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RESUMBGSN

Se rairizd un estudio electrotorético del sistema isocenzimatico
correspondiente a las esterasas'en las poblacicnes de "Tilapia
mossambica y T. hornorum asi como de sus hibridos, gque son cul
tivadas en las piscifactorfas de Zzacatepec y k1l Rodeo en el es
tado ae Morelos, con el tin de encontrar un maxcador genédtico-—
que nos sirva de base en la identificacifn y manejo adecuado -
de las especies parentales. '

Las enzimas rueron obtenidas de un extracto proveniente de la
mucosa superfaicial dél pez. Los patrones electrotor&ticos ob-
tenidos muestran la presencia de tres esterasas que correspon
den a tres loci los cuales muestran variacién en las frecuencias
de sus bandas.

-

ABSTRACT

Electrophoretic separation of esterases of the species Tilapia
mossambica and T. hornorum, as well as those of tne hybraid, -
cultured in the fish farms Zacatepec and EL Rodeo of tné state
of Morelos, M&xico, were carried out, searching for a genetic-
marker that enabled its 1dentification‘and.management.

Samples were obtained from the mucus surface of live tish.
Three esterases loci were resolved in each one of the popula--
tions and specific electrophoretic patterns were obtained for
every one of the studied species, showing some. variation in =
the pands frequencies.



INTRODUCCION :

Dentro de la vasta historia del hombrg una de las activi-
dades con mayor antigliedad ha sido sin lugar a dudas la pisci-~
cultura, ya qgue se conocif y se practicd aproximadamente desde
el afo 575 a. de C. en China. Existen datos gue indican que en
M&xico, Netzahualcoyotl, y mds tarde Moctezuma, poseian ‘varios
estanques gue contenian peces destipados a la aliﬁentacién de_
aves acuidticas (Sevilla, 1981). Esta larga tradicién cultural_
ha permitidd que en los tiempos actuales, las técnicas de acui
_cultura, se encuentren en un activo desarrollo, aagemds que el_.
ndmero de especies cultivadas en el mundo tiende a incrementayr
se constanteménte.

La acui&ultura es una serie de técnicas fundamentadas en_
gran parte en la qulogia, en la cual se busca el_mejor aprove
chamiento de los recursos con el f£in de incrementar la produc-
tividad de lds sistemas acudticos, ademds de contribufr a la -
consexrvacidén de la productividad en los suelos.

‘ Asf pués, la acuicultura es una actividad de gran impor--
fancia para el hombre en la medida gue constituye una manera -
de aprovechamiento de los recursos hidrdulicos, los cuales si_
son adecuadamente controlédos, generan una serie de benefi----
cios, tales como la produccién de alimentos, la creacifn de 4di
versas fuentes de trabajo y fundamentan una mayor diversifica-

cién de la economfa del pais.



El reciente desarrollo del pafs, asf como los innumerables
problemas que se presentan con motive de dicho desarrollo, - -
hacen imprescindible la bdsqueda de una pronta solucifn al pro-
blema alimentarioc. Con esta finalidad se ha recurrido a la acui
cultura, la cual puede contribufr a la solucién de dichos pro--
blemas mediante t&cnicas eficaces de produccién de protefnas a_
corto plazo, de facil manejo y sobre todo de bajo costo. Con -
tal objeto, se han creado en distintas partes del pafs numero—--—
sas piscifactorias dedicadas al cultivo de especies de importan
cia econémica asi como de gran potencial alimenticio tales co—-
mo: la Carpa, Trucha, Mojarra, Bagre, Charal, etc...

Con tal motiveo se introdujeron en 1964 a Mé&xico para fines
alimenticios, especies de Tilapia (Arredondo, 1964),'débido a -
sus caracterfsticas reﬁroductivas, a su amplio rango de adapta-
cién a numerosos habhitats y debido a su alto contenido protefco
(Vvera, 1985), ademds de su gran aceptacifén en el mercado. Por -
ello se han establecido importantes centros piscfcolas dedica—-
dos al cultivo de estas especies como los de Temazcal en Oaxa—-—
ca, Tezontepec en Hidalgo, ¥ en el Estado de Morelos las de Za-
Eatepec v El Rodeo.

La hibridacidn gue se di6 entre las especies de Tilapia in
troducidas a Mé&xico, dificulté la identificaci®6n de crfas, e -
hizo necesarioc el desarrollo de un mé&todo eficaz para lograr -

identificar facilmente los organismos destinados a la produc—--



cifn de peces de talla comercial ya que los caracteres merfsti-
cos resultaron insuficientes para su identificacién. Sin embar-
go existen métodos mis eficientes que nos permiten establecer -
diferencias a un nivel mis especffico entre los individuos mues
treados tales como la citogen&tica y la bioquimica sistemitica.

Dentro del campo de la biogufmica sistemitica encontramos_
distintos métodos de.separacidén de protefnas basados en las di-
ferencias en la carga eléctrica de las mismas, tales como la =--
eleétrofbresis Y el electroenfoque los cuales ofrecen ventajas_
adicionales de separar las proteinas por su tamafio molecular.

La sgparacidn de protefnas en base a su carga eléctrica es
dependiente de sus propiedades &cido-~bisicas, determinadas por_
el ntGmero y los tipés de grupos R ionizables en sus cadenas de_

-aminodcidos, lo cual les confiere una carga eléctrica determina
da por el pH en el que sSe encuentren, situacién gque hace ﬁosi——
ble separarlas al aplicar un campo elé&ctrico.

La electroforesis es una técnica que nos ofrece un m&todo_
accesible para'el estudio de los sistemas protefinicos de los se
res vivos y de esta manera permite establecer patrones electro-
foréticos que nos faciliten la visualizacién de las variaciones.
existentes entre las difefentes especies de organismos, debido_
a que las protefnas son el producto de la expresién de los ge--—
nes en el sistema hereditario de los organismos.

" Tales variaciones son el resultado de la evolucién de los_



seres vivos, la cual es un reflejo de las modificaciones sufri
das por el organismo en el material gendtico, yva sea a nivel -
cromosdémico o a nivel molecular influfdos por el ambiente dan-
do como resultado diferencias morfofisiol6gicas a nivel pobla-
cional, lo gue nos permite ubicar la gran diversidad de espe-—
cies a trav&s de la sistemitica.

En el estudio de la variacidn determinada por electrofore
sis se ha introducido un método alternativo consistente en la_
evaluacién de variacifbn de sistemas enzimfticos, yYa que esta -
pPuede expresarse a través de las alteraciones en la actividad_
vy movilidad enzimdtica como resultado de alguna mutacién en --—
donde no se producen cambios aparentes en la accién del produg
to del gen (Shaw, 1965).

Los m&todos utilizados dentro de la genética biogufimica -
son de gran importancia en lo que se refiere al estudio de las
variaciones gepéticas a nivel protefico pués de acuerdo con - -
Utter y colaboradores (1974), ofrecen la ventaja de utilizar -
datos simples para formular interpretaciones genéticas de gran
valor en estudiocs de cultivo de especies, debido a gue es posi
ble obtener datos de variaciones alélicas resultantes de la ex
presifn codominante de un locus determinado en un gel, es de--
cir, cada uno de los alelos es expresado como una simple banda
cbrrespondiente a una‘proteina.

Dichas interpretaciones nos ofrecen la posibilidad de rea
lizar cruzas entre individuos caracterizados genéticamente, -

[ P



con la finalidad de obtener individuos con caracteristicas ge-
neticamente mejoradas y de un gran valor econSmico dentro de -
la acuicultura.

Asf mismo, a partir de interpretaciones electroforéticas_
es factible la elaboracifn de modelos genéticos en los organisg
mos, los cuales nos ofrecen la posibilidad de estudio en las -
variaciones intra e interespecificas con las cuales se puede -
inferir en el estudio de las poblaciones de individuos.

‘ En dltima instancia, los m&todos electroforé&ticos son una
herramienta de gran utitidad en la resolucién de problemas ta-
xondmicos ¥y evolutivos asf como en la identificacién de espe-—-
cies pérentales destinadas a la acuicultura, lo gue aunado a =
la simpliciaad Yy sensibilidad de estas técnicas en el estudio_
de la Qariacidn genética a travé&s de las protefnas, hace de es
te método una de las herramientas auxiliares fundamentales en_

el manejo de las especies dentro de la acuicultura.



