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RESUMEN.

Con el propbésito de encontrar marcadores genéticos
atiles en la identificacién de las poblaciones central y
surefia de la anchoveta Engraulis mordax de la corriente de
California, se analizaron electroforéticamente las esterasas
de misculo, corazén, ojos y suero sanguineo asl como las

hemoglobinas y transferrinas provenientes de muestras de

sangre. La distribucién de las frecuencias alélicas
muestran poca divergencia genética entre estas entidades
poniendo de manifiesto la existencia de flujo genético
considarable entre ambos demes, marcado por valores bajos en
el 1indice de Wright para 1los 1loci polimérficos. Las
diferencias de las frecuencias alélicas encontradas en las
distintas colectas probablemente sean consecuencia de una
estructura heterogénea de la poblaciédn central en Ensenada
B.C. formada por varias entidades reproductoras.

e 55 .
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I.- INTRODUCCION.

El incremento de la actividad pesquera en nuestro pais
debido a diversos factores como el numero de especies
explotadas, el aumento en el namero de cooperativas
pesqueras y de la flota dol sector privado, sunado a la
demanda de un mayor abasto de proteina animal para fines
industrisles o alimenticios, asi como a la necesidad de la
qntrada de divisas al pais, ponen en riesgo la estabilidad
de los ecosistemas marinos y en consecuencia la explotacién
de los recursos del mar que ofrecen los extensos litorales
mexicanos.

Resulta entonces de gran importancia la planeacién de
la explotacién de dichos recursos de tal forma que permita
el mantenimiento de 1las pesquerias a largo plszo. Al
respecto existen diversos estudios enfocados al
establecimiento y mantenimiento de éstas, tales como los de
la biologia de las especies y su din&mica poblacional, asi
como otros de indole taxonémico, sin embargo, es importante
resaltar la relevancia que tienen los estudios genéticos
cuando se desea la planeacién de una pesqueria, puesto que
en muy pocas veces 8son tomados en consideracidn por
desconocimiento o© desinterés, tanto por parte de 1la
comunidad cientifica, como por las personas involucradas en
el establecimiento y administracién de las pesquerias.

En la actualidad existen numerosos estudios dirigidos a

resaltar la importancia de la delimitacién genética en las
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poblaciones pesqueras (Allendorf y Utter 1979, Allendorf et
al 1987, Utter et al 1974, Utter 1986, McAll 1986, Gall 1986
y 1987, Hedgecock 1986, Pella y Milner 1987, Smith et al
1989, Ryman 1987) cuando se desea su sprovechamiento éptimo.

El manejo de las pesquerias segin Everhart y Youngs,
(1981) se define como la aplicacién de los conocimientos
cientificos &a problemas pesqueros para lograr un éptimo
rendimiento de dichos productos. Entre més amplios seen los
conocimientos interdisciplinarios enfocados al manejo de las
pesquerias, seré&n més factibles el control y administracién
de las mismas.

De acuerdo con Allendorf et al (1987), la perspectiva
de desarrollo de la genética aplicada al manejo de las
pesqueriss es de gran importancia a corto plazo, puesto que
la sbundancia y caractéristieas de las poblaciones pesqueras
no pueden ser conservadas Gnicamente mediante el equilibrio
entre las capturas y el reclutamiento de individuos, ya que
no existe la certeza de saber si en dichas capturess, la
muestra es representativa del total de la poblacién, en
términos de variabilidad genética

La prpcervacibn de los recursos genéticos de una
poblaciétn se basa principalmente en la conservacién de la
diversidad genética de la misma, 1la cual puede verse
disminuida por factores como el aislamiento reproductivo, la
seleccidn prolongada, deriva génica y la endogamia
(FAO/UNEP, 1981). Esta disminucién trae como consecuencia la
pérdida del potencial de adaptabilidad ya que se propicia la
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disminucién en la frecuencis de genotipos heterocigotos los
cuales, segiun se ha demostrado, son los que presentan a
menudo los indices de supervivencia mayores o tasas de
crecimiento relativo superiores (FAO/UNEP, 1981). De esta
manera, al ser explotada una poblacién pesquera es
importante 1la determinacién de su estructura en términos
genéticos mediante 1la identificacién de las subpoblaciones
que la forman, para evitar una mayor presién selectiva en
algan sector especifico de la poblacién o la interrupcidn
del flujo de genes, disminuyendo con esto su potencial de
variabilidad y produciendo asi un dafio en sus TIecursos
genéticos.

