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RESUMEN

El langostino argentino (Pleoticus muelleri) se distribuye a lo largo de las costas del Océano
Atlantico Sudoccidental, entre los 20° y 50° de Latitud S. En Argentina constituye en la
actualidad uno de los recursos de mayor importancia para la actividad pesquera. El elevado
valor comercial de este crustaceo en los mercados internacionales lo ha situado como uno de
los principales productos de exportacion pesquera argentina, representando una participacion
del 61% del total de exportaciones del sector, con un ingreso anual superior a los 1.200
millones de dolares estadounidenses.

En la actualidad, se dispone para la especie de un estudio genético restringido a la zona sur de
su distribucion (entre los 42 y 47° de latitud S) y que analiza la diversidad de un segmento de
ADN mitocondrial del gen COl, y otro que estudia la variabilidad genética del langostino P.
muelleri en toda su area de distribucion geogréafica mediante el analisis de un fragmento de
ADN mitocondrial correspondiente al gen region control (CR).

Este trabajo tiene como objetivo evaluar marcadores moleculares microsatélites como
informacidn de base para el estudio poblacional en el langostino argentino.

A partir de bibliografia se seleccionaron cuatro (4) primers que permitieron amplificar
microsatélites en otras especies de la misma familia (Solenoceridae).

Solo se han obtenidos resultados de amplificacion a partir de un par de iniciadores (ZG-71).
La secuenciacion de estos fragmentos no permitié detectar la conservacién de los
microsatélites esperados para el desarrollo del marcador especifico.

Palabras clave: crustaceo, genética poblacional, microsatélite, recurso pesquero.

ABSTRACT

The Argentine shrimp (Pleoticus muelleri) is distributed along the coasts of the South West
Atlantic Ocean, between 20° and 50° of Latitude S. In Argentina, it is currently one of the
most important resources for fishing activity. The high commercial value of this crustacean in
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the international markets has placed it as one of the main export products of Argentina,
representing a participation of 61% of the total exports of the sector, with an annual income of
more than 1,200 million US Dollars.

Currently, a restricted genetic study is available for the species to the south of its distribution
(between 42 and 47° latitude S) and it analyzes the diversity of a mitochondrial DNA segment
of the COI gene, and another that studies the genetic variability of P. muelleri shrimp
throughout its geographic range by analyzing a fragment of mitochondrial DNA
corresponding to the control region (CR) gene.

The objective of this work is to evaluate microsatellite molecular markers as basic
information for the population study of Argentine shrimp.

From the bibliography, four (4) primers were selected that allowed to amplify microsatellites
in other species of the same family (Solenoceridae).

Only amplification results have been obtained from a pair of primers (ZG-71). The
sequencing of these fragments did not allow to detect the conservation of the microsatellites
expected for the development of the specific marker.

Keywords: crustacean, population genetics, microsatellite, fishery resource.

1. INTRODUCCION

El langostino argentino Pleoticus muelleri (Bate, 1888) se distribuye a lo largo de las costas
del Océano Atlantico desde Espiritu Santo, Brasil (20° S), hasta las costas de Santa Cruz,
Argentina (50° S) (Boschi et al., 1992). Es sin dudas uno de los recursos de mayor
importancia para la historia del desarrollo de la actividad pesquera en Argentina. En la década
de 1980 la actividad inicia en Patagonia y a partir de la década de 1990 el 96% del
desembarque declarado de esta especie proviene de dicha pesqueria. Su elevado valor
comercial en los mercados internacionales lo ha situado como uno de los principales
productos de exportacion pesquera argentina, representando para el afio 2017 el 61% del total
de exportaciones del sector, y un ingreso anual superior a los 1.200 millones de dolares
estadounidenses (DEP-SPyA, 2018).

Junto con el desarrollo de la pesqueria se da inicio a la investigacion del recurso y en el afio
1984 la provincia de Santa Cruz establece la primera zona de veda total en Mazarredo al sur
del Golfo San Jorge, para proteger los fondos de cria y crecimiento de langostino. En el afio
1988 las provincias de Chubut y Santa Cruz firman un Convenio de Administracion Conjunta
declarando al Golfo San Jorge como una unidad bioldgica y econdmica para la explotacion
del recurso langostino, y en la década de 1990 la Subsecretaria de Pesca de Santa Cruz
establecio un sistema de manejo adaptativo, mediante el empleo de areas de veda dindmicas
con el objetivo de evitar la sobrepesca del crecimiento. Las capturas anuales de langostino
presentan importantes variaciones en sus nameros, con minimos en los afios 1987, 1995 y
2005 (Fischbach et al., 2006). A partir del afio 2008, con una captura total anual de 47.400 t,
la actividad comienza a concentrar su capacidad pesquera en aguas de jurisdiccion nacional y
se inicia un proceso de reduccion del esfuerzo pesquero en aguas del Golfo San Jorge. De ahi
en mas, las capturas totales se incrementan anualmente de manera sostenida, hasta alcanzar en
el afio 2017 un total de 241.500t (MINAGRI, 2018).