ANTECEDENTES:

El grupo de las tilapias pertenece a la £familia Cichlidae,
que‘comprende aproximadamente 600 especies de agua dulce. La fa
milia se encuentra ampliamente distribufda en el continente = -
Africano, Asia Menor, Centro y Sudamérica e igualmente en algu-
nas partes de la India y Ceylan.

Segln Chimits (1955), las tilapias son originarias de Afri
ca y también abarcan el norte de Israel ¥y la regidn de Jordan -
dentro de su distribucifn natural. Su expansifn a distintas par
tes del mundo hecha por el hombre, comen;d a finales de 1939. -
Actualmente se encuentran ampliamente distribufdas en Amé&rica -

siendo Tilapia mossambica una de las principales especies intro

ducidas a otros paises b4 continentes.

La situacifn taxondSmica actual de las tilapias es de gran__
complejidad, debido a que se carece de un criterio confiable pa
ra la ubicacién de las diferentes especies, puesto que los orga
.nismos de este grupo presentan grandes semejanzas en su morfolg
éia. De esta manera se ha r®rurrido con frecuencia a los conoci
mientos sobre la biologfa de la conducta de estos peces, con el
fin de tratar de ubicarlos con base a diferencias en la crianza
e incubacién de sus huevos \(McAndrew 1983c), asf como en sus hi
bitos alimenticios.

Asf, diversos autores han propuesto la subdivisién del gé-

nero Tilapia propuesto por Regan en 1920. En esta forma Trewa-—-—
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vas (1982, citade por McAndrew 1Y83c) divide a este grupo en -

tre gé€neros diferentes: Tilapia, para los incubadores de sus-—--

trato, sarotherodon para los incubadores bucales tanto paterna
les como maternales y QOreochromis, para aguellos gque presentan
incubacidn bucal maternal Gnicamente.

En contraste Peters y Berns (1982), apoyan el criterio -
propuestc por Regan,‘argumentando que los incubadores de sus--—
trato sufrieron ramificaciones que dieron lugar posteriormente
a los incubadores bucales, por lo que el nombre genérico para_
estos organismos debe ser el de Tilapia.

Con fines pré&cticos, en el transcurso de este Trabajo se_-

hard referencia a este grupo con el nombre genérico de Tilapia

Caracteristicas Generales de las Tilépias:

En general las tilapias presentan cuerpo oblqngo comprimi
do lateralmente ¥y escamas ctenoides. Son érganismos de aguas -~
lénticas, someras, claras o turbias; prefieren aguas cdlidas -
de fondo lodoso y toleran altas salinidades, incluso m&s altas
gque las del agﬁ% de ﬁar. Su rango Gptlmo-de temperatura se en-
cuentra entre los 20°=-35°C para su reproduccién y crecimiento.
Se encuentran restringidas a la isoterma mundial de 20°C, aun-—
_que su temperatura letal mfinima esta entre los 8 y 10°C y la -
maxima entre los 38° ¥y 39°C.

Las tilapias pueden soportar concentraciones de oxigeno -

disuelto en el agua relativamente bajas. Son organismos euriha

$. . .



linos que alcanzan un mayor crecimiento en aguas salobres. Su
desarrollo Sptimo se da en un pH de 7-8 aungue son capaces de
resistir rangos de 5 a 1l.

son especies micrdfagas omnivoras, lo cual les confiere_
un cardcter de peces forrajeros. Las tilapias tienen preferen
cias planct6fagas aliment&ndose tambi&n de plantas supe;iores,
algas filamentosas, detritus vegetales y pueden ser alimenta-
das con cualquier tipo de alimento artificial o con desperdi-
cios de semillas. Por ello son consideradas como importantes_
transforamadores de desechos y subproductos.

En estado natural las tilapias maduran, sexualmente alre
dedor de los nueve meses, en relacién a la espécie. En estan-
ques alcanzan la maduracidn sexual en nueve semanas dependien
do de la temperatura y-de la especie. El nfmero de Svulos li-
berados es de aproximadamente 600 influenciado, al igual que_
en los casos anteriores por ¢l tamafio de la hembra y la espe-
cie. Pueden alcanzar tallas de 30-40 cm. alcanzando un peso -

corporal de 500 a 1000 gramos a los 10 u 11 meses.

IMPORTANCIA DE LAS TILAPIAS EN LA ACUICULTURA:

De acuerdo con los textos convencicnales sobre acuicultu
ra, entre los factores biol6Sgicos gque han de ser tomados en -
cuenta para el cultivo de una especie dada y para el mejor --
aprovechamiento del recurso, estin las condiciones ecolbgicas

v el ciclo biol6gico del pez que se desee cultivar.
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En cuanto a los factores ecolégicos bi&sicos que deben ser
tomados en cuenta tenemos: la distribucifén natural de la espe-—
cieq el habitat, asf como la informacién referente a los h&bi-
tos alimenticios, con la finalidad de analizar el aprovecha--—-
miento que pueden tener dichas especies al ser introducidas a_
un ecosistema gue ofrezca ventajas adaptativas para su cultivo

- Con respecto al conocimiento adecuado del ciclo bioldgico
de la especie en cuestifn, es necesaria informacién b&sica re-
ferente a su fecundidad; h&bitos reprdductivos, desarrollo'go—
nidico y comportamiento reproductivo asf como el tipo de incu-
bacién de los huevecillos a fin de poder analizar los recursos
con los que contamos y asf evaluar lag éosibilidades de incre-—

‘mento en la produccién. .

- Sin embargo, es importante tomar en cuenta la procedencia
dé la especie que se desea cultivar pues existe un debate so--—
bre la conveniencia e inconveniencia de transferir especies de
un pafis a otro, aunquevde acuerdo con Sevilla 11981),“}as espe
cies dulceacufcolas ya han alcanzado un alto grado dé dispér;;
sién geogrifica, como es el caso de la carpa, la trucha, la ti
lapjas, la lobina negra, etc., las cuales tienen éctualmente -
una distribucifn mundial.

Las tilapias presentan caracterfsticas de gran valor den-
tro de la acuicultura en relacién con los parfmetros antes men
cionados ya que, en cuanto a condiciones ecolSgicas estos orga

nismos presentan alta resistencia a condiciones adversas extre

. .
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mas y gran adaptabilidad a hibitos exclusivos de otras espe—-—
cies, asi como la capacidad de resistir bajas concentraciones
de oxfgeno disuelto en el agua.

Otro car&cter de no menor importancia es su tolerancia a
las temperaturas.extremas que aunada a su capacidad de resis-
tir un amplio rango de salinidad, incremenﬁa su capacidad pa-
ra adaptarse a diferentes habitats.

En lo que se refiere a su ciclo bicl6gico, apreciamos que
las tilapias presentan un gran potencial reproductivo debido a
que estos organismos alcanzan su maduracién sexual a muy tem—-
prana edad, caricter que a travé&s de un manejo adecuado puede_
ser aprovechado en el aumento de la produccifn.

En estos organismos existe la posibilidad de realizar cru
zas entre las diferentes especies dando como resultado peces -
con caracteristicas mejoradas provenientes de_la hibridaci&n -
de genotipos, obteniéndose individuos con mayor resistencia a_
condiciones adversas.

La evaluaci®én de las ventajas que ofrece el cultivo de ==
las tilapias hace patente el valor potencial de estos organis-
mos .con respecto a la producciﬁq de alimentos. De esta manera_
el cultivo de estas especies se ha extendido a diversas partes
.del mundo: en el continente Africano; en Asia, en paises como_
Israel, India, Japbn. En Europa, Alemania, Francia, URSS. En -
Norteamérica: E.E.U.U. (Lousiana, Florida, California, Alaba--
ma), en México. En Centroamérica (Nicaragua, Costa Rica) Cari- .

# . . .
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be (Cuba, Puerto Rico). Sudamerica (Colombia, PerdG, Brasil).