Es importante mencionar que la subdivisiétn de una
poblacién en entidades pesqueras denominadas "stock" no esté
respaidada en eqtudios que establezcan diferencias genétiéas
entre dichas entidades. El término stock se aplica a una
poblacién que estd siendo capturada y administrada,
correspondiendo a una actividad enteramente humana; las
subpoblaciénes son grupos de individuos con cierto grddo de
aislamiento genético que se aparean frecuentemente entre -1 8
y en pocas ocasiones con los individuos de otras
subpoblaciones, representando unidades biolégicas bien
definidas (Hedgecock, 1986). Un stock puede estar formado
por una o varias subpoblaciones (Cushing 1975), lo cual debe
tomarse en consideracién si se desea administrar en forma
adecuada una pesqueria. La validez del concepto de stock ha

sido previamente discutida por diversos autores (Alkutov




ot At
—
2

1981, Alkutov y Salmenkova 1987, Hedgecock 1986, McCall
1986).

Existen diversos métodos para determinar la estructura
de las poblaciones icticas como el marcaje o etiquetaje de
los individuos (Cushing 1975), la determinacién de
caracteres meristicos (Vrooman et &l 198l1), asi como 1los
estudios de din&mica poblacional y electroforesis.

El estudio electroforético de las proteinas es un
mbtodq en el que se basan frecuentemente los genatisfas, ya
que aborte informacién confiable sobre la expresidn directa
de los genes resultando en patrones de bandas con los cuales
es posible detectar diferencias a nivel individual,
poblaciahél @ incluso entre subpoblacionas, para ser
utilizédol en estudios diversos de indole sistemético,
filogenético y evolutivo (Avise 1975).

Es importante la utilizaci6én de los conocimientos
resultantes de los distintos estudios tendientes a
diferenciar las subpoblaciones que conforman una poblacidn,
ya que permiten acercarse a la meta de lograr el Optimo

rendimiento de la pesqueria sin el menoscabo del recurso.
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IXI.- ANTECEDENTES.

Las anchovetas (Engraulis mordax. Girard 1854) son
peces de la familia Engraulidae comprendida en el orden

Clupeiformes, que forman parte de la clase Osteichthyes

(Greenwood et al 1966).

SegGin la descripciétn de Whitehead et al (1988), son

organismos de cuerpo delgado, elongado, més que redondeado

transversalmente. Hocico bastante puntiagudo, maxila

moderada, extremidades puntiagudas, llegando casi al borde
posterior del preopérculo, proyecténdose mé&s all&d del
extremo de la segunda supramaxila; el extremo de la
mandibula inferior debajo del nostrilo. La parte inferior
del arco branquial con 37 a 45 branquiespinas largas Yy
dolgidan, ausencia de branquiespinas en la superficie del
tercer arco en la regiétn epibranquial. Origen de la aleta
anal bajo la base de los radios de la litima dorsal o un poco
atrds. Una banda plateada al costado en individuos jévenes
desapareciendo con la edad. El1 alto nimero de branquiespinas
las distingue de todas las especies de Anchoa del Pacifico.
Distribuida al este del Pacifico norte (parte norte de 1la
Isla Vancouver hasta Cabo San Lucas, Baja California)f
Longitud total de 24.8 cm. y una longitud promedio de entre
12 y 14 cm. en las edades 2 y 3. Habita aguas pelégicas
usualmente costeras formando grandes cardimenes.

La pesqueria de la anchoveta es una de las més

importantes en el pais, junto con las de la sardina y del




atin, mismas qQue se localizan en una zona de alta
productividad, la Corriente de California. Esta pesqueria
constituye hasta un 20% de las capturas totales de peces a
nivel nacional y aunque no es utilizada\ para consumo humano
directo, representa una fuente importante de proteinas para
la elaboracién de alimentos destinados a la engorda de
animales forrajeros (Wadsworth, 1974b), a través de su
transformacién en havrina de pescado, constituyendo del 2 al
108 del contenido proteico de estos productos. Asimismo, de
la anchoveta se obtiene aceite con fines comestibles e
industrisles. Beumer (1974) ha propuesto diversos métodos

para el procesamiento de la anchoveta y su utilizacién para

8l consumo humano.