La caracterizacion de la estructura genética poblacional es particularmente importante para el
manejo y conservacion de especies de importancia ecolégica y con potencial pesquero
(McMillen-Jackson et al., 1994). En el ambiente marino, el flujo génico o movimiento de
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genes entre poblaciones ocurre a través de la dispersion de larvas y adultos (Slatkin, 1985). En
especies pelagicas y demersales se ha encontrado una débil estructuracién genética
poblacional, incluso a través de grandes distancias geogréaficas (Ward et al., 1994). En el caso
del langostino, los huevos se liberan al mar y tienden a ser bentdnicos, pero las larvas son
planctonicas, y su posicion en la columna de agua varia segun la luminosidad, turbulencia y
transparencia (Boschi, 1989). Cuando las barreras para la migracion son inexistentes, especies
con alta capacidad de dispersion y tamafios poblacionales grandes, podrian representar
idealmente una Unica poblacion genéticamente homogénea (panmictica) con un alto flujo
genético (Machado Schiaffino et al., 2011; Palumbi, 1994). Sin embargo, Machado Schiaffino
y colaboradores (2011) menciona que organismos con gran capacidad de dispersion, pueden
exhibir una estructura genética poblacional determinada por el ambiente o por la historia de
vida de la especie. El anlisis de la estructura genética poblacional constituye una herramienta
importante en el manejo de invertebrados marinos bajo explotacion (Thorpe et al., 2000), y su
identificacion puede requerir modificar las estrategias de manejo.

Varias especies de crustaceos peneidos sostienen pesquerias de importancia a nivel mundial,
por lo que la mayoria de los estudios genéticos publicados sobre este grupo buscan determinar
estructuras de stock pesquero (Benzie, 2000). La poca variabilidad registrada mediante
estudios que analizaron la estructura geografica de las poblaciones mediante alozimas
(Hedgecock et al., 1982), sumado al creciente interés en la acuicultura de camarones peneidos
ha llevado al desarrollo de estudios de marcadores de ADN con mayor variabilidad, tales
como mitocondrial (ADNmt) y microsatélites (Stepien y Kocher, 1997). Los resultados
obtenidos en poblaciones de Penaeus monodon de Australia del Oeste a partir de alozimas
(Benzie et al., 1992), ADNmt (Benzie et al., 2002) y microsatélites (Broker et al.,1999) han
permitido demostrar que son significativamente diferentes de otras poblaciones de Australia.
Los datos de ADNmt sugieren ademas que la poblacion de Australia occidental es diferente
de las poblaciones de Indonesia (Benzie et al., 2002).

En los estudios de diversidad genética, los marcadores mas utilizados son los microsatélites o
secuencias simples repetidas (SSRs; FAO, 2010). Se caracterizan por ser altamente
polimérficos en cuanto a su longitud: por lo tanto, son regiones adecuadas para usarse como
marcadores moleculares a nivel poblacional (Zane et al., 2002). Sin embargo, su utilizacion es
a veces compleja debido a la dificultad de desarrollarlos de novo para la especie en estudio, ya
que el procedimiento convencional resulta muy laborioso y costoso (Malausa et al., 2011).

Existen pocos estudios genéticos realizados sobre P. muelleri. Las primeras secuenciaciones
de ADN se efectuaron con el objetivo de identificar especies de crustaceos en alimentos; se
utilizaron secuencias parciales de ADNmt como herramienta de autenticidad alimentaria
(Calo-Mata et al., 2009). De Carli (2012), realiz6 un estudio de distribucion de la variabilidad
genética para esta especie pero fue insuficiente para poner a prueba la existencia de
estructuracion genética, ya que solo se investigoé para una region del gen citocromo oxidasa
subunidad I (COI) de individuos pertenecientes a localidades en el extremo sur de su rango de
distribucion. Posterior a ello, Marcucci y colaboradores (2017), analizé la variabilidad
genética del langostino P. muelleri en toda su area de distribucion geografica mediante el
analisis de un fragmento de ADN mitocondrial correspondiente a la regién control (CR). Los
indices analizados indicaron que P. muelleri es una gran poblacion panmictica con un alto
grado de flujo génico. Sin embargo no haber detectado una clara estructuracién genética con
el marcador analizado no implicaria necesariamente que fuera inexistente, por lo que propone
corroborar los resultados obtenidos y poner a prueba la existencia de diferencias entre los
sitios geograficos propuestos analizando marcadores moleculares como lo microsatélites,
dado que con ellos ha sido posible evidenciar la existencia de una estructura genética en las
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poblaciones de otras especies de peneidos, cuando su analisis mediante otros marcadores no
permitia detectarlo (Liu et al., 2004).