En M;xico, las tilapias fueron introducidas en el afo de —-
1964 con fines de cultivo. Actualmente se encuentran en la mayo
rfa de los cuerpos de agua en donde la temperatura les permite
su reproduccifn y crecimiento. Sevillar(1981) propone cuatro zo
nas piscficolas en nuestro pails indicando la zona c&dlida como la
.apropiada para el desarrollo y crecimiento de las tilapias don-
de la temperatura fluctda entre los 25° y 30°C. Esta zona abar-
ca casi toda la planicie costera y desde el nivel del mar hasta
los 900 mts. de altitud,

La introduccién de las Tilapias a nuestro pais ocurre en --
1964 (Rosas, 1976 tomado de Vera 1985), siendo T. mossambica, T
nilotica y T. meianogleura las cuales fueron procedentes de - -
Ausburn, Alabama'en U.S.A y depositadas en Temazcal Oaxaca.

Las tilapias pueden presentar una reproduccifn egcesi'va que
traelcomo resultado la produccidn de peces pequerfios de talla no
comércial debido a la presencia de hembras en 1la poblacién, lo_
cual desde el punto de vista de produccién, résulta incosﬁeable
puesto que éstas desaprovechan la energia suministrada por el -
alimento utiliz&ndola con fines reproductivos y no con fines de
crecimiento como es el caso de los machos. Esto incide en la --
disminucién de la importancia comercial de estos organismos de_
tal modo que la presencia de hembras aumenta considerablemente_
el potencial reproductivo del stock. Esta circunstancia aunada _

a la precocidad en la madurez sexual de estos organismos y a un

# . . -
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inadecuado control de los stocks, trae como resultado una repro-—
duceibn incontrolada en los estanques que reduce cualguier rendi
miento econdmice posible.

A rafz de la aparicién de este problema se ha recurrido,=-
al cruzamiento de especies genéticamente puras gque producen pro-
genie monosexual masculina. Esto es posible debido al sistema de
determinacitn sexual de estas especies, el cual parece estar com
puesto por una interaccibén entre factores autqsomicos vy a los =~
cromosomas sexuales, en donde la suma obtenida de dicha interac-—
cidn puede dar como resultado un genotipo masculino.

Las especies de tilapias mds utilizadas en distintas partes_
del mundo para realizar cruzamientos para la reéroduccién de hi-

dridos 100% machos tenemos: Tilapia aurea, Tilapia mossambica, -

Tilapia hornorum, Tilapia galilei, Tilapia nigra, Tilapia macro-

chir, Tilapia vulcani, Tilapia melanopleura, Tilapia rendalli y

Tilapia zilli.

En M&xico se introdujeron en el arno de 1980-1981 especies de
T. hornorum y T. mossambica &sta Gltima de una linea gen&tica al
bina con la finalidad de producir cultivos de hibridos 100% ma--—
chos resultantes de la cruza de estas dos especies.

Algunas de las cruzas en las gue existe informacidn de la ob
tencidn de cultivos monosexuales de tilapias 100% machos son:

100% . (Hicklin 1960)

Tilapia mossambica Q X Tilapia hornorum d

100% (Pruginin 1967

Tilapia nigra Q@ X Tilapia hornorum g

- - -
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T. nilotica QX T. variabilis & = 100% (Pruginin 1967)
T. nilotica QX T. macrochir o = 100% (Jalebert 1970)
T. nilotica Q X T. aurea Jd = 100% (Fishelson 1962)
T. mossambica g X T. macrochir 6%= 100% (McAndrew 1983b)
T. nigra Q X T. leucostica O = 95% (Pruginin 1967)

Sin embargo, para la obtencidén de estos fenotipos masculinos
es necesario realizar las cruzas a partir de especies puras y de
bido a la carencia de un m&todo de control de &stas, ha existido
) infiLﬁracién de genotipos de otras especies, lo gque ha creado un
decremento en el porcentaje de machos en las cruzas. La cruza de
la especie parental con sus hibridos debido a que es dificil ia_
identificacién de éstés por su gran semejanza durante la separa-
cién de los stocks puros puede producir la infiltracién menciona
da anteriormente. Este fenémeno tambi&n puede deberse al escape_
de individuos de otras. especies provenientes de estanques cerca-
nos YAvtalion 1982).

Por lo anterior se ha recurrido a la electroforesis como_
un mé&todo alternativo en la resolucién de este problema, a fin -
de obtener marcadoreé géneticos en diversos sistemas protefnicos
que nos ayuden a la identificacién de las especies parentales y_
sus hfbridos, Y{Avtalifn 4974, 1976, 1982; Chen ¥y Tsuyuki, 1970;:;-
Herzberg, 1978; McAndrew, 1983 a; Camacho, 1984).

Asf pués la importancia de las tilapias en la acuicultura -

# oo e



14

depende, del incremento en la produccifn de alimentos que pueda
ser producido. Las tilapias constituyen adem&s una herramienta
de gran utilidad en la investigacibén aplicada a la acuicultura_
debiao a su mecanismo de determinacién sexuél, gue parece ser -

poligénico y/o multialélico (McAndrew 1983bj .

ELECTROFORESIS:

La electrotoresis es un método ampliamente utilizado en bigo
quimica y en diversas &reas de la bioclogfa, con la finalidad -
del estudio de las proteinas principalmente, asf como de otras_
moléculas de gran importancia en los seres vivos. EL m&todo tie
ne como principal finalidad la separacidn de las proteinas de -
un complejo molecular con base en sus propiedades &cido-bdsicas
con el objeto de estudiar cualitativa Yy cuantitativamente las -
proteinas separadas.

La electrotoresis consiste en la utilizacién de las propie-
dades particulares de las protefnas en solucién debido a gque --

. muestran un comportamiento anfotérico. Es decir, son capaces de
cargarse positivamente o negativamente en relacifn. al pH del me
dio en el que se encuentran. Esta propiedad particular de po---
seer una carga elé&ctrica esﬁa dada por la ionizacién de los gru
pos R de sus cadenas de aminodcidos de la protefina asi como de__
los grupos carboxilo \Ccoo™) y amino YNHty terminales. La capaci
dad de las proteinas de poseer dicha carga esta en relacifn con
su punto isoceléctrico de la protefna, que es el pH en el cual -
dicha protefna no posee carga neta, es decir, el nfimerc de car-—

# .. -
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gas positivas y negativas es igual, de tal manera que al estar -
la mol&cula en un pH &cido en relacién con su punto isoelé&ctrico
tendri una carga positiva neta y si se encuentra en un pH bisico
“tendx4 una carga negativa.

Si esta portefna poseedora de una carga neta se coloca en -

una solucidn o en un medio de soporte como el agar, Y es someti-
da a un campb eléctrico, ésta se desplazara hacia el electrodo -
correspondiente. Cada protefna posee un ntmero de cargas segﬁn -
fel nidmero de grupos lonlzables de tal manera que su movilidad --
 e1ectroforét1ca es dlstlnta por lo que existen dlferen01as en la
mlgracldn de las proteinas hacia los electrodos, lo que hace po-
51ble separar las distaintas protefnas de un complejo.
' Existen dos tlpo§ de electroforesis convencicnales; la prime
ra que es la electroforesis libre, en donde las protefnas se en-
cuentran en un solucidén tamponada, desarrollada primeramente por
Tiseiius en 1930 y es 1la predecesora de todos los m&todos actua--
les. La segunda que es la electroforesis de zona en donde la so-
lucidn de protefnas es puesta en un medio de soporte semisSlido_
como: almiddn 6 agar.

La electroforesis de zona es uno de loé mé&todos mds utiliza-
dos actualmente en bibquimlca debido a que'poseen una mayor capa
cidad de resoluci®n. En esta se encuentran diversas variantes de
acuerdo al medio de soporte del gue se trate, de este modo tene-
mos que son utilizados como medios de soporte el gel de almid6n,
agar, sflice, poliacrilamida y acetato de celulosa.

En los geles de almidén y poliacrilamida se logra una resolu
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cidén m&s elevada dgbiao a que en este tipo de geles es posible =
la regulacifén del tamano del poro, obteniéndose asi lé separa--—-
cifn de las protefinas con base en su carga y su tamafio molecular

ELl gel de poliacrilamida se ha utilizado ampliamente en la -
separacidn de las proteinas ya que. ofrece una mayor resolucifn -
de las bandas en comparacidén con el gel de almidén, ademSs de --—
que al ser un polfimero sint&tico su manejo es mss fdcil.