Wadsworth en (1974a) considera a las anchovetas de las
costas de California y Bﬁja California como uno de 1los
mayores recursos no utilizados de Norteamérics y sefiala que
la mitad del stock, aproximadamente esté& disponible en el
&rea des Baja California. Ello representa un enorme potencial
econdmico para nuestro pais si se calcula uns posible
captura anual de un millén de toneladas aproximadamente, de
acuerdo con las estimaclones hechas por Vrooman y Smith
(1971) de ls biomasa desovada en el &rea de investigaciones
de CalCOFI, cuyo valor es de 10 millones de toneladas
aproximadamente.

Las anchovetas son peces peligicos que se localizan con
frecuencia en las zonas de surgencias (Polanco at al 1987).

Dichas é&reas se caracterizan por una aslta productividad, en




especial las localizadas en aguas templadas. Cushing (1975)
ha gefialado cuatro Aareas principales de surgencias que se
localizan en las costas de Peru, California, Bengala y las
islas Canarias.

Lags surgencias de California son causadas por
corrientes con limite este, cuya caracteristica es ser
anchas y lentas, frias y de baja salinidad, y cuyo flujo se
realiza en direccidén hacia el Ecuador.

Los indices de surgencias presentan ciclos anuales
amplios con valores minimos en los primeros meses del afio y
valores méximos en los meses de junio y julio (Escudero,
1984). En el sistema de corrientes de California y durante
los meses de noviembre a enero, exigste una corriente
superficial en direccitdn norte que evita la formacidén de
surgencias, sin embargo en primavera los vientos del norte
dilipah dicha corriente reapareciendo 1la corriente de
California hacia el sur y dando lugar a las gurgencias.

La temperatura superficial cercana a la costa se ve
afectada notablemente por el transporte de aguas frias
durante las surgencias. Sin embargo la temperatura promedio
se encuentra entre los 16 y 20 grados centigrados ,
alcanzéndose los valores minimos en febrero y marzo y 1los
méximos de septiembre a octubre (Escudero, 1984).

La distribucién de 1las anchovetas esté8 marcada
notablemente por los grudientes de temperatura y turbulencia
causados por las surgencias, principalmente en las &reas de

desove. Por comentarios hechos por pescadores de Ensenada y




Puerto San Carlos se sabe que la anchoveta no aparece en
zonas de aguas célidas ni extremadamente frias; Baxter
(1967) encontrd un intervalo de distribucidén de 1las
anchovetas que varia de 14.5 a 20 grados centigrados para
adultos y de 13 a 17.5 grados para huevos y larvas. Sin
embargo, se tienen registros de migraciones verticales
durante el dia y la noche junto con las segregaciones del
plancton. Mediante experimentos realiza‘dos en el laboratorio
de la Academia de Ciencias de California (Polanco et al
1987), " se demostrd que las anchovetas tienen marcadas
preferencias por bajas intensidades de luz y, de hecho, las
capturas realizadas por las embarcaciones se llevan a cabo
en aguas superficiales durante la noche.

Asimismo, a finales del invierno 1las anchovetas
realizan migraciones mar adentro, en direccidén suroceste,
coincidiendo con su pico de desove (Cushing 1975, Gallardo
1985a, Polanco at al 1987) y retornan para dispersarse a
partir de marzo, aprovechando la época de surgencias en
donde encuentran una gran disponibilidad de alimento para
los diferentes estadios de desarrollo.

Diversas subpoblaciones de 1la anchoveta norteila
Engraulix mordax han sido descritas. El primero en citarlas
fué Hubbs en 1925 a partir de muestras colectadas en la
Bahia de San Francisco al sur de California. Baséndose en
caracteristicas tales como el numero de vértebras,

proporcién de la cabeza, longitud, hébitos y distribucién,




eatablecié dos subespecies: Engraulix mordax mordax vy

Engraulix mordax nanus.

Mas tarde McHugh y colaboradores (1951) mencionaron la
presencia de tres subpoblaciones de la anchoveta del norte
con base en estudios de caracteres meristicos Y
morfométricos. Los limites de 1las poblaciones fueron
ubicadas: 1) en las costas de la Columbia Brité&nica hasta el
norte de California, 2) en el sur de California hasta el
norte de Baja California y 3) en las costas de la parte
central de la peninsula de Baja California hasta el sur de
la peninsula (Fig. 2.1).