Este trabajo tiene como objetivo evaluar marcadores moleculares microsatélites que permitan
aportar conocimiento de base para el estudio poblacional en el langostino argentino, que sea
de utilidad para disefiar estrategias de manejo sustentable y conservacion.

2. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realiz6 a partir de material disponible en la coleccion de tejido del laboratorio
de Genetica Pesquera de la Universidad Nacional de la Patagonia Austral. La coleccion se
compone de tejido muscular conservado en etanol (96%) proveniente de capturas comerciales
obtenidas del golfo San Jorge, litoral de Rawson, golfo San Matias, litoral de Uruguay y
Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina y Rio de Janeiro).

Se extrajo el ADN total (ADNt) de individuos provenientes de cada localidad. Para ello se
utiliz6 el método de extraccion salina propuesto por Aljanabi y Martinez (1997) con
modificaciones.

Se seleccionaron cuatro (4) iniciadores (ZG-29, ZG-66, ZG-71 y ZG-85; ver Tabla 1) que
permitieron amplificar microsatélites en otras especies de la misma familia (Solenoceridae) y
cuyos accesos en GenBank son JQ954752, JQ954738, JQ954740 y JQ954742 (Liu et al.
2012). La reaccion en cadena de la polimerasa se llevd a cabo en un termociclador
MultiGene™ OptiMax (LabNet). La reaccion de amplificacion se prepar6 a volumen final de
20 pl, conteniendo Taq polimerasa (1U, PBL), MgCl;, (1,5 mM), buffer para PCR (1X), dNTP
(0,2 mM), 2 primers (0,2 uM), extracto de ADNt (1 ng) y agua ultrapura. El protocolo de
ciclado se presenta en la Tabla 1 para cada primer.

Tabla 1 - Primers y condiciones de PCR (Liu et al., 2012).
Motivode  Tm

Primer Secuencia .. o Protocolo de Ciclado
repeticion  (°C)
F: GATATGGCGGTTGAGTGA
ZG29 R: (AC)17
TACGTGGTTTATGTTGCTTA 5 min a 94°C
F: TTCCATCCTATTTCTACTG
ZG66 R: (AC)14 55 45seg. a 94°C
ATAAGACGTTTACCTACAT 45segaTm 35
F: ciclos
ZG85 AATGACAACTCTACAGGCTA (TG)s:...(GT)s 45 seg. a 72°C
R: TCAATTCCAAGTGAATGC
F: 10 mina 72°C
7G71 AAAGGCTGAQATCAAGAAG (CA1 45
GAGGAAGAATGAGCGTTAG

Se realizé la optimizacion del protocolo de PCR mediante ensayo de gradiente térmico y
concentracion de cloruro de magnesio.

Los productos de la amplificacién se purificaron mediante kit de columnas (BIONER) en un
volumen final de recuperacion de 30 pl. La secuenciacion de los productos de amplificacion
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purificados se realiz6 mediante secuenciacion automatica empleando los primers ZG71-F y
ZG71-R (Macrogen Inc. Korea).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas en BioEdit version 7.0. (Hall, 1999), Clustal W
version 2.0 (Thompson et al., 1994). Luego de ello estas secuencias fueron analizadas
mediante Blastn para su verificacion (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi).

3. RESULTADOS

La extraccion de ADN mediante el método de extraccion salina propuesto por Aljanabi y
Martinez (1997) dio resultados positivos.

Como resultado de la amplificacion de ADN de langostino Pleoticus muelleri con los
cebadores de la Tablal (Liu et al., 2012) se obtuvieron productos amplificados solo con el
par de primers correspondientes a ZG-71. Al realizar el gradiente de temperatura se determino
42,9°C, como la temperatura optima (Figura 1). La concentracion de MgCl, en la que el
sistema funcion6 mejor fue a de 1,5 M a una temperatura de 43°C (Figura 2).

