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RE::;UM.t;N 

se raLizó un estudio electrotor~tico del sistema isoenzima.tico 
correspondiente a Las esterasas en las poblaciones de Tilapia 

mossambica y T. nornorum así como de sus híbridos, que son cu~ 
tivadas en Las piscifactorías de Zacatepec y .t;l Rodeo en el e~ 
tado de Morelos, con el tin de encontrar un.marcador genético­

que nos sirva de base en la identif icaci6n y manejo adecuado -
de las especies parentales. 

Las enzimas ~ueron obtenidas de un extracto proveniente de la 
mucosa superficial del pez. Los patrones electrotoréticos ob­

tenidos muestran la presencia de tres esterasas que correspo~ 

den a tres Loci los cuales muestran variación en Las frecuencias 
de sus bandas. 

AHSTRAC'.r 

Electropnoretic separation of esterases of tne species Tilapia 
mossambica and T. hornorum, as weLl as those of tne hybrid, 

cultured in the fish farms tacatepec and EL Rodeo of tne state 
of Morelos, México, were carried out, searching for a genetic­
marker that enabled its identification and management. 

Samples were obtained from the mucus surface of live tisn. 

Three esterases loci were resolved in each one of the popula-­

tions and specific electropnoretic pattern~ were obtained for 

every one of the studied species, showing sorne variation in -

the oands frequencies. 
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INTROOUCC :ION : 

Dentro de ia vasta historia del hombre una de las activi­

dades con mayor antigUedad ha sido sin lugar a duaas la pisci­

cuitura, ya que se conoció y se practic6 aproximadamente desde 

el. año 575 a. de C. en China. Existen datos que indican que en 

México, Netzahualcoyotl., y má'.s tarde Moctezuma, pose:tan,varios 

estanques que contenían peces desti~ados a la alimentación de_ 

aves acuáticas (Sevill.a, 1981). Esta l.arga tradición cultural_ 

ha permitido que en los tiempos actual.es, las t~cnicas de acui 

cultura, se encuentren en un activo desarrollo, aaemá'.s que el~ 

n'C1mero de especies cul.tivadas en el mundo tiende a incrementa~ 

se constantemente. 

La acuicultura es una serie de técnicas fundamentadas en_ 

gran parte en la Ecolog:ta, en la cual se busca el mejor aprov~ 

chamiento de los recursos con el fin de incrementar la produc­

tividad de los sistemas acuáticos, ade~s de contribuir a l.a -

conservación de la proauctividad en los suelos. 

As! pués, la acuicultura es una actividad de gran impor-­

tancia para ei hombre en l.a medida que constituye una manera -

de aprovechamiento de los recursos hidráulicos, los cuales si_ 

son adecuadamente control.actos, generan una serie de benefi---­

cios, tal.es como la producción de alimentos, la creación de di 

versas fuentes de trabajo y fundamentan una mayor aiversif ica­

cidn de la economía del pais. 

# • • • 
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El reciente desarrollo del pa!s, as! como los innumerables 

problemas que se presentan con motivo de dicho desarrollo, 

hacen imprescindible la b~squeda de una pronta solución al pro­

blema alimentario. Con esta finalidad se ha recurrido a la acu~ 

cultura, la cual puede contribuír a la solución de dichos pro-­

blemas mediante técnicas eficaces de producci6n de proteínas a_ 

corto plazo, de fácil manejo y sobre todo de bajo costo. con 

tal objeto, se han creado en distintas partes del país numero-­

sas piscifactorías dedicadas al cultivo de especies de import<i!l 

cia econ6mica así como de gran potencial alimenticio tales co-­

mo: la Carpa, Trucha, Mojarra, Bagre, Charal, etc ••. 

Con tal motivo se introdujeron en 1964 a M~ico para fines 

alimenticios, especies de Tilapia (Arredondo, 1964), debido a -

sus características reproductivas, a su amplio rango de adapta­

ci6n a numerosos habitats y debido a su alto contenido proteico 

(Vera, 1985), además de su gran aceptaci6n en el mercado. Por -

ello se han establecido importantes centros piscícolas dedica-­

dos al cultivo de estas especies como los de Temazcal en Oaxa-­

ca, Tezontepec en Hidalgo, y en el Estado de Morelos las de za­

catepec y El Rodeo. 

La hibridaci6n que se di6 entre las especies de Tilapia in 

traducidas a México, dificult6 la identificación de cr!as, e 

hizo necesario el desarrollo de un m~todo eficaz para lograr 

identificar facilmente los organismos destinados a la produc---

# • • • 
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ci6n de peces de talla comercial ya que los caracteres meristi­

cos resultaron insuficientes para su identificaci6n. Sin embar­

go existen métodos más eficientes que nos permiten establecer -

diferencias a un nivel más especifico entre los individuos mue~ 

treados tales como la citogenética y la bioquimica sistemática. 

Dentro del campo de la bioquimica sistemática encontramos_ 

distintos métodos de separaci6n de proteinas basados en las di­

ferencias en la carga eléctrica de las mismas, tales como la -­

electroforesis y el electroenfoque los cuales ofrecen ventajas_ 

adicionales de separar las prote!nas por su tamaño molecular. 

La s~paración de prote!nas en base a su carga eléctrica es 

dependiente de sus propiedades ácido-básicas, determinadas por_ 

el ntlmero y los tipos de grupos R ionizables en sus cadenas de_ 

aminoácidos, lo cual les confiere una carga eléctrica determin~ 

da por el pH en el que se encuentren, situación que hace posi-­

ble separarlas al aplicar un campo eléctrico. 

La electroforesis es una técnica que nos ofrece un método_ 

accesible para el estudio de los sistemas prote!nicos de los s~ 

res vivos y de esta manera permite establecer patrones electro­

foréticos que nos faciliten la visualizaci6n de las variaciones 

existentes entre las diferentes especies de organismos, debido_ 

a que las prote!nas son el producto de la expresi6n de los ge-­

nes en el sistema hereditario de los organismos. 

Tales variaciones son el resultado de la evolución de los_ 

* . 
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seres vivos, la cual es un reflejo de las modificaciones sufri 

das por el organismo en el material genético, ya sea a nivel -

cromosómico o a nivel molecular influidos por el ambiente dan­

do como resultado diferencias morfofisiol6gicas a nivel pobla­

cional, lo que nos permite ubicar la gran diversidad de espe-­

cies a través de la sistemática. 

En el estudio de la variaci6n determinada por electrofor~ 

sis se ha introducido un método alternativo consistente en la_ 

evaluaci6n de variación de sistemas enzimáticos, ya que esta -

puede expresarse a través de las alteraciones en la actividad_ 

y movilidad enzimática como resultado de alguna mutación en -­

donde no se producen cambios aparentes en la acci6n del produ~ 

to del gen (Shaw, 1965). 

Los métodos utili~ados dentro de la genética bioquímica -

son de gran importancia en lo que se refiere al estudio de las 

variaciones genéticas a nivel proteico pués de acuerdo con 

Utter y coLaboradores (1974), ofrecen la ventaja de utilizar 

datos simples para formular interpretaciones genéticas de gran 

vaior en estudios de cultivo de especies, debido a que es posi 

ble obtener datos de variaciones alélicas resultantes de la e~ 

presi6n codominante de un locus determinado en un gel, es de-­

cir, cada uno de los alelos es expresado como una simple banda 

correspondiente a una proteína. 

Dichas interpretaciones nos ofrecen La posibilidad de re~ 

lizar cruzas entre individuos caracterizados genéticamente, 

* . . . 



con la finalidad de obtener individuos con características ge­

neticamente mejoradas y de un gran valor económico dentro de -

la acuicultura. 

As! mismo, a partir de interpret~ciones electroforéticas_ 

es factible la elaboraci6n de modelos genéticos en los organi~ 

mos, los cuales nos ofrecen la posibilidad de estudio en las 

variaciones intra e interespec!ficas con las cuales se puede 

inferir en el estudio de las poblaciones de individuos. 