En esta forma la electroforesis constituye una”herrémienta -
de gran utilidad péra el ﬁombre, pués ha encontrado diferentes =
aplicaciones dentro del campo de la investigaci®n cientifica as{

como en la diagnosis clfnica vy en diversas industrias.

ISOENZIMAS:

El t&rminoc de isoenzimas se utiliza para denominar a un grupo
de enzimas que presentan la misma afinidad hacia un sustrato pero
con diferentes propiedades en cuanto a lLa estructura de sus molé-
culas. Estas isoenzimas pueden estar presentes en una sola espe-~—
cie de orgaﬁismos e incluso en uvna misma c&luila.

Aparentemente las isoenzimas est&n codificadas por genes dife
rentes de ahf gque su secuencia y composicifn de amino&cidos sea -
diferente, por lo que la existencia de estas formas mdltiples de_
una enzima pueden ser detectadas mediante la electroforesis.

Al est;r las isoenzimas determinadas gen&ticamente, su bioszg
tesis y sus éantidades relativas se encuentran reguladas mediante
un mecanismo genético. De esta manera es posible encontrar los ai
versos tipos de una isocenzima en una diferente concentracién en =

diversos tejidos e incluso en distintos organelos de una célula._
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Este es el caso, de la LDH 1Lactato—deshidrogehasa7 la cual es-
ta formada por dos cadenas polipeptidicas diferentes; la cadena
M Yy H, la primera presente en grandes cantidades en el mtisculo_
esquelético y la segunda abundante en el mGsculo del coraz8n, -
YLenhinger, 1981).

Existen cinco isoenzimas de ta LUH, las cuales estan consti
tufdas por las diferentes combinaciones de las subunidades M y_
"H; Ml' M3H M2H3, v H#' Estas isoenzimas de la LDH catalizan ia
misma reaccién pero diflieren en sus valores de Km Y Vmax., de -
ahf la diferencia existente en las cantidades relativas de los_
daistintos tejidos. ‘

Estas diferencias sugieren gue las iscenzimas en general ~--
“tienen una distribucibn espec£fica en los diferentés tejidos -~
por lo gue es 9051ble gue a su vez &stas tengan Lgualmente c1er
ta distribucién en una poblacifn de organismos la cual estd de-
terminada por tactores del medio externo, aunque este patrdn de
variacidén en la distribucibn no sea visible en la estructura y_
- funcionamiento de LQS»organismo;.‘

Las isoenzimas ftueron estudiadas primeramente por Market y_
colaboradorés en 1959 gquienes propusieron el término de isoenzi
mas para determinar este tipo de variantes enzimdticas.Se han -
propuesto diversos conceptos estructurales para explicar la he-
terogéneidad enzimdtica (Wilkinson 1970) .-

se ha expuesto que en la LDH, las diversas combinaciones de’

las subunidades son las responsables de la var;ac;dn. En el ca-

* ...
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so de la fosfatasa alcalina se cree que La diferencia radica en
las diferentes cantidades de ac.neuraminico que estaé poseen ~-
(Fishman, 1967 tomado de Wiikinson, 1970), lo que les confiere_
diferencias en su carga eléctrica. Para las colinesterasas, - -
Bernsohm y colaboradores (1961) sugieren un mecanismo de polime
rizacion en diferentes estados.

Las esterasas estdn inclufdas en él grupo de las hidrolasas
dentro de las cuales encontramos también a las fosfatasas alca-
linas. Agustinsson (1961), divide las esterasas en tres Qrupos_
de acuerdo a su movilidad electrotorética en el gel; la mas r&-
pida, la arylesterasa, se encuentra en la regién de la ailbtmina
? es cercanamente seguida por la aliesterasa en la regidn de la
alfa globulina. La mds lenta es la colinesterasa entre la re—--
gién de la alfa y beta glooullna.~Eétos cipos‘de esterasas han__
sido encontrados en pla%ma de varias especies de organismos en__
donde hay variacién en sus movilidades elecﬁroforéticas aunque _
‘las especificidades de sustrato fueron similares.

#xisten problemas en cuanto a la consideracifén de las este-—
‘rasas como Lséenéimas debido a gue ésﬁas poseen un ampiio rango
ae especificidad a diversos sustratos, con muy ﬁocas aiferen-——
cias en cuanto a la preferencia por los diferentes susﬁratos. -
En general estas enzimas hidrolizan enlaces éster. Por su parte
las aliesterasas hidrolizan un amplio rango de é&steres alipdti-
cos mientras que la arylesterasa hidroliza ésteres‘arom&ticos Y

las colinesterasas hidrolizan colinesteres (Wilkinson, 1970).

|
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Al igual qgue las iscenzimas de la LDH, las esterasas también
son encontradas en aiferentes cantidades en los distintos teji--
dos de un organismo. Ecobicnan y Kalow, 1961 (tomacdo de Latner -

. 1968} hicieron estudios de las esterasas de suero sangufneoc e --
nfgado humanos obteniendo patrones diferentes. En peces se han -
encontrado principalmente aliesterasas y colinesterasas, esta dl
tima en bajas concentraciones.

La deteccion de las isoenzimas en general aespués de la elec
troforesis, es llevada por medio de las técnicas de tincién his-
toquimica desarrolladas por Hunter y Market en 1957 (Shaw, 1970)
y estan basados en la deteccifén de la actaividad de las enzimas -
al aplicarles un sustrato, por medio de sales de diazonio gue se
ligan al producto de la reaccibn enzimdtica dando como resultado
el patrén de pandas en el gel.

Las isoenzimas han sido, aesde su descubrimiento, de gran in
terés para los cientificos df tal manera gue en la actualidad é&s
tas han llegado a tener una gran importancia en.dlversos campos__
de la bioclogfa y la medicina. Shaw (1965) inaica que mﬁchas de -
éus aplicaciones resultan del polamorfismo que muestran las iso-
enzimas al ser estudiadas meaiante técnica electrororécticas. En-—
tre ellas estan:

a) . Los marcadores genéticos en estudios de linaje.
b). La caracterizacién de lineas celulares cultivadas, en las -
cuales pueden proveer informacién sobre su funcién y diferen

ciacién celulares.
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c). En estudios ontogenéticos.

d). En el andlisis de la estructura cémpleja de subuﬁldades de -~

enzimas.

e).‘En medicina son utilizadas para la deteccién de células can-~

cerfgenas, ademds de ser importantes en el diagnéstico clini

co de algunas entermedades.

La aplicacion de las isoenzimas como marcadores genéticos, -
tiene gran importancia en la acuicultura ya que provee de mé&to--
dos auxiliares que permiten un mejor aprovechamiento de los re—-
cursos mediante métodos de mbnitoreorgenético tales como los si-
guientes:

1. En la aidentificacidn de ia progenie resultante de las cruzas_
para preservar o mantener la pureza de las lfneas.

2. Facilitan la realizacién de pruebas genéticas al otfrecer dise
fios experimentales como el caso de la crianza mdltaiple de di-
ferentes grupos genéticos, reduciendo el ntGmero de estangues_
necesarios para esta finalidad.

3. En la elaboracién de estructuras tamiliares complejas,‘para -
andlisis genéticos en la producciédn de nuevas caracteristicas
en los individuos.