-E == =3 Es ES =S E7 i ==-3 ES o

Ec
“<0.1°C 41 4C 42 9°C aa 3°C 4S5 0 C 468 3 C a7 aCcC 48 4 C 45 0°C =<0 . 1°C

Figura 1 - Electroforesis Agarosa 3%, 75V, 90min. PCR de gradiente (ZG71 F/R). Extraccion salina. (MP:
marcador de peso Ladder de masa precision, de 2000 pb a 100 pb.).

Figura 2 - Electroforesis Agarosa 3%, 75V, 90min. PCR de gradiente con ZG71 F/R. (T1: 41°C; T2: 43°C; MP:
marcador de peso Ladder de masa precision; MP 50pb: marcador de peso. Mix 1: reaccion de amplificacion con
concentraciones de 1,5 M de MgCl, Mix 2: reaccién de amplificacién con concentraciones de 2 M de MgCl,.
Mix 3: reaccién de amplificacion con concentraciones de 2,5 M de MgCl,. Mix 4: reaccion de amplificacion con
concentraciones de 3 M de MgCl,).

El resultado de la amplificacion obtenido podria corresponder a un individuo heterocigota
para el marcador, con registros de aproximadamente 400 pb y 200 pb, o bien a una
hibridacién inespecifica de los primers (Figura 1y 2).
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De la edicion de las secuencias forward y reverse se obtuvo un fragmento de 334 pb de buena
calidad sin incluir ningin gap, que pudo alinearse con el par de primers desarrollados para S.
crassicornis y correspondientes al segmento ZG-71. Sin embargo el segmento obtenido no
contiene la serie de repeticiones (CA) que se esperaba encontrar. El anélisis mediante Blastn
de la secuencia obtenida no permitio corroborar su identidad.

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La utilizacion de marcadores microsatélites es a veces compleja y el procedimiento
convencional resulta muy laborioso y costoso (Malausa et al., 2011). En este trabajo se
pretendio en principio identificar marcadores microsatélites para P. muelleri de una manera
econdmica, a partir de otros desarrollados en especies filogenéticamente emparentadas
(Solenocera crassicornis). A pesar de haberse encontrado un par de primers que permitieron
obtener un producto de amplificacion, no fue posible detectar el microsatélite con el motivo
de repeticion deseado (CA) en la secuencia, por lo que se puede concluir que este primer no
es de utilidad para los fines propuestos.

Ante estos resultados, se considera utilizar a futuro nuevas técnicas de secuenciacion masiva
(NGS) que permitan desarrollar nuevos primers para el aislamiento de microsatélites (Ekblom
y Galindo, 2011; Malausa et al., 2011). La amplificacién de los microsatélites se llevaria a
cabo a partir de los cebadores disefiados desde secuencias de 5-10 individuos provenientes de
distintas poblaciones de langostino alejadas geograficamente.

Estas técnicas de secuenciacion masiva ya han sido utilizadas con éxito en otras especies de
crustaceos. Perina y colaboradores (2016) desarrollé y caracterizO marcadores microsatélite
en el camaron Palaemon serratus, y luego Gonzélez Castellano (2016) utiliza éstos para ser
tomados como punto de partida para el desarrollo de microsatélites de Palaemon elegans
(Rathke, 1837). Por otro lado, Diaz Cabrera y colaboradores (2017), utilizaron la técnica NGS
como herramienta para estudiar al crustdceo Panulirus pascuensis y obtuvo un total de 16
marcadores microsatélites a partir de 18 individuos, 9 de los cuales eran polimorficos, con el
objetivo de aportar informacion de base que permitiera a futuro estudiar patrones de
migracion, estructura de la poblacion y la diversidad genética de la especie en cuestion,
permitiendo disefiar e implementar un adecuado manejo de la industria pesquera.
Recientemente, con el avance de las tecnologias NGS y considerando que los marcadores
microsatélites son herramientas efectivas para estudiar conectividad demogréafica y detectar
estructura geografica de diversas especies marinas, Paz Garcia y colaboradores (2017) ha
reportado los primeros 32 microsatélites aislados de novo, que se amplificaron y
genotipificaron con éxito para Lutjanus peru, también a partir de analisis de resultados de
NGS.

Se espera que el andlisis con marcadores microsatélites permita avanzar en el estudio del
langostino P. muelleri a fin de evaluar si es posible identificar subpoblaciones genéticas, del
mismo modo que ha sido determinado para otras especies marinas (Liu et al., 2004).
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