 0,005 0,001 0,001 0,000 Corrales I
0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,000 Corrales II
0,002 0,001 0,002 0,002 0,001 0,002 0,003 0,001 0,000 La Chepa
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el haplotipo mas frecuente (Hap3) tuvo una frecuencia
menor al 95% 2 . El polimorfismo es frecuente en el
gen COL: se ha reportado en varios crustaceos, entre
ellos los cangrejos Eriocheir sinensis * , Procambarus
clarkii 2 'y Scylla paramamosain " . También ha sido
reportado en U. cordatus '° en el cual el haplotipo mas
frecuente tuvo una frecuencia de 15,7%, que es bastan-
te similar a la hallada en esta investigacion. La razon
de este polimorfismo es que al ser un gen mitocondrial
tiene alta tasa de mutacion 3 con lo que es probable un
alto nimero de haplotipos.

U. occidentalis tuvo una diversidad de haplotipos:
Hd = 0,9721, lo que también indica una alta diversidad.
En varios crustaceos se ha observado un alto indice de
diversidad de haplotipos cuando se evalua el gen COL.
Asi, en el cangrejo del fango (Scilla paramamosain) se
ha reportado Hd entre 0,625 y 0,914 ' ; en el camaron
de rio (Macrobrachium amazonicum) de 0,8488 2y en
U. cordatus de 0,97 '°, siendo esta Gltima muy similar
a la encontrada para U. occidentalis tal vez por tratarse
de especies del mismo género.

La diversidad nucléotida (r) para el gen COI de U.
occidentalis fue de 0,00810 (0,8%); otros investiga-
dores también han hallado valores similares en otros
crustaceos, como en los cangrejos Austropotamobius
pallipes y A. torrentium con valores de 0,001 a 0,034 ' |
en el cangrejo Scylla paramamosain con 0,001 a
0,003 * | en el camarén Macrobrachium amazonicum
con 0,0005 a 0,0242 22 | asi como en U. cordatus con
0,0063 a 0,0065 '° . Esto muestra que la alta diversi-
dad nucledtida de U. occidentalis es una caracteristica
compartida con otros crustaceos.

La estructura genética poblacional de U. occiden-
talis fue muy baja, del 100% de la variabilidad genéti-
ca, 96% se da intra poblaciones y solo 4% inter pobla-
ciones, lo que indica que las poblaciones en las zonas
estudiadas son bastante similares. Este resultado es
semejante al hallado en U. cordatus al usar microsaté-
lites * (92,2% de variabilidad intra poblacional y sélo
7,8% inter poblacional), asi como usando el gen COI 1
(97,44% de variabilidad intra poblacional y 2,56% inter
poblacional).

El analisis de Mantel realizado a U. occidentalis
mostroé que la distancia genética no tiene correlacion
con la distancia geografica. Estudios con U. corda-
tus * %1% han concluido que en dicha especie tampoco
existe correlacion, incluso poblaciones de U. cordatus
distantes mas de 4500 km y separadas por la desem-
bocadura del rio Amazonas (que podria suponer una
barrera geografica importante) se mostraron genética-
mente similares '¢.

La baja estructuracion genética poblacional obser-
vada en U. occidentalis se justifica por que al igual que
U. cordatus tiene un alto flujo génico que se desarrolla
por la eficiente dispersion larval, pues los estadios pos-
teriores a Zoea II salen a mar abierto ' permaneciendo
alli por 20 a 69 dias, tiempo en que las larvas pueden ser
trasportadas por las corrientes varios miles de kilome-
tros, permitiendo el intercambio efectivo de genes * 6.

La alta diversidad genética y la baja estructuracion
genética poblacional de U. occidentalis en los mangla-
res de Tumbes (Peru), indican que el repoblamiento del
mismo en el manglar tumbesino es posible utilizando
un stock de reproductores no muy elevado al contarse
con una poblacion con alta diversidad genética '® .

El esfuerzo de recolectar el stock de reproductores
depende de la estructura genética poblacional: si es alta,
la seleccion de reproductores se dara en cada una de las
subpoblaciones para conservar los alelos exclusivos de
cada una de ellas; si es baja la seleccion puede realizar-
se considerandose una poblacion unica '® .

Por ello, un futuro repoblamiento de U. occidenta-
lis en el manglar de Tumbes, se podria realizar utilizan-
do una cantidad baja de reproductores recolectados en
pocas zonas del manglar.
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