En altima instancia, los métodos electroforéticos son una 

herramienta de gran utilidad en la resoluci6n de problemas ta­

xonómicos y evolutivos as! como en la identificación de espe-­

cies parentales destinadas a la acuicultura, lo que aunado a -

la simplicidad y sensibilidad de estas técnicas en el estudio_ 

de la variaci6n genética a través de las proteínas, hace de e~ 

te método una de las herramientas auxiliares fundamentales en_ 

el manejo de las especies dentro de La acuicultura. 
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ANTECEDENTES: 

El grupo de las tilapias pertenece a la familia Cichlidae, 

que comprende aproximadamente 600 especies de agua dulce. La f~ 

milia se encuentra ampliamente distribuida en el continente - -

Africano, Asia Menor, Centro y Sudamérica e igualmente en algu­

nas partes de la India y Ceylán. 

Según Chirnits (1955), las tilapias son originarias de Afr~ 

ca y también abarcan el norte de Israel y la regi6n de Jordán -

dentro de su distribuci6n natural. Su expansi6n a distintas pa~ 

tes del mundo hecha por el hombre, cornenz6 a tinales de 1939. 

Actualmente se encuentran ampliamente distribuidas en América 

siendo Tilapia mossambica una de las principales especies intr2 

ducidas a otros países y continentes. 

La situaci6n taxon6mica actual de las tilapias es de gran_ 

complejidad, debido a que se carece de un criterio confiable p~ 

ra la ubicaci6n de las diferentes especies, puesto que los erg~ 

nismos de este grupo presentan grandes semejanzas en su morfol2 

gía. De esta manera se ha r~urrido con frecuencia a los canee~ 

mientas sobre la biolog!a de la conducta de estos peces, con el 

fin de tratar de ubicarlos con base a diferencias en la crian~a 

e incubaci6n de sus huevos ~McAndrew 19B3c), as! como en sus h~ 

bites alimenticios. 

Así, diversos autores han propuesto la su.bdivisi6n dei gé­

nero Tilapia propuesto por Regan en 1920. En esta forma Trewa--

ti • • • 
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vas 11982, citado por McAndrew 1983c) divide a este grupo en -

tre géneros diferentes: Tilapia, para los incubadores de sus-­

trato, Sarotherodon para los incubadores bucales tanto patern~ 

les corno maternales y Oreochrornis, para aquellos que presentan 

incubaci6n bucal maternal {lnicarnente. 

En contraste Peters y Berns \1982), apoyan el criterio 

propuesto 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. 

~on fines prácticos, en el transcurso de este Trabajo se_ 

hará referencia a este grupo con el nombre genérico de Tilapia 

Características Generales de la.s Tilapias e 

En general las tilapias presentan cuerpo obLongo cornprirn~ 

do lateralmente y escarnas ctenoides. Son organismos de aguas 

lénticas, someras, claras o turbias¡ prefieren aguas cálidas 

de fondo lodoso y toleran altas salinidades, incluso más altas 

que Las del agua de mar. Su rango óptimo de temperatura se en­

cuentra entre los 20º-35ºC para su reproducción y crecimiento. 

Se encuentran restringidas a la isoterma mundial de 20°C, aun-

. que su temperatura letal mínima esta entre los 8 y l:QºC y la -

máxima entre los 38º Y 39°C. 

Las tilapias pueden soportar concentraciones de oxígeno -

disuelto en el agua relativamente bajas. son organismos eurih~ 

*. . . 
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linos que alcanzan un mayor crecimiento en aguas salobres. su 

desarrollo 6ptimo se da en un pH de 7~8 aunque son capaces de 

resistir rangos de 5 a 11. 

Son especies micr6fagas omnívoras, lo cual les confiere_ 

un carácter de peces forrajeros. Las tilapias tienen prefere~ 

cias planct6fagas alimentándose también de plantas superiores, 

algas filamentosas, detritus vegetales y pueden ser alimenta­

das con cualquier tipo de alimento arti~icial o con desperdi­

cios de semillas. Por ello son consideradas como importantes_ 

transforamadores de desechos y subproductos. 

En estado natural las tilapias maduran, sexualmente alr~ 

dedor de los nueve meses, en relaci6n a la especie. En estan­

ques alcanzan la maduraci6n sexual en nueve semanas dependie~ 

do de la temperatura y·de la especie. El n11mero de 6vulos li­

berados es de aproximadamente 600 influenciado, al igual que_ 

en los casos anteriores por el tamaño 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 convencionales sobre acuicult~ 

ra, entre los factores biol6gicos que han de ser tomados en -

cuenta para el cultivo de una especie dada y para el mejor -­

aprovechamiento del recurso, están las condiciones eco~6gicas 

y el ciclo biol6gico del pez que se desee cultivar. 

t • 
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En cuanto a los factores eco16gicos básicos que.deben ser 

tomados en cuenta tenemos: la distribuci6n natural de la espe­

cie~ el habitat, as! como la informaci6n referente a los hábi­

tos alimenticios, con la finalidad de analizar el aprovecha--­

miento que pueden tener dichas especies al ser introducidas a_ 

un ecosistema que ofrezca ventajas adaptativas para su cultivo 

Con respecto al conocimiento adecuado del cic1o bio16gico 

de 1a especie en cuesti6n, es necesaria informaci6n básica re­

ferente a su fecundidad; hábitos reproductivos, desarro1lo go­

nádico y comportamiento reproductivo as! como el tipo de incu­

baci6n de los huevecillos a fin de poder anal.izar los recursos 

con los que contamos y as! evaluar las posibilidades de incre­

mento en 1a producci6n. 

Sin embargo, es importante tomar en cuenta la procedencia 

de la especie que se desea cultivar pues existe un debate so-­

bre la conveniencia e inconveniencia de transferir especies de 

un pa!s a otro, aunque de acuerdo con Sevilla ~1981), -~as esp~ 

cies dulceacu.!col.as ya han alcanzado un alto grado de disper-­

si6n geográfica, como es el. caso de l.a carpa, la trucha, la t,! 

lapias, l.a lobina negra, etc., l.as cuales tienen actual.mente -

una distribuci6n mundial.. 

Las til.apias presentan caracter.!sticas de gran valor den­

tro de la acuicul. tura en re·laci6n con los par~etros antes m~ 

cionados ya que, en cuanto a condiciones ecol6gicas estos org~ 

nismos presentan alta resistencia a condiciones adversas extr,2 

• 



mas y gran adaptabi~idad a hábitos exclusivos de otras espe-­

cies, así como la capacidad de resistir bajas concentraciones 

de oxígeno disuelto en el agua. 

Otro carácter de no menor importancia es su tolerancia a 

las temperaturas extremas que aunada a su capacidad de resis­

tir un amplio rango de salinidad, incrementa su capacidad pa­

ra adaptarse a diferentes habitats. 

10 

En lo que se refiere a su ciclo biológico, apreciamos que 

las tilapias presentan un gran potencial reproductivo debido a 

que estos organismos alcanzan su maduración sexual a muy tem-­

prana edad, carácter que a trav~s de un manejo adecuado puede_ 

ser aprovechado en el aumento de la producción. 

En estos organismos existe la posibilidad de realizar cr~ 

zas entre las diferentes especies dando como resultado peces 

con características mejoradas provenientes de la hibridación 

de genotipos, obteni~ndose individuos con mayor resistencia a_ 

condiciones adversas. 