Por otro lado Vrooman gt al (1981) basados en estudios
morfométricos, meristicos y electroforéticos, corroboraron
la presencia de dichas subpoblaciones, encontrando una
estructura genética de las transferrinas formada por cuatro
alelos codominantes cada uno controlando la formacidén de una
proteina, cuyas frecuencias genéticas se distribuyen en
relacién con la distribucidén geogréfica de las
subpoblaciones. '

Hedgecock at al (1989) a su vez, realizaron anédlisis
electroforéticos en doce loci, de diferentes enzimas, a
partir de muestras tomadas de la subpoblacién central.
Encontraron polimorfismo en B8 de éstos, los cuales fueron
heterogéneos estadigticamente en su distribucibén, es decir,
presentaron diferencias en su estructura genética en
muestras colectadas en puntos cercanos, lo que evidencia gue

el stock central de 1la anchoveta Engraulix mordax no
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Figura 2.1, Subpoblaciones de 1a anchoveta
Engraulis mordax Jocalizadas en la corrien-
to Jdo California (Tomado de Vrooman et al
1981).




corrasponde & una subpoblacién discreta, sino que dentro de
esta misma existen diferentes poblaciones adaptadas
probablemente a diferentes épocas de desove.

Gallardo (1985a y b) determindé los patrones de edad y
de crecimiento de la anchoveta del norte en las costas de
Baja California correspondientes al stock central vy,
baséndose en el andlisis de otolitos, encontré diferencias
entre dos poblaciones de anchoveta denomin&ndolas norte Yy
sur. Chiasppa (1988), en muestras tomadas de ese mismo'stock
sefiala la presencia de tres zonas diferenciadas por
caracteristicas hidrogréficas segin los reportes de 1la
CalCOFI en 1958, asignando la presencia de una poblacién
para cada zona Y estableciendo diferencias en la talla
prpmedio principalmente.

La pesqueria de la anchoveta tuvo su origen a raiz del
descenso brusco causado en el stock de la sardina, fenomeno
que, l.gﬁp varios autores, propicid el aumento en el stock
de anchoveta. McCall (1980) discute 1la posibilidad de un
decremento del stock de 1la anchoveta anterior al de la
gsardina causado por condiciones oceanogréficas desfavorables
para la anchoveta y su posterior recuperacién, debido a que
los censos de larvas realizados por la CalCOFI durante 1940
y 1941 indicen una biomasa de desove de entre 2 y 3 millones
de toneladas; 8l mismo tiempo que la biomasa de la sardina
correspondié a 1.3 y 2 millones de toneladas, por lo que

supone que ambas especies uxistieron simulténeamente.




Por otra parte Escudero (1984), en estudios més
recientes, menciona que la pesqueria de la anchoveta ha
mostrado un }mportante decremento ya que se viene
sustentando cada vez més, al paso del tiempo, en organismos
juveniles que no han alcanzado tallas reproductivas por 1lo
que s8e ha causado una inestabilidad en 1la estructura
poblacional y con esto una disminucién de los volaimenes
capturados del recurso.

Por otro 1lado, en una cronologia realizada por la
Secretaria de Pesca (Polanco gt al 1987) sobre las capturas
de la anchoveta, se muestra gque esta pesquerfia tuvo un
crecimiento intensivo de 1975 a 1981, afios en los cuales se
lograron capturas por encima de las 100 mil toneladas
anuales; en 1979 se alcanzaron las 200 mil toneladas anuales
y en 1981 se lograron las mayores capturas en la historia de
la pesqueria con 300 mil toneladas. Posteriormente, se da un
descenso brusco en las capturas alcanzéndose s6lo 78 mil
toneladas en 1983 e incrementéndose ligeramente en los
subsiguientes afios 1984, 1985 y 1986 rebasando por muy poco
las 100 mil toneladas en el uUltimo afio.

El descenso en la pesqueria de la anchoveta observado a
partir de 1982 se cree que fué originado por el fendémeno
oceanogr&fico conocido como "El Nifio" que tuvo grandes
repercusiones en los afios de 1982-1983.

Fiedler_ et al (1986), pusieron de manifiesto los
trastornos causados en la poblaci6tn de anchovetas durante

“El Nifio" de 1982-1983, atribuyendo a este fendémeno un
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descenso en la fecundidad, crecimiento lento en adultos y
Juveniles durante 1983, wuna baja considerable en el
reclutamiento en ese mismo afio y un alto indice de
mortalidad en larvas.