El estudio de las variaciones genéticas expresadas en las --
isoenzimas, detectadas electrororé&€ticamente, ofrecen un campo --
muy amplio en la investigacidén cientifica lo que puede ser apro-
vechado en la creacién de nuevos métodos capaces de auxiliarnos__
en la solucién de diversos problemas, en el drea de genética - -

principalmente.
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OBJETIVO:

La praincipal f£inalidad de este trabajo es el estudio de las
esterasas provenientes de la mucosa superficial de los peces co
rrespondientes a las poblaciones de Tilagia que son cultivadas
en las piscifactorfas del Estado de Morelos, incluyendo a sus -
hibridos, con objeto de evaluar la factibilidad de que constitu
yan un marcador genético de gran utilidad en la identificacifn_
de las poplaciones de Tilapia a nivel de individuos y de gue —-
auxilie en la resolucién de la problemdtica existente en cuanto
a la produccién de la progenie hib;ida. El uso de la mucosa su-
perficial permite mantener vivos a los organismos muestreados -
" con el fin de elaborar técnicas de monitoreo genético en donde_
las metodologfas utilizadas sean de poca complejidad y accesi—-

bles de ser utilizadas en donde sean requeridas.
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MATERIALES Y METODOS:

Procedencia de los organismos.-

Las muestras fueron obtenidas de organismos correspondientes

a Tilapia mossambica (de una linea albina con colaboracién naran

ja) y Tilapia hornorum procedentes de estanques destinados a es-

pecies reproductoras de la piscifactorfia del Estaao de Mérelos -
en Zacatepec; en donde se reatlizan cruzas para la produccién de_
dichas especies reproauctoras. ‘fambién fueron analizadas mues—--
tras de hibridos resultantes de las cruzas de estas dos especies
Estos organismos hibridos fueron procedentes de la piscitactoria
EL Rodeo, también ubicada en el Estado ce Morelos. Después de ha
ber obtenido las muestrés, estas fueron congeladas y transporta-
das al laboratorio de Genética de organasmos acudticos del Insti
tuto de Ciencias del Mar y Limnologfa en la Universidad Nacional
Autbnoma de México para el andliisis electroforético correspon-~-

diente.

Reactivos utilizados:
Los procedimientos electroforéticos utilizados en este traba
jo fueron llevados a cabo en geles de poliacrilamida al 10% se--—

gdn la técnica propuesta por Fehrnstrm y Moberg (1977) en donde

se utilizaron los siguientes reactivos:

Acrilamida (Merck) 22.2 gr. en 100 ml. de agua dest.
Bisacrilamida (Sigma) 0.6 gr.

Persulfato de amonio 3.0 mi. 0.1M

TEMED 0.1 ml.
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Sistema de burfers.-~

Durante la electroforesis se utiliz8 un sistema de buffers -
discontfinuo consistente en dos tipos de buffer:
{1) Tris-Glicina pH 8.9; para el cdtodo:

6.32 gr. de Tris (sigma}.

En 1000 ml. ae agua destilada
3.94 gr. de Glicina (Merck) y desionizada.

{2) Yris~HCL buffer pH 8.1; para el &nodo:
12.1 gr. de Tris {sigma)

En 1000 ml. de agua destilada
50 ml. de HCL 1IN y desionizada.

Preparacisn de los geles.-

En la elaboracién de lLos geles se utilizé la técnica seguida
ébr Fehrnstrdm y Moberg (1877}, en donde la polimerizacién del -
gel es lLevaaa a cabo en un dispositivo formado por una placa de
pldstico sobrepuesta a otra placa de vidrio, ambas unidas poxr --
pinzas y selladas por una liga de varios mm. de grosor. Despuds_
de haber preparado la solucién de acrilamida, €sta rue introduci
da al digpositivo mencionadeo anteriormente Y ée guardé en refri-

geracidén durante 24 nrs. para su polimerizacién. EL gei se prepa

ré de la siguiente manera:

Buffer Tris-Glicina pu 8.9

33.0 mi.
Solucidn de poliacrilamida 28.7 ml.
*Se aplicS un vaclo aurante 20 segundos
Persulfato de amonio 0..iM 3.2 ml.

TEMED

*finalmente se aplic$ nuevamente vacfo por 20 segundos.

4 . .
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Preparacidn de muestras.-~

Se analizé el sistema isoenzimdtico correspondiente a las eg
terasas, para la optencifn y preparacgifn de las muestras se si~-~
guié la tEcnica reportada por Herzberg (18977) con algunas modifi

cacjones de Dfaz y Uribe.*

Las muestras utilizadas fueron procedentes de la superficie_

mucosa de las Tilapias la cual fue ex

trafida con la ayuda de algo
dén esterilizado, raspando la superricle mucosa del pez y des-—--
puds difundida en 0.5 ml. de una solucibn de Trizma 0.001M (Tris
hidroximetilaminometano) . El extracto de la superficie mucosa -~

fue posteriormente centrifugado a 15 000 rpm, durante 10 a 15 mi
nutos. Finalmente los sobrenadantes de las muestras fueron colo-
cados en tubos de vidrio etiquetados y guardados bajo refrigera-
cidn a ~4°C durante 24 hrs. antes de realizar ios corrimientos -
electroforéticos.

Material biroldSgico.-

Se estuaiaron un totat de 9% organismos, de los cuales 40 cgo

rresponden a Tilapia mossambica, otros 40 fueron de Tilapia hor-
norum Yy 15 correspondientes a los hibridos de estas especies. --
Los organismos muestreados fueron seleccionados de una talla pro
medio de 15 a 20 cm. ae longitud total.

T&cnica electrofordtica.~

En la realizacifn de los corrimientos electroforé€ticos, -

*Lab. de Genética de org. acudticos.
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fue seguida la tecnica descrita por rernstrém y Moperg (1977), -
para electroforesis horizontal en gel de poliacrilamida. Realiza
da en un equipo LKB de electroforesis consistente en una cuba mo
delo Multipor horizontal 2117, una fuente de poder modelo 2103 y
un sistema de refrigeracién. Los corrimientos fueron iniciados,-
en todos los casos, con una preelectroforesis sin muestras a 222
Volts, 400 mA y 28u Watts de poder durantek30,m1nutos con el prxo
pésito de limpiar al'gel de impurezas e impregnarlo a su vez de_
:las soluciones amortiguadoras, todos los corrimientos se realiza
ron a una temperatura de 9°C. Despué€s de esto, se colocaron las_
muestras en lLos pozos de gel y se realizé una preelectroforesis_
.con muestras durante 10U minutos con et fin de compactar la mues-
tré con una corriente de 25U maA éonsefvando las ﬁzsmas condicio-
nes de voltaje y poder. Al pasar este tiempo se comenzd la elec-
troforesis a una corriente de 450 mA sin camblos en las otras va
‘riables de voltaje y poder. Los corrimientos tuvieron una dura--
c16n de una hora con 15 mlnutos en promedio. Se utilizé azul de_
bromofenol como 1nd1cador frontal de la electroforesis.

Luego de haber concluido los corrimientos se procedio a la -
tincidn histoquimica de las esterasas ae acuerdo con la té&€cnica_
descrita por shaw y Prasad (1970} .

Después de la revelacitén de las izoenzimas medianﬁe la técni
ca mencionada anteriormente, se colocé la placa en una solucidn_
destefiidora a base de etanol-ac. acético y agua destilada, con -

el fin de eliminar el exceso de colorantes durante algunos dias_
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haciéndole varios cambios de solucién hasta que el gel queds to
talmente destefiido, Posteriormente se colocS el gel en una solu
cién preservadora a base de metanol-~glicerol-dc.acético en agua
destilada, durante una hora aproximadamente. Después de este -~-
tiempo se elimind el exceso de solucidn y se coloc6 encima una_
placa de pldstico para su conservacién. Finalmente se tomaron -
las impresiones totogrdficas correspondientes sobre un negatos-
copio y se guardaron los geles para andlisis posteriores.
Tincién histoquimica.-

Despué&s ae los corrimientos se revelaron las esterasas me-—-—
diante la tincién de la actividad enzimftica en el gel desarro-
llado primeramente por Hunter y Market (1957), también llamaao_
método del zimograma. El gustrato utilizado para la actividad -
enzimdtica fue el alfa y beta-naftil acetato y detectado median
te una sal de diazonio. En la elaboracifn de La mezcla revelado
ra formada por el sustrato y el colorante se emplearon las si--—
guientes sustancias:

Ssustrato: 1% de alfa y beta-naftil acetato.

alfa-naftil acetato (Sigma) 60mg
beta-naftill acetato (Sigma) 60mg
Acetoné (Baker) 3ml
Agua destilada 3ml

Colorante (Sal de diazonio):

Azul Rdpido RR (Fast Blue, Sigma) 200mg
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0.5M Tris-HCL, p 7.1 20ml
Substrato (alfa y beta-naftil 1%) 6ml
Agua aestilada 174ml

Al término de la electroforesis, la placa es colocada en eg
ta solucién incubdndola a temperatura aﬁbiente de 15 minutos a_
2 horas o hasta que aparezcan las bandas. Los reactivos asi co-
mo las soluciones, deben ser preparadas y mezcladas unos cuan--
tos minutos antes de ser utilizados debido avque se descomponen

fdcilmente en unos cuantos minutos.