La evaluación de las ventajas que ofrece el cultivo de -­

las tilapias hace patente el valor potencial de estos organis­

mos .con respecto a la producci6n 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 países como_ 

Israel, India, Jap6n. En Europa, Alemania, Francia, URSS. En -

Norteam~rica: E.E.u.u. (Lousiana, Florida, California, Alaba-­

ma), en M~xico. En Centroam~rica (Nicaragua, Costa Rica) Cari-

# • 
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be (Cuba, Puerto Rico). Sudamérica (Colombia, Pera, Brasil). 

En México, las tilapias fueron introducidas en el año de 

1964 con fines de cultivo. Actualmente se encuentran en la may~ 

r!a de los cuerpos de agua en donde la temperatura les permite_ 

su reproducción y crecimiento. Sevilla (1981) propone cuatro zo 

nas pisc~colas en nuestro pa!s indicando la zona cálida como la 

apropiada para el desarrollo y crecimiento de las tilapias don­

de la temperatura fluctaa entre los 25° y 30ºC. Esta zona abar­

ca casi toda la planicie costera y desde el nivel del mar hasta 

los 900 mts. de altitud. 

La introducción de las Tilapias a nuestro pa!s ocurre en --

1964 (Rosas, 1976 tomado de Vera 1985), siendo T. mossambica, T 

nilotica y T. melanopleura las cuales fueron procedentes de 

Ausburn, Alabama en U.S.A y depositadas en Temazcal Oaxaca. 

Las tilapias pueden presentar una reproducción excesiva que 

trae como resultado la producción de peces pequeños de talla no 

comercial debido a la pr~sencia de hembras en la población, lo_ 

cual desde el punto de vista de producción, resulta incosteable 

puesto que ést~s desaprovechan la energ!a suministrada por el -

alimento utilizándola con fines reproductivos y no con fines de 

crecimiento como es el caso de los machos. Esto incide en la 

disminución 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 

i . 



inadecuado control de los stocks, trae como resultado una repro-

ducci6n incontrolada en los estanques que reduce cual.quier rend~ 

miento econ6mico posible. 

A raíz de la aparici6n de este problema se ha recurrido,-

al. cruzamiento de especies genéticamente puras que producen pro-

genie monosexual. masculina. Esto es posible debido al sistema de 

determinaci6n sexual de estas especies, el cual. parece estar co!!!. 

puesto por una interacci6n entre factores autos6micos y a los 

cromosomas sexuales, en donde la suma obtenida de dicha interac-

ci6n puede dar como resultado un genotipo masculino. 

Las especies de til.apias más utilizadas en distintas partes_ 

del mundo para realizar cruzamientos para la reproducci6n de h!-

dridos 100% machos tenemos: Tilapia ~' Tilapia mossambica, -

Tilapia hornorurn, Tilapia galil.ei, Til.apia nigra, Tilapia macro­

chir, Til.apia vul.cani, Tilapia mel.anopleura, Til.apia rendall.i y_ 

Til.aoia zill.i. 

En México se introdujeron en el año de 1980-1981 especies de 

T. hornorum y T. mossambica ésta ait.iina de una linea genética a~ 

bina con la finalidad de producir cultivos de h1bridos 100% ma--

chos resuitantes de La cruza de estas dos especies. 

Algunas de Las cruzas en las que existe informaci6n de la o.Q_ 

tenci6n de cuitivos monosexuales de tilapias 100% machos son: 

Tilapia mossambica o 
+ 

X Til.apia hornorurn d" 100% (Hickl.in 1960) 

Tiiapia nigra ~ X Til.apia hornorurn d' 100% (Pruginin 1967 

• . 
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T. nilotica ~ X T. variabilis <5' = 100% (Pruginin 1967) 

T. nilotica ~ X T. macrochir d' = 100% (Jalebert 1970) 

T. nilotica ~ X T. ~ ó' = 100% (Fishelson 1962) 
.' 

T. mossambica ~ X T. macrochir d'= 100% (McAndrew l983b) 

T. ni gr a ~ X T. leucostica d' = "95% (Pruginin 1967) 

Sin embargo, para la Obtención de estos fenotipos mascuLinos 

es necesario realizar las cruzas a partir de especies puras y d~ 

bido a la carencia de un método de controL de ~stas, ha existido 

infiLtración de genotipos de otras especies, lo que ha creado un 

decremento en el porcentaje de machos en las cruzas. La cruza de 

la especie parental con sus h1bridos debido a que es dificil la_ 

identificación de éstos por su gran semejanza durante La separa­

ción de los stocks puros puede producir la infiltración mencion~ 

da anteriormente. Este fenómeno también puede deberse aL escape_ 

de individuos de otras especies provenientes de estanques cerca-

nos .'!Avtal.ion 1982). 

Por lo ~nterior se ha recurrido a la electroforesis como_ 

un método alternativo en 1.a resoluci6n de este problema, a fin -

de obtener marcadores géneticos en diversos sistemas. prote1nicos 

que nos ayuden a la ictentificaci6n de las especies parentales y_ 

sus híbridos, ~Avtal.ión ~974, 1976, 1982; Chen y Tsuyuki, 1970;-

Herzberg, 1978; McAndrew, 1983 a; camacho, 1984). 

As! pués la importancia de las tilapias en 1.a acuicultura 

# • • 
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depende, del incremento en 1a proctucci6n de alimentos que pueda 

ser producido. Las tilapias constituyen ademas una herramienta_ 

de gran utilidad en la investigaci6n aplicada a 1a acuicultura_ 

debido a su mecanismo de determinaci6n sexual, que parece ser -

poligénico y/o multialélico (McAndrew 1983b¡. 

ELECTROr'ORESIS: 

La electrotoresis es un método ampliamente utilizado en bi,2. 

química y en diversas areas de la biología, con la finalidad 

del estudio de las proteínas principalmente, as! como de otras_ 

moléculas de gran importancia en los seres vivos. El método ti~ 

ne como principal finalidad la separaci6n de las proteínas de -

un compleJo molecular con base en sus propiedades ácido-basicas 

con e1 objeto de estudiar cualitativa y cuantitativamente las -

proteínas separadas. 

La electrotoresis consiste en la uti1izaci6n de las propie­

dades pa=ticulares de las proteínas en so1uci6n debido a que 

muestran un comportamiento anfotérico. Es decir, son capaces de 

cargarse positivamente o negativamente en re1aci6n al pH del m~ 

dio en el que se encuentran. Esta propiedad particular de po--­

seer una carga eléctrica esta dada por la ioni~aci6n de los gru 

pos R de sus cadenas de aminoácidos de la proteína as! como de_ 

los grupos carboxilo ~COO-) y amino _1NH+y terminales. La capac~ 

dad de las proteínas de poseer dicha carga esta en re1aci6n con 

su punto isoe1éctrico de la proteína, que es e1 pH en e1 cual -

dicha proteína no posee carga neta, es decir, e1 n13mero de car-

j¡ • 
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gas positivas y negativas es igual, de tal manera que al estar -

la molécula en un pH ácido en relaci6n con su punto isoeléctrico 

tendrá una carga positiva neta y si se encuentra en un pH básico 

tendrá una carga negativa. 

Si esta porteína poseedora de una carga neta se coloca en 

una solución o en un medio de soporte como el agar, y es sometí-

da a un campo eléctrico, ésta se desplazará hacia el electrodo 

correspondiente. Cada proteína posee un n1lmero de cargas segun 

el n1lmero de grupos ionizables de tal manera que su movilidad 

electroforética es distinta por lo que existen diferencias en la 

migraci6n de las proteínas hacia los electrodos, lo que hace po­

sible separar las distintas proteínas de un complejo. 

Existen dos tipos de electroforesis convencionales; la prim~ 

ra que es la electroforesis libre, en donde las prote!nas se en­

cuentran en un soluci6n tamponada, desarrollada primeramente por 

Tisélius en 1930 y es la predecesora de todos los métodos actua-

les. La segunda que es la"electroforesis de zona en donde la so­

luci6n de proteínas es puesta en un medio de soporte semis6lido_ 

como: almid6n 6 agar. 