Por otro lado Parrish at al (1986) han sefialado que las
poblaciones de peces pelégicos son particularmente
suceptibles a un colapso, caso en el que parece encontrarse
la anchoveta, y que la alteraciétn de la estructura de edades
del stock que se da bajo una presién de sobrepesca tiene,
grandes efectos sobre la fecundidad y la estacionalidad del
desove, debido a la gran dependencia que la fecundidad y la
proporcidén de sexos tienen con la edad.

Las anchovetas son consideradas desovadores parciales

a causa de que lo hacen durante todo el afio, y debido a 1la

dificultad de caracterizar sus estados de madurez gonadal

(Tepia at_al 1988). Estos organismos presentan dos umbrales
de desove, correspondientes, el primero a finales de
invierno y principios de la primavera, y el segundo, en los
meses de otofio (Escudero 1984, Parrish at al 1986, Polanco
at al 1988 y Tapia ot al 1988). Parrish at al (1986) sefialan
que la anchoveta desova hasta catorce veces al afio; una vez
por semana durante los meses pico de desove. La fecundidad
absoluta promedio es de 13,861 huevos/gramo de peso
corporal; la talla de la primera madurez es de 96 mm de
longitud patrén (Hunter y Macewicz, 1980); dato concordante
con la informacién de Baxter (1967) quien reporta la talla

de primera madurez entre los 90 y 100 mm, alcanzada durante




el primer afio de vida de las anchovetas. Para el cuarto éafio
de vida y una longitud de 150 mm, el 100% se encuentran
maduras.

Por otro lado la fecundidad y proporcién de sexos son
marcadamente dependientes de la edad (1a relacién hembra-
macho es de 0.83 : 1 en la edad uno y 2.01 : 1 en la edad
chatro) por lo que 1a_reduccibn en la composicién de edades
como resultado de una sobrepesca, tenderia a reducir el
potencial de fecundidad de 1la poblacién Yy disminuiria 1la
longitud del periodo de desove (rParrish_et al 1986).

La anchoveta puede vivir de tres a siete afios, aunque
en las pesquerias se encuentran escasamente individuos de
cuatro afios de edad. No obstante se han registrado
organismos de hasta siete afios (Baxter 1967). Las longitudes
méximas gue alcanzan las anchovetas se encuentran entre los
120 y 200 mm de longitud patrén (Clark y Phillips 1952,
Baxter 1967, Gallardo 1985b) alcanzando el 80% de esta

longitud en su primer afio de vida (Chiappa 1988).El

crecimiento esté comprendido en dos etapas anuales; una de
crecimiento rapido durante el verano y otofio (Parrish_et al
1986, Fiedler_et al 1986) anterior al desove Y otra de
crecimiento lento durante el invierno y primavera (Gallardo,
1985a).

Chiappa (1988) ha informado sobre el régimen y hé&bitos
alimenticios de la anchoveta Engraulix mordax. Las
anchovetas se alimentan por filtracién del plancton y el

mordisqueo a las presas. Su dieta se basa principalmente en
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diatomeas y dinoflagelados, los cualés constituyen el 50% de
dicha dieta y estando presentes en menor escala 1los
protozoarios, los crustdceos y los huevecillos; la
diversidad de especies aumenta conforme disminuye 1la
latitud. Asimismo, la dieta varfia con la edad estando
formada por un mayor volumen de diatomeas y dinoflagelados
en los grupos mas jévenes y sustituyendo un volumen
importante de estos uUltimos grubos por crustéceos y larvas
de moluscos conforme aumenta la edad. Por otra parte, Power
(1986) ha sefialado que una de las principales causas de la
mortalidad larval en la anchoveta es el canibalismo.

Por otro lado Baxter (1967) sefiala que el principal
competidor de 1la anchoveta nortefia es 1la sardina del
Padifico Sardinops sagax, aunque se sabe que la anchoveta
tambien compite con los juveniles del pez sable Anoplomg
fimbria (Polanco _et al 1987). A su vez la anchoveta
constituye el principal alimento de 1la albacora, el atin de
aleta azul y del bonito, entre otros.

Muchas poblaciones de peces de importancia econémica,
en especial los pelégicos (Smith at al 1989), se encuentran
en &reas oceénicas segregadas en diferentes grupos O stocks
desovadores formando subpoblaciones que se definen como una
fraccién de una poblacién cuya principal caracteristica es
gser autosuficientes geneticamente (Marr 1957a). Son grupos
de peces que se entrecruzan mds o menos al azar entre ellos
mismos y en ocasiones con otros sectores de la poblacién

total; son unidades naturales definidas por limites de




cruzamiento (Hedgecock 1986) y una de las ventajas de los
estudios electroforéticos es precisamente identificar 1la
estructura de tales poblaciones con base en caracteristicas
genéticas y de esta forma contribuir a la preservacién de
las poblaciones pesqueras dando criterios alternos para la
planeacién y administracién de dichos recursos.