Densitometrfa.-

Después de haber realizado las impresiones fotogrdficas de_
ias placas, se elaboraron los electroferogfaﬁas correspondientes
y posteriormente se procedi6 a la. Lectura de las placas en un --
desintSmetro LKB 2202 programable. Se analizaron los patrones de
bandeo mediante un eguipo de computacién Apple IIelconectadd al__
desintSmetro obteniéndose asi las grdficas correspondientes ade-—
mids de los Valoréé de.laslintensidades'dé éadé una de las bandas
presentes en el gel. Para las lecturas en el densitfmetro fueron
éeleccionados los patrones de bandas mis definidos y mds repre--
sentativos de cada poblacién analizada. Dichas grdficas son mos-
tradas en las figuras 3,a-b-c.

En el andlisis de los resultados se obtuvieron las frecuen--
cias opservada y esperada de acuerdo a la ecuacidn de equilibrio

de Hardy-Wainberg, obteniéndose las frecuencias génicas y genotf
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picas de las esterasas para cada poblacidn

Posteriormente se realiz& una prueba de X2 entre dichas fre
cuencias, para los locli que presentaron variacifn alélica, con_
el fin de confirmar si las diferencias existentes en sus fre-—-
cuencias son debido al azar.

La movilidad relatiwa (Rf) para cada banda obtenida corres-
pondiente a cada una de las enzimas, fue calculada mediante la_

siguiente f£6rmula:

Distancia de - Largo del gel antes
f= migraci6n de la proteina x de fijar
Largo del gel despu8s Distancia de migracidén

- de seco. del bromofenol.
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RESULTADOS:

Los resultados de los patrones electroforéticos del sistema
iscenzimdtico de las esterasas obtenidas de la mucosa superfi--
cial de las tilapias muestran algunas diferencias interespecifi
cas en cuanto a la ubicacién, nfimero & intensidad de las bandas

Las bandas presentes en los zimogramas fueron ntmeradas de_
acuerdo a su movilidad electroforética y denotadas por medio de
una letra (tabla I) gque corresponde al locus gené&tico asignado.
Asi pués, estas fueron nimeradas en el orden correspondiente =--
iniciado por la regifn ripida del gel (regidn anédica).

De esta manera para las poblaciones de Tilapia hornorum y'—

Tilapia mossambica los patrones electroforéticos de bandas son_
mostrados.en la figura 1. En estos patrones se observan cinco -
bandas principales que corresponden a tres esterasas; dos de --
las cuales.presentan variacién alélica: EST?a' vaSTgc', nien--
tras que la ESTg no manifestd variacién alguna.

En la tabla I se muestra el patr6n electroforé&tico obsevado

en T. hornorum, T. mossambica y el hfbrido en donde se muestran

las bandas asi como la conformaci@n estructural de los loci ge-
néticos de las esterasas.

En la tabla II son mostradas las frecuencias génicas de las
esterasas obtenidas junto con las movilidades relafivas (Rg) pa
ra cada banda. Asimismo en la tabla III son mostradas las fre--
cuencias genot;picas observadas en las bandas correspondientes_
a los loci de las enzimas comparadas con las frecuencias espera
das para cada una.‘Podemos notar que no existen diferencias sig

nificativas en las frecuencias obtenidas lo que esti confirmado
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por la prueba de x2.

En relacién con el hibrido de T. hormorum ¥ T. mossambica -

tenemos gue las bandas correspondientes a la EST?a' se mostra--
ronvtraslapadas no pudiendo ser bien diferenciadas (Fig.l), es-
to puede deberse a que el sistema de buffers utilizado nos per-
mitié su resolucibn en dos bandas separadas.

Los valores de Rf (movilidad relativa) se encuentran dados_
¢con su respectiva desviacién standart en la tabla IIX.

Las graficas obtenidas por medio del desintGmetro, corres--—
pondientes a T. hornorum, T. mossambica y el hibrido, fueron se
leccionadas de los mejores geles y de acuerdo con los patrones_
de bandas mis representativos de cada poblacién, son mostrados__
en las figuras 3. a,b,c. junto con los valores de las intensida
des de las bandas obtenidos por el computador.

Por otra parte podémos notar en las impresiones fotogrifi--
cas asi como en los valores de intensidad de las béndas, corres
pondientes a las EST?aI_junto‘con la ESTg que presentan valores
de intensidad muy altos (ver gr&fica 3 a-b-c-) en reiacién con__
las restantes. Situacibn que podemos constatar en la tabla I en
donde la banda de la ESTg presentd una frecuencia del 100% supe
rando las restantes, lo cual podria ser el significado de la im

portancia de esta enzima en esta poblaciones.
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N2 de Loci

Patron electroforético de esterasas de las Tilapias. El nlGmero
en subindice indica el orden de migracidén de las bandas inicia
do desde la regién anddica y la letra el locus gené&tico asigna

do a la proteina.

(EST=egterasa)



Banda

Thornorum

H{br ido

Tmosagambicg

Frec=z 0.9 0

Re=4034 % O .11

Frec = 1.00 O

Ry-4.030 % O.11

Frec = 0.1 8 ¢

Rg=4.036 % O.I1

Frecz 0.3 1 0

R¢=3.74i% 0,072

Frec = 1.0 0 O

Ry=3.741=0.072

Frec = 0.83 3

Rgz3741%£0.072

Frec= 1.00 0O

Rys2.428 % O.104

Frec = 0. 92 0

R,=2.4281 0.164 ‘

Frec = 0. 90 O

R1:2.428 * 0.164

Frec = 0.5 00

Res1.O7B = 0287

Frec = 0.82 ©

RecLO7S + 0.287

Frec = 0.90 ©

R=1.978 = 0.287

5

Frec = 0.5 00

Rg=1.086 £ 0.143

Frec=z 0,0 7 O

Re=1.0B8 = 0.143

Frec = 0. O1 O

R¢zL086 = 0.143

Tabla IX

Frecuencias génicas y movilidad relativa (Rf) par?dcad: ur;a de l_is
las bandas correspondientes a las esterasas obtenidas de las oo
blaciones de tilapia.
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T_hornoru.m T.moasambica
n =2t n=2I1
L oct Genotipo [Frec. esp [Frec. obs |Frec. esp{Frec. obs
Qaa [Je] 10 ) 2
‘ a at =] 9 4 !
o a' 2 2 1 O 1 2
c ¢ 5 3 17 17
3 c c 1t 15 a4 4
c' et S 3 (o] [o]

Tabla III

Frecuencias genotlpicas observadas y esperadas en las oobla-
ciones de T. hornorum y T. mossambica de los loci correspon-

H [} 1
dientes a las EST?a v EST;C

respectivamente.
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s Rt

T horn orum H i b r 1+ d o T m o s sambica

Figura 1

Electroferograma de los patrones de bandas de las esterasas ma&s frecuentes
en las poblaciones de tilapia estudiadas con su respectivo locus asignado
vy su movilidad electroforética.
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Figura 2.~

Patrones electroforéticos observados para el sistema isoenzima~-
tico de esterasas en las poblaciones de tilapia.

T. mossambica (TM), T. hornorum (TH), vy su Hibrido (HB)
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DATOS DE INTENSiIDAD

Fecha; 9-seo-B6
EST 1103 ISOENZIMAS Tilapia mossambica

(escala 6, abs. 2)

Pico Posi- Intensidad Intensidad
4 cién 1.000
®1 19.1 116.7 29.8
2 20.5 22.1 5.7 Es*rg
3 32.6 135.0 34 .5 EST: _
4 60.5 17.9 k.6 EST]
Intensidad total; 391.3 = 100%
Abs L L 1 .l 1
v =T ~t T -
9-$
el
1l
44
5‘/ ESTY
5]
c
4 EST, .. esT?
s__,\q__/\.
3J
2]
1)
o - + u 3 4 Posicion

Figura 3a

Grafica del patrén electroforético mds frecuente de T. mogsambica
analizado por el densitémetro en donde se muestran los picos para
cada esterasa obtenida asi como sus respectivas intensidades.