La electroforesis de zona es uno de los métodos más utiliza-

dos actualmente en bioqu!mica debido a que poseen una mayor cap~ 

cidad de resoluci6n. En esta se encuentran diversas variantes de 

acuerdo al medio de soporte del que se trate, de este modo tene­

mos que son utilizados como medios de soporte el gel de almid6n, 

agar, sílice, poliacrilamida y acetato de celulosa. 

En los geles de almid6n y poliacrilamida se logra una resol~ 
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ci6n más elevada debido a que en este tipo de geles es posibie -

la regulación del tamaño del poro, obteniéndose as! la separa--­

ción de las proteínas con base en su carga y su tamaño molecular 

El gel de poliacrilamida se ha utilizado ampliamente en la 

separación de las prote!nas ya que-ofrece una mayor resolución 

de las bandas en comparación con el gel de aLmid6n, adem&s de -­

que al ser un pol.!mero Sintético su mane30 es más f~cil. 

En esta terma la electroforesis constituye una herramienta 

de gran utilidad para el hombre, pués ha encontrado diferentes 

aplicaciones dentro deL campo de la investigaciOn cient!f ica as! 

como en la diagnosis cL!nica y en diversas industrias. 

ISOENZ'!MAS: 

El término 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 La estructura de sus molé­

culas. Estas isoenzimas pueden estar presentes en una sola espe-­

cie de organismos e incluso en una misma céluLa. 

Aparentemente las·isoenzimas están codificadas por genes dif~ 

rentes de ah! que su secuencia y composición de amino&cidos sea -

diferente, por lo que la existencia de estas formas maltiples de_ 

una enzima pueden ser detectadas mediante la electroforesis. 

Al estar las isoenzimas determinadas genéticamente, su bios!_!! 

tesis y sus cantidades reLativas se encuentran reguladas mediante 

un mecanismo genético. De esta manera es posible encontrar Los di:_ 

versos tipos de una isoenzima en una diferente concentraci6n en -

diversos tejidos e incluso en distintos organeLos de una célula._ 
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Este es el. caso, de la LDH ·(Lactato-deshidrogenasa? la cual es­

ta formada por dos cadenas polipept!dicas diferentes; la cadena 

M y H, la primera presente en grandes cantidades en el masculo_ 

esquelético y la segunda abundante en el masculo del. coraz6n, -

1Lenhinger, 1981). 

Existen cinco isoenzimas de l.a LuH, l.as cual.es estan const~ 

tuidas por las diferentes combinaciones de las subunidades M y_ 

·H; ~4 , M3 H, M2H3 , y H4• Estas isoenzimas de la LDH catalizan la 

misma reacci6n pero difieren en sus val.ores de Km y Vmax., de -

ah! la di±erencia existente en las cantidades relativas de los_ 

distintos tejidos. 

Estas diferencias sugieren que las isoenzimas en general 

tienen una distribuc16n espec!fica en los diferentes tejidos 

por lo que es posible que a su vez ~stas tengan igualmente cieE. 

ta distribuci6n en una poblaci6n de organismos l.a cual está de­

terminada por ractores del medio externo, aunque este patrón de 

variaci6n en la ctistribuci6n no sea visible en la estructura y_ 

funcionamiento de l.os organismos .• 

Las isoenzimas rueron estudiadas primeramente por Market y_ 

colaboradores en 1959 quienes propusieron el término de isoenz~ 

mas para determinar este tipo de variantes enzimáticas.Se han -

propuesto diversos conceptos estructurales para explicar la he­

terogeneidad enzimática (Wilkinson 1970) • 

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

l.as subunidades son las responsables de la variaci6n. 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 estas poseen 

(Fishman, 1967 tomado de Wiikinson, 1970), lo que les confiere 

diferencias en su carga eléctrica. Para las colinesterasas, - -

Bernsohm y colanoradores \1961) sugieren un mecanismo de polim~ 

rizaci6n en diferentes estados. 

Las esterasas están inclu!das en el grupo de las hiarolasas 

dentro de las cuales encontramos también a las fosfatasas alca­

linas. Agustinsson (1961), divide las esterasas en tres grupos_ 

de acuerdo a su movilidad eiectrotorética en el gel; la ~s r~­

pida ,. la arylesterasa, se encuentra en la regi6n de la albt1mina 

y es cercanamente seguida por la aliesterasa en .la región de la 

alfa globulina. La m~s lenta es la colinesterasa entre la re--­

gi6n de la alfa y beta glooulina.· Estos tipos de esterasas han_ 

sido encontrados en plasma de varias especies de organismos en_ 

donde hay variaci6n en sus movilidades electroforéticas aunque_ 

las especificidades de sustrato fueron similares. 

~xisten problemas en cuanto a la consideraci6n de las este­

rasas como isoenzimas debido a que éstas poseen un amplio rango 

ae especificidad a diversos sustratos, con muy pocas aiferen--­

cias en cuanto a la preferencia por los diferentes sustratos. -

En general estas enzimas hidrolizan enlaces éster. Por su parte 

las aliesterasas nidrolizan un amplio rango de ésteres alipáti­

cos mientras que la arylesterasa hidroliza ésteres arom~ticos y 

las colinesterasas hidrolizan colinesteres \Wilkinson, 1970). 

• • 
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Al igual que las isoenzimas de la LDH, las esterasas también 

son encontradas en aiferentes cantidades en los distintos teji-­

dos de un organismo. Ecobicnan y Kalow, 1961 (tomaao de Latner -

1968) hicieron estudios de las esterasas de suero sanguíneo e --

hígado humanos ooteniendo patrones diferentes. En peces se han -

encontrado principalmente aiiesterasas y colinesterasas, esta úl 

tima en bajas concentraciones. 

La deteccion de las isoenzimas en general aespués de la elec 

troforesis, es llevada por medio ae las técnicas ae tinci6n his-

toquímica desarrolladas por Hunter y ~.arket en 1957 \Shaw, 1970) 

y estan basaaos en la detecci6n de la actividad de las enzimas -

al aplicarles un sustrato, por medio de sales de diazonio gue se 

ligan al proaucto de la reacci6n enzimática dando como resultado 

el patr6n de oandas en el gel. 

Las isoenzimas han sido, aesde su descubrimiento, de gran in 

terés para los científicos de tai manera que en la actualidad és 
• 

tas han llegado a tener una gran importancia en diversos campos_ 

de la bioiogía y la medicina. Shaw (1965) inaica que muchas de -

sus aplicaciones resultan ael polimorfismo que muestran las iso­

enzimas al ser estudiadas meaiante técnica eiectrororéticas. En-

tre ellas están: 

a). Los marcadores genéticos en estudios ae linaJe. 

b). La caracterizaci6n de líneas celulares cultivadas, en las 

cuales pueden proveer informaci6n sobre su funci6n y difere~ 

ciaci6n celulares. 

# 
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c¡ En estudios ontogenéticos. 

d) En el análisis de la estructura compleJa de subunidades de -

enzimas. 

e¡ . En medicina son uti!izadas para la detecci6n de célu!as can­

cerígenas, además de ser importantes en el diagn6stico clín~ 

co de algunas enrermedades. 

La ap!icacion de las isoenzimas como marcadores genéticos, 

tiene gran importancia en !a acuicultura ya que provee de méto-­

dos auxiliares que permiten un mejor aprovechamiento de los re-­

cursos mediante métodos de monitoreo genético tales como los si­

guientes: 

l. En la identificaci6n de !a progenie resultante de las cruzas 

para preservar o mantener !a pureza de las líneas. 

2. Facilitan !a realizaci6n de pruebas genéticas al otrecer dis~ 

ños experimentales como e! caso de la crianza maltiple de di­

ferentes grupos genéticos, reduciendo el namero de estanques_ 

necesarios para esta finalidad. 

3. En la elaboraci6n de estructuras tamiliares complejas, para -

análisis genéticos en la producci6n de nuevas características 

en los individuos. 