Se han realizado también algunos estudios
electroforéticos en las anchovetas de otras regiones en el
mundo, como es el caso de Kalinina y Kalinin (1984) y
Kalinin y Kalinina (1985), quienes analizaron diferentes
loci polimérficos en dos razas de la anchoveta Engraulix
encrasischolus del Mar Negro y el Mar Azov, diferenci&ndolas
ambas con base en las frecuencias alélicas de la isocitrato
deshidrogenasa (IDH) y de las esterasas de masculo.

Por su parte Grant (1985) utilizé marcadores
bioquimicos para cuantificar el aislamiento gen&tico entre
los distintos stocks de la anchoveta africana Engraulix
capensis no encontrando diferencias significativas en las
correspondientes é&reas de desove.

Los estudios de las isoenzimas han sido valiosos para
detectar la estructura poblacional de diversos grupos de
peces, como es8 el caso de los realizados por Seeb Yy
Gunderson (1988), quienes cuantificaron la variabilidad
genética y estructura poblacional de la perca del Pacifico
(Scpastes aulutus) bas&ndose en el andlisis electroforético
de 25 loci, mientras que Hassan-Al (1988) detectéd

polimorfismo presente en 1l1la enzima superoxidasa (SOD),
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diferenciando dos subpoblaciones distintas de la anchoveta
Thryssa hamiltoni, en aguas iraquies.

En estudios realizados por Shaklee et al (1983) se
evalué el grado de heterocigocidad del Marlin azul (Makaira
nigricans) identificando, a través del estudio de 23

sistemas enzimAticos, varios stocks correspondientes a

distintas zonas de desove, con caracteristicas

oceanogréficas diferentes.

Dempson et al (1988), registraron variaciones
intrapoblacionales en las frecuencias alélicas de un locus
monomérico en las esterasas de suero sanguineo del salménido
salvelinus fontinalis del Atléntico Norte, encontrando
diferencias entre las clases anuales de edad en relacién a
los cambios de températura estacionales.

En un andlisis realizado por Jorstad y Naevdal (1989)
en el bacalao del norte de Noruega Gadus morhua, se
encontraron diferencias entre los distintos stocks
reportados anteriormente de las muestras colectadas en
diferentes afios en una misma localidad, sugiriendo una
estructura poblacional por mosaicos en relacién a tiempo y
espacio.

Okamoto (1989), realizé estudios en 17 1loci
resultantes de la expresién de once enzimas, encontrando
diferencias en las frecuencias alélicaes de la LDH-2,
distinguiendo dos grupos de peces del género Ammodytes en

el norte del Pacifico, genéticamente diferentes y aislados




reproductivamente, separadndolos as{i, en dos especies
simpétricas.

Han sido realizados también estudios electroforéticos
de enzimas en tinidos con el fin de distinguir las diversas
especies con base en las diferencias de alelos fijados en
uno o més loci (Sharp, 1978, citado por Dotson y Graves
1982) de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
encontréndose que para cada tipo de atin existen alelos
peculiares, que permiten su fécil identificacién.

Existen asimismo un gran nimero de trabajos que
tratan acerca de las posibilidades de la aplicacién de 1la
electroforesis en la resolucién de problemas biolégicos como
la 1dent1ficacibn(de especies, de la filogenia (Avise 1975 y
Ferguson 1974), la seleccidn natural (Shaw 1965,
Kirpichnikov 1973a y 1981, Ferguson 1980), en la acuacultura
(Hedgecock et al 1976), y en estudios de las estructuras
poblacionales, (Allendorf y Utter 1979, Allendorf y Phelps
1981, Hedgecock 1986, Allendorf et al 1987, Smith 1989),
entre otros.

Dentro de los usos més relevantes de la bioguimica
genética sin duda se encuentra la deteccién de marcadores
genéticos en poblaciones de organismos éultivados (Hedgecock
et al 1976) para la creacién de un stock reproductor, como
es el caso de los estudios realizados por Allendorf y Utter
(1973) en poblaciones de peces introducidas en algunos rios
del estado de Washington E.E.U.U. Dichos estudios también

resultan valiosos cuando se desea saber los efectos




genéticos de 1la introduccién de peces en poblaciones
nativas.