#No corresponde a ningiina banda en el gel
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DATOS DE INTENSIDAD

Fecha; 9sen-86
EST 1102 ISOENZIMAS Tilapia hornorum

(escala 6, abs.
Pico Posi- Intensidad Intensidad
# cidn 1.000
1 22.9 © 60.1 1.2 EST‘;'
2 30.3 39.7 7.4 esTg
3 32.3 242.8 } k5.2 ESTg
4 40.9 67.0 12.5 EST]
Intensidad total; 537.6 = 100%
Abs " I — 4 -l 1
o4
84
7]
_ 6
5. :
ESTY
4 "
s \\ =T ESTE /\\ ES"'.“‘
N \\ﬂj~ﬁ-/ﬁv/ AN \\’,///f\\\\——_-__-_§
2. . SN -
14
o] § 1 — 4 + 1
- ¥ Posicion

Figura 3b

-

Grafica del patrén electroforético mas frecuente de T. hornorum
analizado por el densitémetro en donde se muestran los picos pa
ra cada esterasa obtenida asi como sus resnectivas intensidades.

2)



DATOS DE INTENSIDAD
EST-10 1SOENZIMAS TILAPIA (HTbrido)

Pico Posi~ Intensidad . Intensidad
# cién 1.000 3
1 28.6 315.18 21.9 EST
2 30.5 Co247.3 7.2
38.7 4910 34,1 EST
intensidad total; .1441.9 = 100%
Abs —+ r o } - ;
ol
sl
74 .
sl es® :
gsT®
%1 esty |
~J
<
1 -
3\“\ ~
) !
2]
14
o . . N , )
1 ' Posi

Figura 3c

Gr&fica del patron electroforético mas frecuente del
hibrido de T. mossambica y T. hornorum analizado por
el densitdmetro en donde se muestran los pocos para

c
EST

aa'
1

cign

cada esterasa obtenida asf como sus respectivas in--

tensidades.

b
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Fecha; 9-sep-86
(escala 10, abs 2)
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DISCUSION. -

Los patrones electroforéticos iscenzimdticos obtenidos para
cada poblacién de Tilapia fueron analizados tomando como princi
pal criterio la presencia o ausencia de bandas, sus caracteris-
ticas de migracién en el gel y sus inténsidades respectivas. Un
caracter de gran Qtilidad fue la interpretacién grdfica de los_
patrones de bandas por medio de la desintometrfa ya gque nos - -
ofrece 1la posibilidad de visualizar de manera mds objetiva el -
andlisis de datos en comparacién con la simplicidad, sin restar
le su gran valor, de una impresién fotogradfica o de un electro-
ferograma.

Como primordial punto de discusién nos basaremos en la va--
riacién alélica obtenida en las esterasas con respecto a las --
frecuencias obtenidas de los diferentes'genotipos de cada enzi-
ma para las poblaciones de Tilapia analizadas (tabla III).

El establecimiento del criterio tomado para la designacién_
de los loci correspondientes a las esterasas obtenidas en los -
patrones electroforéticos fue basado en un modeleo de variacifn_
Mendeliana procedente de estudios realizados sobre genética bio
qufmica por Utter y colavoradores {(1974).

Dicho criterio se basa en la herencia Mendeliana en donde -
las bandas resueltas electroforé&ticamente deben darnos patrones
interpretables basados en hipétesis genéticas sencillas. Estas_
hip6tesis se fundamentan en las variaciones de los patrones ob-

servados en organismos heterozigotos en donde han sido obteni--

oo 0. .



40

dos cuatro tins pdsicos de variaci6én (Shaw 1965, Utter et al.-
1974), los cuales reflejan una expresién codominante de los ale
los (Fig. 4).

Los patrones a, b y ¢ de lLa figura 4, corresponden a una ti
pica expresidén alé&lica con las respectivas combinaciones de sus
subunidades. Estos patrones son proteinas gque consisten de una,
dos y cuatro subunidades respectivamente. El patrén del tipo 4a_
consiste en una protefna dimérica con dos loci; uno fijado y el
otro polimérfico y ha sido opbservado por la Malato deshidrogena

.
sa (MDH} e Isocitrato deshidrogenasa (IDH) (Bailey y colaborado
res 1970, Allendorf y Uttexr 1973).

Los patrones a, b y ¢ son reflejo de variacifén alélica codo
minante.

De acuerdo con iLos tipos de variaci6n alélica citados pode
mos asumir que los patrones de bandas para las esterasas estu~--
diadas se encuentran constitufdos por tres loci; dos de los cua
les presentan polimorfismo (ESTia' y ESTgc') y el restante, co-
rrespondiente a la EST? no fue polimérfico (ver tabla I). Estas
enzimas presentan un patrén de variacidn'del tipo a, es decir, _
su estructura fue monomérica constanto de dos subunidades que -
corresponden a los alelos a, a' y ¢,¢' respectivamente.

En relacién al locus correspondiente a la ESTg, &ste no pre
sentd polimorfismo, es decir, su estructura no estd formada por
subunidades por 1o cual no presenta variacién alélica. A pesar_

de que esta banda presentd una movilidad relativa muy cercana a

# . 0. .
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monome rico

Figura 4

Patrones de variacién alélica observada reflejando ex
las combinaciones de las subunidades son dadas con las
répido, 2.Heterozigoto, 3.Homozigoto lento.

AB

Be

b.

dimerico

AQ R e —
A8 —
Ap B —
A, B; sns—
B4 -
| 2 3
[+4

tetramerico

LY S —
A B Sua—. S——
8,

d
dimerico %

presi6tn codominante de dos atelos,
letras maydsculas.
(Tomado de Utter, 1974)

1.Homoziqoto
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la ESTg, no pudo ser considerada como un alelo de dicha banda -

debido a que su frecuencia corresponde a la de una sola banda -
ya que se present$ en la totalidad de los organismos muestrea-—-
dos.

De esta manera, dos de las esterasés obtenidas se manifies-
tan como genes polimérficos cada uno contando de dos alelos; es
tos a su vez teniendo diferentes frecuencias en cada poblacién_
de Tilapia estudiada (tabla III).

En Tilapia hornorum las frecuencias observadas y esperadas_

en los genotipos de la Esria' no mostraron diferencia alguna 1lo
que nos indica que dicho gen corresponde al de una poblacién —--
equilibrada tipo Hardy-Weinberg, en donde el gen de este locus_
.ha estado presente por lo menos en la primera generacién. Con -

cc'

respecto a la EsT3 las diferencias entre las frecuencias (ob-

servada y esperada), no fueron significativas de acuerdo a los_
resultados de la prueba estadistica Xz.
En lo referente a la.T. mossambica notamos que las frecuen-

’
cias opservada y esperada en la EST?a

presentan algunas dife--—
rencias posiblemente debidas al azaé (X2=3.151 por lo gue po---
drfa existir la condicién de equilibrio mencionada. En contras-
te con lo anterior, las frecuencias correspondientes a la - - -
Esrgc] no presentaron diferencias aunque mostraron una pPropor-=-
cién genotfpica un poco desbalanceada (17:4:0) gque puede deber=-

se a una diferencia fisiol6gica fina, que confiere mayor adapta

pilidad a los portadores del gen ESTg.
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Por otro lado, las diferencias existentes en las frecuencias

entre T. hornorum y T. mossambica, -particularmente con respecto_
a la ESTgc', podrian sexr consideradas como errores técnicos o re
sultado de una muestra pequefia, o bien no ser considerados como__
errores. Esto puéde representar una ventaja selectiva para T. -—
hornorum o tal vez debido a la gran discrepancia de las frecuen-—
cias genotfpicas en las poblaciones, existe la posibilidad de -=

[N :
gc haya tenido su origen . en T. hornorum y de esta ma-

gque la EST
nera exista una invasi6n gené&tica de este gen hacia T. mossambi-—
ca puesto que en esta poblacifn las frecuencias de dicho fueron
bajas en contraste con las obtenidas para T. hornorum.