El estudio de !as variaciones genéticas expresadas en !as 

isoenzimas, detectadas e!ectrororéticamente, ofrecen un campo 

muy amplio en la investigaci6n científica lo que puede ser apro­

vechado en la creaci6n de nuevos métodos capaces de auxiliarnos_ 

en la soluci6n de diversos problemas, en el área de genética 

principalmente. 
# • 
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OBJETIVO: 

La principai finalidad de este trabajo es el estudio de las 

esterasas provenientes de ia mucosa su~erficial de ios peces c~ 

rrespondientes a las poblaciones de Tiiapia que son cultivadas 

en las piscifactor!as del Estado de Morelos, incluyendo a sus -

h!bridos, con objeto de evaiuar la factibilidad de que constit~ 

yan un marcador genético de gran ut~lidad en la identificaci6n_ 

de las poolaciones de Tilapia a nivel de individuos y de que -­

auxilie en la resoluci6n de la problemática existente en cuanto 

a la producci6n de la progenie h!brida. El uso de la mucosa su­

perficial permite mantener vivos a los organismos muestreados -

con el fin de elaborar técnicas de monitoreo genético eri donde_ 

las metodolog!as 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 colaboraci6n nara~ 

ja) y Tilapia hornorum procedentes de estanques destinados a es­

pecies reproductoras de la piscifactor!.a del Estaao de Morelos -

en Zacatepec; en donde se realizan cruzas para la producci6n de_ 

dichas especies reproauctoras. 'l'ambién fueron an.alizadas mues--­

tras de h!.bridos resultantes de las cruzas de estas dos especies 

Estos organismos h!.bridos fueron procedentes de la pisci~actoria 

El Rodeo, también ubicada en el ~stado ae Morelos. Después de h~ 

ber obtenido las muestras, estas fueron congeladas y transporta­

das al laboratorio de Genética de organismos acuáticos del Inst~ 

tuto de Ciencias del Ma·r y Limnolog!.a en la Universidad Nacional 

Aut6noma de México para el análisis electroforético correspon--­

diente. 

Reactivos utilizados: 

Los procedimientos electroforéticos utilizados en este trab~ 

jo fueron llevados a cabo en geles de poliacrilamida al 10% se-­

g~n la técnica propuesta por Fehrnstrom y Moberg (19771 en donde 

se utilizaron los siguientes reactivos: 

Acrilamida {MercK) 

Bisacrilamida \Sigma) 

Persulfato de amonio 

TEMED 

22.2 

0.6 

3.0 

0.1 

gr. en 

gr. 

ml. O.lM 

ml. 

100 ml. de agua dest. 

• . ~ . 
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Sistema de bu~fers.-

Durante la electroforesis se utilizó un sistema de buffers -

aiscontinuo consistente en dos tipos de buffer: 

\1) Tris-Glicina ptt 8.9; para el cátodo: 

6.32 gr. áe Tris \sigma). 

3.94 gr. ae Glicina \Merck) 

En 1000 ml. ae agua destilada 
y desionizada. 

(2) '.l'ris-HCL buffer pH B.l; para el .:!:nodo: 

12 • .l gr. de Tris (sigma) 

50 ml. de HCL lN 
En 1000 ml. de agua destilada 

y desionizada. 

Preparación de los geles.-

En la elaboración de los geles se utilizó la técnica seguida 

por Fehrnstrom y Moberg tl977), en donde la polimerización del -

gel es llevada a cabo en un aispositivo formado por una placa de 

plástico sobrepuesta a otra placa de vidrio, ambas unidas por 

pinzas y selladas por una liga ae varios mm. de grosor. Después_ 

de haber preparado la solución de acrilamida, ésta ~ue introduci 

aa al dispositivo mencionado anteriormente y se guardó en refri-

geraci6n durante 24 nrs. para su polimerizaci6n. El gel se prep~ 

r6 de la siguiente manera: 

Buffer Tris-Glicina ptt 8.9 

Solución de poliacrilamida 

*Se aplicó un vacio aurante 20 segundos 

Persulfato de amonio O.!M 

TEMED 

33.0 ml. 

29.7.ml. 

3.2 mL 

*finalmente se aplicó nuevamente vacío por 20 segundos. 

# • 
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Preparación de muestras.-

Se analizó el sistema isoenzirnático correspondiente a ias e~ 

terasas, para la obtención y preparación de las muestras se si-­

gui6 la técnica reportada por Herzberg (1977) con algunas rnodifi 

caciones de D!az y Oribe.* 

Las muestras utilizadas fueron procedentes de ia superficie_ 

mucosa de las TilaPias la cual fue extraióa con la ayuda de aig2. 

dón esterilizado, raspando la superxicie mucosa del pez y aes---· 

pués difundida en 0.5 ml. de una solución de Trizma O.OOlM (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 viario etiquetados y guardados baJo refrigera­

ción a -4 ºC durante 2q .hrs. antes de realizar .1.os corrimientos -

electroforéticos. 

Material biológico.-

Se estudiaron un tota.1. de 95 organismos, de los cuales 40 c2 

rresponden a Tilapia mossarnbica, otros 40 fueron de Tilapia ~ 

~ y 15 correspondientes a los híbridos de estas especies. -­

Los organismos muestreados fueron seleccionados de una talla pr2_ 

medio de 15 a 20 cm. ae longitud total. 

Técnica electroforética.-

En la realización de los corrimientos electroforéticos, -

*Lab. de Genética de org. acuáticos. 

* .. 
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fue seguida la tecnica descrita por ~·ernstrom y Mooerg (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 ae refrigeraci6n. Los corrimientos fueron iniciados,­

en todos los casos, con una preelectroforesis sin muestras a 222 

Volts, 400 rnA y 2Bu Watts de poder durante 30 minutos con el pr~ 

p6sito de limpiar al gel ae impurezas e impregnarlo a su vez de 

las soluciones amortiguaaoras, todos los corrimientos se realiza 

ron a una temperatura de 9°C. Después de esto, se colocaron las_ 

muestras en Los pozos de gel y se realiz6 una preelectroforesis 

con muestras durante lU minutos con el fin de compactar la mues­

tra con una corriente de 25u mA conservando las mismas condicio­

nes de voltaJe y poder. Al pasar este tiempo se comenz6 la elec­

troforesis a una corriente de 4~0 rnA sin cambios en las otras va 

·riables de voltaje y poder. Los corrimientos tuvieron una dura-­

cidri de una hora con 15 minutos en promedio. Se utiliz6 azul de 

bromofenol como indicador frontal de la electroforesis. 

Luego de haber concluido los corrimientos se procedio a la -

tincidn histoquímica de Las esterasas ae acuerdo con la técnica 

descrita por Shaw y Prasad (1970). 

Después de la revelacidn de las izoenzimas mediante la técn~ 

ca mencionada anteriormente, se coLoc6 La placa en una soLuci6n_ 

desteñidora a base ae etanol-ac. acético y agua destilada, con -

el fin de eliminar el exceso de colorantes durante algunos días 

# 
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haciéndole varios cambios de soluci6n hasta que el gel qued6 t~ 

talmente aesteñido, Posteriormente se coloc6 el gel en una solu 

ci6n preservadora a base de rnetanol-glicerol-ác.acético en agua 

destilada, durante una hora aproximadamente. Después de este -­

tiempo se elirnin6 el exceso de soluci6n y se coloc6 encima una 

placa de plástico para su conservaci6n. Finalmente se tornaron -

las impresiones totográf icas correspondientes sobre un negatos­

copio y se guardaron los geles para análisis posteriores. 