Los datos genéticos provenientes de la electrofor-sis
representan igualmente métodos utiles en 1la cuantificacién
de 1la selecciédn natural, en donde continuamente se ha
tratado de relacionar las propiedades de las isoenzimas con
los factores ambientales (Tsuyuki y Wolf 1964, Kohen 1969),
con respécto a la distribucién geografice de las poblaciones
de pecesb Y del mantenimiento selectivo del polimorfismo
genético, lo que a su vez también tiene implicaciones
importantes en el manejo de pesquerias.

De esta forma, la electroforesis se ha convertido en
una herramienta muy importante capaz de resolver diversas
problemédticas dentro de las ciencias biolégicas, a través de
la utilizacién de dgtos genéticos resultantes de la

expresién directa de 1los genes involucrados en 1la

‘conformacién de las isoenzimas Y otras proteinas. Esta

metodologia resulta de gran auxilio al generar datos que

podrian complementar otros estudios enfocados a un mejor

aprovechuniento de los recursos naturales, especificamente

el de las pesquerias.




I1I.- OBJETIVO.

A fin de contribuir a una caracterizacién mas objetiva
y al mejdr manejo del importante Trecurso pesquero
congtituido por las anchovetas, se realizé un estudio de
tres sistemas proteinicos (esterasas, hemoglobinas Y
transferrinas) provenientes de muestras representativas de
las subpoblaciones central y surefia de 1la anchoveta
Engraulis mordax, en basqueda de marcadores genéticos que
permitan una identificacién poblacional, mediante
métodologias que involucraron la menor complejidad posible
en equipo y reactivos de tal modo que puedan 8ser
1in‘plemntadoa en el lugar én que sean requeridos por su

accesibilidad y bajoes costos.
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IV.- MATERIALES Y METODOS.

Las anchovetas fueron obtenidas a partir de varios

muestreos realizados en dos localidades, tratando de que

éstas estuvieran lo més lejanas posibles con el fin de
evitar 1la sobreposicién de 1las muestras debido a las
constantes migraciones de estos organismos: el Puerto de
Ensenada B.C. para la subpoblacién central y el Puerto San
Carlos B.C. Sur (Fig. 4.1) para la subpoblacién surefia.

En el puerto de Ensenada, las anchovetas fueron
obtenidas de los viveros de las embarcaciones de pesca
deportiva, en donde son mantenidas vivas después de haberlas
capturado en las bahias cercanas al puerto, hasta que son
utilizadas como carnada en la pesca recreativa.

En Puefto sSan Carlos, en donde se localiza una de las
principales plantas enpacadoras de atin del Pais y €8 un
punto importante de entrada de embarcaciones, los organismos
fueron recolgctado- de las embarcaciones atuneras, las que 8
su vez colectan los peces en la Bahia Magdalena o en las
costas de la isla localizada frente a esta bahia y que
recibe el mismo nombre (Fig. 4.1).

Después de la recolecta de los organismos vivos, éstos
fusron traslsdados al Laboratorio de Genética de 1la
Universidad Auténoma de B.C. en Ensenada, para la extraccién
de las muestras d@ sangre las cuales se realizaron a partir

de la vena caudal del pez con jeringas hipodérmicas de 1ml y

una solucién de heparina al 2%. En otros casos se extrajeron
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Fieura 4.1, localizacibn de las zonas de
muestreo para las subpoblacijones central
(Ensenada) y sureia (Puerto San Carlos)

de 1a anchoveta Epgraulis mordax
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con una solucién de citrato de sodio 0.1M. Posteriormente,
los peces fueron rotulados y congelados junto con 1las
muestras de sangre para ser trasladadas al Laboratorio de
Genética de Organismos Acuéticos del Instituto de Cioncias
delAMar Yy Limnologia de la UNAM. En Puerto San Carlos el
proceso antes mencionado de extraccié4n de las muestras de
sangre se llevd a cabo a bordo de las embarcaciones de pesca
de Atin.

Se realizaron cuatro muestreos durante el afio de 1989
(Tabla 4.1); el primero en el puerto de Ensenada B.C.
durante el mes de mayo, el segundo se llevo a cabo
nuevamente en Ensenada en el mes de octubre y finalmente la
dltima colecta se realizé en Pto. San Carlos B.C. Sur en
diciembre en donde se obtuvieron, simulténeamente,
organismos procedentes de la subpoblacién central de
Ensenada consideréndose éste como el cuarto muestreo.