Por otra parte no podemos descatar la posibilidad de que la_
alta frecuencia del genotipo heterocigo de la ESTgc' en T. horno
rum sea un reflejo del graao de heterocigocidad de esta pobla---
cién en contraste con io observado en T. mossambica.

En lo gue se refiere al hfbrido observamos que las £recuen——

T
cias para la ESTia correspondieron a un 100% contrariamente a -

. L}

las obtenidas para la EST‘;c en donde existe cierta discrepancia
(frec.obs.; 4:3:0 y frec.esp.; 6:1:0) con una x2=2.33, posible--
mente influfda por la posible invasién genrnZtica arriba menciona-

da.

Las diferencias intraespecificas encontradas en las poblacio

. . . aa'
nes de T;lagla, especialmente en.la EST1 podrfan ser una herra
mienta de gran importancia para la identificacién de las lfneas_

reproductivas al proporcionarnos un marcador genético capaz ae -

# . - .
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resolver la problemética existente en las piscifactorias de Mo-
relos. Para fines de corroborar lo anteriormente mencionado se-
ria recomendable realizar cruzas de laboratorio intra e interes
pecificas y observar las frecuencias obtenidas de las esterasas
va gque este trabajo esAde tipo prospectivo.

Por otra parte, en lo que respecta a la ESTia' es importan-
te mencionar que tanto en T. hornorum y T. mossambica y el hi--
brido, las bandas inﬁegrantes de este locus algunas veces no ~-
presentaron una muy buena resolucién (en el caso de los organis
mos que.tuvieron los dos alelos) presentdndose, especialmente -
en el hibrido, las bandas de dicho locus traslapadas, esto po--—
dria ser a causa del sistema de buffers utilizado u otra serie_
de factores electroforéticos como el tamafio del pdro en el gel,
en el tiempoide corrimienteo, etc..

Es importante hacer notar que la banda coéreséondiente a la
EST? ademds de presentar una frecuencia del 100% muestra una al
ta intensidad en relaci®n a las dem&s bandas. Lo gue refleja la
importancia de esta préteina Ya que auraﬁte el tieméo de incuba
cibn de los geles fue la qQue presentS una actividad muy marcada
Esto nos hace pensar que esta proteina es una de las mas indis-
pensables, del sistema estudiado, ¥ gque ha sido conservada a lo
largo de la lfnea evolutiva de estos organismos.

Otro criterio en que se bas& el anslisis de datos es el que
se refiere a la intensidad de las bandas gue integran los éatrg

nes isoenzimiticos, y a través de los cuales se encontrS varia-

8 .. .
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cién en las intensidades de sus bandas con respecto a las ob~-—
sefvadas en T. EEEBEEEE y el hibrido (Fig. 3a).

Aunque en este tipo de parimetros puede influfr de una ma-—
nera determinante la concentracitn de las muestras, ademds de
otro namero de factores, es importante tomar en cuenta este —-
criterio puesto gue de acuerdo con Shaw (1965), la variacibn -
genética de una enzima no s6lo se debe a la alteracidn estruc-
tﬁral en la molécula de la enzima, sino también puede ser alte
rada al mismo tiempo la actividad catalitica, como es el caso_
de la fosfatasa &cida y la anhidrasa carbénica (Hopkinson, - -
1964, Shaw, 1962) en eritrocitos humanos. También otros meca-—-
nismos pueden afectar la actividad enzimética,_tal vez el mis_
usual sea. el control en la cantidad de la produccién de enzi—-
mas sin cambiar su actividad catalitica.

En relacisn a los estudios realizados en las esterasas, T.
mossambica principalmente, y en T. hornorum, observamos que —-
existen ciertas discrepancias en los resultados obtenidos en -
el presente‘trabajo como es el caso de los datos reportados -~
por Chen y Tsuyuki (1970), en donde fue encontrada sélo una es

terasa con estructura monomérica de dos alelos, en donde T. mo
ssambica presenta la banda con mayor migracién electroforé&tica
que la banda presente en T. hornorum, mientras que el hibrido_

presenta &stas dos bandas. (Fig. 1)
Herzberg (1978) obtuvo para T. mossambica tres esterasas -
que corresponden a tres loci, mientras que McAndrew (1983a), -

reporta dos esterasas para la misma especie en donde una resul

t6 poliférmica. Estos resultados son los que mds se acercan a_
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los obtenidos en el presente trabajo.

En otros aspectos, resulta de gran interés mencionar los re
sultados obtenidos con reépecto a algunos corrimientos electro-
foréticos realizados con suero sanguineo en busca de la protei-
na sexual masculina, gque ha sido report#da por Avtalion (1975 y
1976), en algunas especies de_Tilapia en donde s6lo los machos
son poseedores de dicha banda. Los corrimientos realizados no_

mostraron la existencia de alguna banda de origen sexual en --

la poblaciones de T. hornorum y T. mossambica. Estas bandas --
son encontradaé en la regi6n ré&pida del gel (prealbfimina) por_
lo que su resolucidn es muy diffcil la cual depende fundamen--
"talmente del tamafio adecuado del poro en el gel.

Son necesarios un ndmero mayor de trabajos con respecto a_
la variaci6n alélica de las isqenzimas eﬁ las diversas especies
de Tilapia que son utilizadas en la acuicultura para la produc-
cibdn de progenie hibrida con un 100% de machos, con el f£in de -
seleccionar cuales especies deben de ser utilizadas con dicho -
prop6sito asi como la pureza de tales especies.

Serfa de gran utilidad realizar estudios tratando de am-—-——- .
pliar el tamafio de la muestra con el fin de observar con mayor_
precisifn las frecuencias de cada una de las bandas, especial--
mente en el locus EsTia' para verificacidn de la utilidad de di
cho locus como marcador genético. Asimismo es recomendable rea-
lizar cruzas inter e intraespecificas asi como retrocruzamien--

tos para observar las frecuencias genotipicas y la dominancia -

# . .. .
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alélica en las generaciones Fl Yy Fy. Adem;s de hacer estudios -

electroforeticos complementarios en este sistema isoenzimdtico_

como la utilizaciﬁn de inhibidores de esterasas.

Debe'pensarse en tomar alguna decisif6n con respecto al mane
jo de las poblaciones de Tilapia, McAndrew (1983a), propone las
siguientes:

a). Si ias especies son puras, deben hacerse esfuerzos por man-
tener su pureza y asi poder realizar cruzas para producir -
100% machos; '

. b). Si las poblaciones estan hibridizadas se puede tomar la al-

ternativa de comenzar con nuevas especies puras tomando co-

mo referencia los estudios que se han realizado sobre las -

poblaciones hibridas. .
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CONCLUSIONES:

El anflisis de los resultados 6btenidos de los estudios rea
lizados en este trabajo con el fin de enconérar un marcador ge- -
nético que nos sirva de apoyo para la resolucidn de la problema
tica existente en la identificacit6n de las Tilapia utilizadas_
en la acuicultura, podemos asumir lo siguiente:
~ La técnica electrofor&tica utilizada en este estudio fue ade-

cuada. La utilizaci&n del gel de poliacrilamida; adn cuando -
la mayor parte de los trabajos con iscenzimas se hayan reali—,
~zado en geles'de almidén, permitié una mayor resolucidn de =-
las enzimas estudiadas.

< Los patrones iscenzimiticos encontrados en las tres poblacio-
nes de Tilapia estudiadas, mostraron claras diferencias inter
e iﬁtraéspecifngs. Las diferencias en la ESTTa' bodria sexr--
vir como marcador genéticeo en la identificacidn ae las pobla-
ciones hibridas.

- Los resultados nos muestran gque probablementé existe cierto -
grado de hetericigocidad o hibridacién en.la poblacién de T._
hornorum usada como lihea reproductiva en las piscifactorifas_
del Estado de Morelos.

- Los patrones electroforéticos obtenidos en el presente traba-
jo difieren en cierto grado con los resultados obtenidos por_
otros autorequue han estudiado este sistema, lo cual puede -
ser debido a la utilizacién de técnicas electroforé&ticas ais—
tintas o bien a que es posible gue las poblaciones estudiadas

sean distintas.
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