Tinci6n histoqujjnica.-

Después ae los corrimientos se revelaron las esterasas me-­

diante la tinci6n de la actividad enzimática en el gel desarro­

llado primeramente por Hunter y Market (1957), también llamaao 

método del zimograma. El sustrato utilizado para la actividad -

enzimática fue el alfa y beta-naftil acetato y detectado media~ 

te una sal de diazonio. En la elaooraci6n de La mezcla revelad~ 

ra formada por el sustrato y el colorante se emplearon las si-­

guientes sustancias: 

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

alfa-naftil acetato (Sigma) 60mg 

beta-naftill acetato (Sigma) 

Acetona (BakerJ 

Agua destilada 

Colorante (Sal de diazonio¡ : 

Azul Rá'.pido RR \Fast Blue, Sigma¡ 

60mg 

3ml 

3ml 

200mg 

i . 



O.SM Tris-HCL, pH 7.1 

Substrato (alfa y beta-naftil 1%) 

Agua aestilada 

20m1 

6m1 

174ml 
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Al término de la electroforesis, l~ placa es colocada en es 

ta soluci6n incubándola a temperatura ambiente de 15 minutos a 

2 horas o hasta que aparezcan las bandas. Los reactivos as! co­

mo las soluciones, deben ser preparadas y mezcladas unos cuan-­

tos minutos antes de ser utilizados debido a que se descomponen 

fácilmente en unos cuantos minutos. 

Densitometr!a.-

Después de haber realizado las impresiones fotográficas de_ 

las placas, se elaboraron los electroferograinas correspondientes 

y posteriormente se procedió a la lectura de las placas en un 

desint6metro LKB 2202 programable. se analizaron los patrones de 

bandeo mediante un equipo de computación Apple IIe conectado al_ 

desint6metro obteniéndose as! las gráficas correspondientes ade­

más de los valores de las intensidades de cada una de las bandas 

presentes en el gel. Para las lecturas en el densit6metro fueron 

seleccionados los patrones de bandas más definidos y más repre-­

sentativos de cada poblaci6n analizada. Dichas gráficas son mos­

tradas en las figuras 3,a-b-c. 

En el análisis de los resultados se obtuvieron las frecuen-­

cias observada y esperada de acuerdo a la ecuaci6n de equilibrio 

de Hardy-Wainberg, obteniéndose las frecuencias génicas y genotf 

i . 
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picas de las esterasas para cada población 

Posteriormente se realizó una prueba de x 2 entre dichas fre 

cuencias, para los loci que presentaron variación alélica, con_ 

el fin de confirmar si las diferencias existentes en sus fre---

cuencias son debido al azar. 

La movilidad relativa (Rf) para cada banda obtenida corres­

pondiente a cada una de las enzimas, fue calculada mediante la 

siguiente fórmula: 

Distancia 
migración 
Largo del 
de seco. 

de 
de la proteína X 
gel despu.::is 

Largo del gel antes 
de fijar 
Distancia de migraci6n 
del bromofenol. 
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RESULTADOS: 

Los resultados de los patrones electroforéticos del sistema 

isoenzimático de las esterasas obtenidas de la mucosa superfi--

cial de las tilapias muestran algunas diferencias interespecíf ~ 

cas en cuanto a la ubicación, número é intensidad de las bandas 

Las bandas presentes en los zimogramas fueron númeradas de 

acuerdo a su movilidad electroforética y denotadas por medio de 

una letra (tabla I) que corresponde al locus genético asignado. 

Así pués, estas f~eron númeradas en el orden correspondiente 

iniciado por la región rápida del gel (región anódica) • 

De esta manera para las poblaciones de Tilapia hornorum y -

Tilapia mossambica los patrones electroforéticos de bandas son_ 

mostrados en la figura l. En estos patrones se observan cinco -

bandas principales que corresponden a tres esterasas; dos de -­

las cuales presentan variación alélica: EST~a' y EST~c', mien-­

tras que la EST~ no manifestó variación alguna. 

En la tabla I se muestra el patrón electroforético obsevado 

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

las bandas así como la conformación 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 relativas (Rf) p~ 

ra cada banda. Asimismo en la tabla III son mostradas las fre--

cuencias genotípicas observadas en las bandas correspondientes_ 

a los loci de las enzimas comparadas con las frecuencias esper~ 

das para cada una. Podemos notar que no existen diferencias si~ 

nificativas en las frecuencias obtenidas lo que está confirmado 
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por la prueba de x 2 

En relación con el híbrido de T. hornorum Y T. mossambica -
aa• 

tenemos que las bandas correspondientes a la EST 1 se mostra--

ron traslapadas no pudiendo ser bien diferenciadas (Fig.l), es­

to puede deberse a que el sistema de buffers utilizado nos per­

mitió su resolución en dos bandas separadas. 

Los valores de Rf (movilidad relativa) se encuentran dados_ 

con su respectiva desviación standart en la tabla II. 

Las gráficas obtenidas por medio del desintómetro, corres--

pendientes a T. hornorum, T. mossambica y el híbrido, fueron s~ 

leccionadas de los mejores geles y de acuerdo con los patrones_ 

de bandas más representativos de cada población, son mostrados_ 

en las figuras 3. a,b,c. junto con los valores de las intensid~ 

des de las bandas obtenidos por el computador. 

Por otra parte podernos notar en las impresiones fotográfi-­

cas as! corno en los valores de intensidad de las bandas, corre~ 

pendientes a las EST~a' junto con la EST~ que presentan valores 

de intensidad muy altos (ver gráfica 3 a-b-c-) en relación con_ 

las restantes. Situación que podemos constatar en la tabla I en 

donde la banda de la EST~ present~ una frecuencia del 100% sup~ 

rando las restantes, lo cual podría ser el significado de la irn 

portancia de esta enzima en esta poblaciones. 
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N.!!. da Locl 

Patrón electroforético de esterasas de las Tilapias .. El número 
en subíndice indica el orden de migración de las bandas inicia 
do desde la región anódica y la letra el locus genético asign~ 
do a la proteína. 

(EST=esterasa) 
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Free= 0.3 1 o Free= l. o o o Free = o. es s 

2 R1 :3.741::t: 0.072 R1= 3.741: O. 072 R1:3.741 :t. O.O 7 2 

Free= l. o o o Free = o. 9 2 o Free = · O. 9 O O 

3 R1 :2.428 :!::: 0.104 R1=2.428± 0.104 R1:2.428 ± 0.104 

Free = o. e o o Free = o. Q 2 o Free= 0.9 o o 

4 Rt:l.970 ± 0.287 Rt=l.975 ± 0.287 Rt:l.975 :0.287 

Free= o. 5 o o Free= o.o., o Free = O. 01 o 

5 R1= 1.0 ee ± 0.143 Rt= 1.oee :!:: 0.143 Rt= toee: o.143 

Tabla II 

Frecuencias génicas y movilidad relativa (Rf) par~ cada una de las 
las bandas correspondientes a las esterasas obtenidas de las oo-­
blaciones de ti lapia. 
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T.-'1...12..J:..nQ.J_ILJIL T.__m_a_s.L..llJllJ¡J_c_CL 

n = 21 n = 21 

L o e 1 Geno t 1 po Fnic. esp Free. obs Free. esp Frac.oba 

a a 10 10 1 2 

1 a o• 9 9 4 1 

a' a' 2 2 1 o 1 2 

e e 5 3 17 17 

3 e e' 1 1 15 4 4 

e' e' ~ 3 o o 

Tabl.a III 

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

dientes a las EST~ª
1

y EST~c' respectivamente. 
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Figura 1 

Electroferoorama de los oatrones de bandas de las esterasas más frecuentes 
en las poblaciones de tilapia estudiadas con su respectivo locus asignado 
y su movilidad electroforética. 



1"H H~ ;;~~~'.~1 --------,.i -...... ~.···,; . - - .. -- . -~-

•ri::~~:.1'.~----------·-.·.~.-•• 1!1117 . i . ___ .:_j 

Figura 2.-
Patrones electroforéticos observados para el sistema isoenzim~­
t ico de esterasas en las poblaciones de tilapia. 

T. mossambica (TH), T. hornorum (TH), y su Hfbrido (HB) 
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DATOS DE INTENSIDAD 
EST 1103 1 SOENZIMAS Ti lapia mossambica 

Pico Posi- Intensidad Intensidad 
# ción 1 .000 % 

''1 19.1 116.7 29.8 

2 20.5 22.1 5.7 

3 32.6 135.0 34.5 

4 60.5 17.9 4.6 

Intensidad tata 1; 391.3 = 100% 
Abs 

8 \\ 

¡\ 
7'. \! 

6 !\ EST~ 

: ~~. '"~ 
31 ~ 

'I 

Figura 3a 

ESTc 
3 

EST~ 

ESTb 
2 

36 

Fecha; 9-seo-86 
(escala 6, abs. 2) 

Pos1c1on 

Gr~fica del patrón electroforético más frecuente de T. mossamblca 
anal izado por el densit6metro en donde se muestran los oicos para 
cada esterasa obtenida asi como sus respe~tivas intensidades. 

*No corresponde a nin~úna banda en el gel 
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DATOS DE 
EST 1102 

INTENSIDAD 
ISOENZIMAS Tilaoia hornorum 

Fecha: 9seo-86 
(escala 6, abs. 2) 

Pico Posi- 1 ntens i dad 
# ci6n 1.000 

22.9 60.1 

2 30.3 39.7 

3 32.3 242.8 

4 40.9 67.0 

Intensidad total; 537.6 = 100% 

Abs 

Intensidad 
% 

11 .2 

7.4 

45.2 

12.5 

9 

6 

o 

ESTJ' 
4 

I \ ES\º' ES~ /\ EST¡oo' 

31 ~-/·-,,'----.~ \---~ 
21 . . . 
,.,_ 

º~'~~-1-~~-+~~-+~~-+~~-+~~--+~~~~ 
Posici6n 

Figura 3b 
r 

Gráfica del oatr6n electroforético más frecuente de T. hornorum 
analizado po~ el densit6metro en donde se muestran los oicos oa 
ra cada esterasa obtenida así como sus resnectivas inte~sidades. 
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DATOS DE INTENSIDAD 
EST-10 ISOENZIMAS TILAPIA (HTbrido) 

Pico Posi- Intensidad 
# ci6n 

1 ·ººº 
28.6 315.18 

2 30.5 247 .3 

3 38.7 491.0 

Intensidad total; 1441.9 = 100% 

Intensidad 
% 

21.9 

17.2 

34.1 

0----¡--------+----+-----+----+--....._- Pos, C• on 

Figura 3c 

Gráfica del patrón electroforético más frecuente del 
hfbrido de T. mossambica y T. hornorum analizado por 
el densit6metro en donde se muestran los pocos para 
cada esterasa obtenida as! como sus respectivas in-­
tens i dades. 
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Fecha; 9-sep-86 
(escala 10, abs 2) 
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DISCUSIO~.-

Los patrones electroforéticos isoenzimáticos ootenidos para 

cada poblaci6n de Tilapia fueron analizados tomando como princi 

pal criterio la presencia o ausencia de bandas, sus caracterís­

ticas de migraci6n en el gel y sus intensidades respectivás. Un 

caracter de gran utilidad fue la interpretaci6n gráfica de los_: 

patrones de bandas por medio de la desintometrfa ya que nos -

ofrece la posibilidad de visualizar de manera más objetiva el 

análisis de datos en comparaci6n con la simplicidad, sin resta~ 

le su gran valor, de una impresi6n fotográfica o de un electro­

ferograma. 

Como primordial punto de discusi6n nos basaremos en la va-­

riaci6n 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 designaci6n 

de los loci corresponaientes a las esterasas obtenidas en los -

patrones electroforéticos fue basado en un modelo de variaci6n_ 

Mendeliana procedente ae estudios realizados sobre genética bio 

química por Utter y colaooradores (1974). 

Dicho criterio se basa en la herencia Mendeliana en donde -

las bandas resueltas electroforéticamente deben darnos patrones 

interpretables basados en hip6tesis genéticas sencillas. Estas_ 

hipótesis se fundamentan en las variaciones de los patrones ob­

servados en organismos heterozigotos en donde han sido obteni--

# • 
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dos cuatro tipos násicos de variaci6n (Shaw 1965, Utter et al.-

1974), los cuales refleJan una expresi6n codominante de ·los al~ 

los (Fig. 4). 

Los patrones a, by c de la figura 4, corresponden a una tf 

pica expresi6n alélica con las respectivas combinaciones de sus 

subunidades. Estos patrones son proteínas que consisten de una, 

dos y cuatro subunidades respectivamente. El patr6n del tipo d_ 

consiste en una proteína dimérica con dos loci; uno fijado y el 

otro polim6rf ico y ha sido onservado por la Malato deshidrogen~ 

sa (MDHI e Isocitrato deshidrogenasa (IDH) (Bailey y colaborad~ 

res 1970, Allendorf y Utter 1973). 

Los patrones a, b y c son reflejo de variaci6n alélica cod~ 

minante. 

De acuerdo con los tipos ae variaci6n alélica citados pod~ 

mos asumir que los patrones ae bandas para las esterasas estu--

diadas se encuentran constituidos por tres loci; dos de los cu~ 

aa' ce' les presentan polimorfismo (EST1 y EST3 ) y el restante, co-

rresponaiente a la EST~ no fue polim6rfico (ver tabla I) • Estas 

enzimas presentan un patr6n de variación del tipo a, es decir,_ 

su estructura fue monomérica constante de dos sununidades que -

corresponden a los alelos a, a• y c,c' respectivamente. 

En re1aci6n al locus correspondiente a la ES~, éste no pre 

sent6 polimorfismo, es decir, su estructura no está formada por 

subunidades por lo cual no presenta variaci6n alélica. A pesar_ 

de que esta banda present6 una movilidad relativa muy cercana a 

# • 
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Figura. 4 

Patrones de variación alélica observada reflejando expresión codominante de dos alelos, 
las combinaciones de las subunldades son dadas con las letras mayúsculas. 1.Homoziaoto 
rápido, 2.Heterozigoto, 3.Homozigoto lento. (Tomado de Utter, 1974) 
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la EST~, 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 present6 en la totalidad de los Órganismos muestrea--

dos. 

De esta manera, dos de las esterasas obtenidas se manifies-

tan como genes polim6rficos cada uno contando de dos alelos; e~ 

tos a su vez teniendo diferentes frecuencias en cada poblaci6n_ 

.de Tilapia estudiada (tabla III) • 

En Tilapia hornorum las frecuencias observadas y esperadas_ 

en los genotipos de la EST~ª' no mostraron diferencia alguna lo 

que nos indica que dicho gen corresponde al de una poblaci6n 

equilibrada tipo Hardy-Weinberg, en donde el gen de este locus_ 

ha estado presente por lo menos en la primera generaci6n. Con -

ce' respecto a la EST 3 las diferencias entre las frecuencias (ob-

servada y esperada), no fueron significativas de acuerdo a los_ 

resultados de la prueba estadística x2 • 

En lo referente a la.T. mossambica notamos que las frecuen-

cías observada y esperada en la aa' EST1 presentan algunas dife--

rencias posiblemente debidas al 
. 2 

aza~ (X =3.151 por lo que po---

dr!a existir la condici6n de equilibrio mencionada. En contras-

te con lo anterior, las frecuencias correspondientes a la - - -

EST~c·• no presentaron diferencias aunque mostraron una propor-­

ci6n genot!pica un poco desbalanceacta (17:4:0) que puede deber-

se a una diferencia fisiol6gica fina, que confiere mayor adapt~ 

bilidad a los portadores del gen EST~. 

# • • 
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Por otro lado, las diferencias existentes en las frecuencias 

entre T. hornorum y T. mossambica, ·particularmente con respecto_ 

a la EST~c', podrian ser consideradas corno errores técnicos o r~ 

sultado de una muestra pequeña, o bien no ser considerados como_ 

errores. Esto puede representar una ventaja selectiva para T. --

hornorum o tal vez debido a la gran discrepancia de las frecuen-

cias genotipicas en las poblaciones, existe la posibilidad de --
ce' que la EST 3 haya tenido su origen en T. hornorurn y de esta ma-

nera exista una invasión genética de este gen hacia T: mossambi­

~ puesto que en esta poblaci6n las frecuencias de dicho fueron_ 

bajas en contraste con las obtenidas para T. hornorurn. 

Por otra parte no podemos descatar la posibilidad de que la_ 

ce' alta frecuencia del genotipo heterocigo de la EST
3 

en T. horno 

~ sea un reflejo ael graao de heterocigocidad de esta pobla--­

ci6n en contraste con lo observado en T. mossambica. 

En lo que se refiere al híbrido observamos que las frecuen--

aa' cias para la EST1 correspondieron a un 100% contrariamente a -

las obtenidas para la EST~c' en donde ~xiste cierta discrepancia 

(frec.obs.; 4:3:0 y frec.esp.; 6:1:0) ~on una x 2=2.33, posible--

mente influida por la posible invasi6n ge~~tica arriba menciona-

da. 

Las diferencias intraespecificas encontradas en las poblaci~ 
. ' 

nes de Tilapia, especialmente en la EST~ª podrían ser una herr~ 

mienta de gran importancia para la identificaci6n de las lineas_ 

reproductivas al proporcionarnos un marcador genético capaz ae -

# • 
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resolver la problemática existente en las piscifactorías de Mo­

relos. Para fines de corroborar lo anteriormente mencionado se-

ria recomendable realizar cruzas de laboratorio intra e intere~ 

pecfficas y observar las frecuencias obtenidas de las esterasas 

ya que este trabajo es de tipo prospectivo. 

aa' Por otra parte, en lo que respecta a la EST1 es importan-

te mencionar que tanto en T. hornorum y T. mossambica y el h!--

brido, las bandas integrantes de este locus algunas veces no -­

presentaron una muy buena resoluci6n (en el caso de los organi~ 

mos que tuvieron los dos alelos) presentándose, especialmente.-

en el híbrido, las bandas de dicho locus traslapadas, esto po--

dr!a ser a causa del sistema de buffers utilizado u otra serie_ 

de factores electroforéticos como el tamaño del poro en el gel, 

en el tiempo de corrimiento, etc .. 

Es importante hacer notar ·que la banda correspondiente a la 

ES~ además de presentar una frecuencia del 100% muestra una a~ 

ta intensidad en relaci6n a las demás bandas. Lo que refleja la 

importancia de esta proteína ya que durante el tiempo de incub~ 

ci6n de los geles fue la que present6 una actividad muy marcada 

Esto nos hace pensar que esta proteína es una de las más indis­

pensables, del sistema estudiado, y que ha sido conservada a lo 

largo de la linea evolutiva de estos organismos. 

Otro criterio en que se bas6 el análisis de datos es el que 

se refiere a la intensidad de las bandas que integran los patr~ 

nes isoenzimáticos, y a través de los cuales se encontr6 varía-

~ . 
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ción en las intensidades de sus bandas con respecto a las oh-­

servadas en T. hornOrum y el h:1br·ido (Fig. 3a) • 

Aunque en este tipo de para.metros puede influ:1r de una ma­

nera determinante la concentración de las muestras, además de_ 

otro namero de factores, es importante tomar en cuenta este -­

criterio puesto que de acuerdo con Shaw (1965), la variación -

genética de una enzima no s6lo se debe a la alteraci6n estruc­

tural en la molécula de la enzima, sino también puede ser alt~ 

rada al mismo tiempo la actividad catal:1tica, como es el caso_ 

de la fosfatasa ácida y la anhidrasa carbónica (Hopkinson, - -

1964, Shaw, 1962) en eritrocitos humanos. También otros meca-­

nismos pueden afectar la actividad enzimática, tal vez el más_ 

usual sea el control en la cantidad de la producción de enzi-­

mas sin cambiar su actividad catal:1tica. 

En relación 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 s6lo una e~ 

terasa con estructura monomérica de dos alelos, en donde T. mo 

ssambica presenta la banda con mayor migración electroforética 

que la banda presente en T. hornorum, mientras que el h:1brido_ 

pr,esenta t!istas 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 

tó polif6rmica. Estos resultados son los que más se acercan a_ 
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los obtenido~ en el presente trabajo. 

En otr.•JS aspectos, resulta de gran interés mencionar los r~ 

sultados obtenidos con respecto a algunos corrimientos electro­

foréticos realizados con suero sangu!neo en busca de la prote!­

na sexual masculina, que ha sido reportada por Avtalion(l975 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 encontradas en la regi6n rápida del gel (prealb11mina) por_ 

lo que su resoluci6n es muy dificil la cual depende fundamen-­

talmente del tamaño adecuado del poro en el gel. 

son necesarios un n11mero mayor de trabajos con respecto a_ 

la variaci6n alélica de las isoenzimas en las diversas especies 

de Tilapia que son utilizadas en la acuicultura para la produc­

ci6n .de progenie h!brida con un 100% de machos, con el fin de 

seleccionar cuales especi~s deben de ser utilizadas con dicho 

prop6sito as! como la pureza de tales especies. 

Seria de gran utilidad realizar estudios tratando de am---­

pliar el tamaño de la muestra con el fin de observar con mayor_ 

precisi6n las frecuencias de cada una de las bandas, especial-­

mente en el locus EST~a' para verificaci6n de la utilidad de di 

cho locus como marcador genético. Asimismo es recomendable rea­

lizar cruzas ínter e intraespec!ficas as! como retrocruzamien-­

tos para observar las frecuencias genot!picas y la dominancia 

# • 
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alélica en las generaciones F 1 y F 2 • Además de hacer estudios -

electroforéticos complementarios en este sistema isoenzimático_ 

como la utilizaci6n de inhibidores de esterasas. 

Debe pensarse en tomar alguna decisi6n con respecto al man~ 

jo de las poblaciones de Tilapia, McAndrew (19B3a), propone las 

siguientes: 

a). Si las especies son puras, deben hacerse esfuerzos por man­

tener su pureza y as! poder realizar cruzas para producir 

100% machos. 

b) . Si las poblaciones están 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 h1bridas. 
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CONCLUSIONES: 

El análisis de los resultados obtenidos de los estudios re~ 

lizados en este trabajo con el fin de encontrar un marcador ge- · 

nético que nos sirva de apoyo para la resoluci6n de la problem! 

tica existente en la identif icaci6n de las Tilapia utilizadas_ 

en la acuicultura, podemos asumir lo siguiente: 

La técnica electroforética utilizada en este estudio fue ade­

cuada. La utilizaci6n del gel de poliacrilamida; aGn cuando -

la mayor parte de los trabajos con isoenzimas se hayan reali-

zado en geles de almid6n, permiti6 una mayor resoluci6n de --

las enzimas estudiadas. 

Los patrones isoenzimáticos encontrados en las tres poblacio-

nes de Tilapia estudiadas, mostraron claras diferencias inter 
1 

e intraespec1ficas. Las diferencias en la EST~ª podr!a ser--

vir como marcador genético en la identif icaci6n de las pobla­

ciones híbridas. 

- Los resultados nos muestran que probablemente existe cierto -

grado de hetericigocidad o hibridaci6n en la poblaci6n de T._ 

hornorum usada como línea reproductiva en las piscifactor!as_ 

del Estado de Morelos. 

Los patrones electroforéticos obtenidos en el presente traba­

jo difieren en cierto grado con los resultados obtenidos por_ 

otros autores que han estudiado este sistema, lo cual puede -

ser debido a la utilizaci6n de técnicas electroforéticas dis-

tintas o bien a que es posible que las poblaciones estudiadas 

sean distintas. 
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