.En afios anteriores, 1987 y 1988, fueron realizados
otros muestreos en las mismas localidades en donde el ndmero
de muestras de esterasas corridas fue pequefio (15), siendo
las hemoglobinas y ‘transferrinas los principales sistemas
trabajados en dichas colectas (Tabla 4.2)

Las muestras de sangre extraidas fueron procesadas en
el laboratorio segin la técnica descrita por Vera-Mufioz
(1985) para la extraccién de las hemoglobinas, transferrinas
Yy suero sanguineo y la cual se muestra en la figura 4.2.

Fueron tomadas muestras de los tejidos de corazétn, ojos

y midsculo, de los individuos colectados, para el corrimiento




ENSENADA SAN CARLOS
FECHA Musc| Olos | Cor |Musc| Ojos | Cor
MAY -1989 63 36 46 -- -- --
OCT-1989 33 33 33 -- -- --
NOV-1989 38 38 62 | 100 | 100 | 93
TOTAL .184 | 107 | 131 | 100 | 100 | 98

Tabia 4.1.- Recolectas reaiizadas y nUmero de organismos
procesados de (08 diferentes tejidos analizados para las

subpobiaciones central y surefia de E. mordax.




ENSENADA | SAN CARLOS
FEOHA No DE ORG No DE ORG.
JUN-1988 -- 11
OCT-1988 37 --
MAY -1989 61 --
AGO-1989 -- --
OCT-1989 29 --
NOV-1889 -- 456
TOTAL 127 o *567 -

Tabla 4.2.- NOmero de organismos recolectados durante (08
muestrecs realizados en las subpoblaciones central y
surefa de Engraulls mordax.
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Flgura 4.2.- Técnica utilizada para |a obtencidn de las
hemoglobinas y transferrinas a pertir de las muestras de
sangre de |os organismos colectados.




de las esterasas. La solucién extractante utilizada fué el
buffer Tris-~Glicina pH 8.9 en todos los casos. Después de
extraidas las muestras fueron refrigeradas junto con la
solucién de buffer, para la obtenciétn de las proteinas de
cada tejido por difusiédn de las mismas.

-Las muestras fueron corridas en geles de poliacrilamida
maediante electroforesis horizontal, en un equipo LKB
consistente de dos cubas y un sistema de refrigeracidtn, a
450mA y 8 grados centigrados durante aproximadamente dos
horas segin la técnica descrita por Fehrnstrém y Moberg
(1977). El1 sistema de buffers utilizado fué discontinuo,
constando de una solucién de Tris-Glicina pH 8.9 para el
c8todo y otra dq Tris-HCl pH 8.1 para el &nodo.

Los gaién utilizados fueron preparados a una
concentracién del 10% mediante una solucién de acrilamida,
bisacrilamida, persulfato de amonio, buffer Tris-Glicina pH
8.9 y TEMED, permitiendo su polimerizacién y después se
almacenaron en refrigeracién hasta su utilizacién.

Después de los corrimientos electroforéticos, los geles
fueron tefiidos mediante 1la tincidén para las esterases
descrita por Shaw y Prasad (1970), utilizéndo como sustrato
el alfa y beta naftil acetato (Diaz-Jaimas 1987) y una sal
de diazonio (Azul répido RR) para la deteccién de 1la
actividad de la enzima y posteriormente se obtuvieron los
patrones de las esterasas de misculo, ojos, corazén y suero

sanguineo.




Las hemoglobinas, transferrinas y suero sanguineo
fueron reveladas a través de la tincién convencional para
proteinas mediante la utilizacién de una solucién tefiidora a
base de metanol, &cido acético y azul Coomassie.

Posteriormente a la tincién, los geles fueron puestos
en una solucién destefiidora por varias horas y finalmente en
una solucién preservadora para su andlisis posterior.

El anéAlisis de los resultados consisti® de tres partes
para cada sistema trabajado: a) La obtencién de los
electroferogramas y con estos los fenotipos y sus
frecuencias, b) El célculo de las frecuencias genotipicas
esperadas y la prueba de hipétesis, y c) La obtencién de los
dendogramas y lag distancias taxonémicas.

a) Elaboraciéon de los electroferogramas.

Después de los corrimientos y la respectiva tincién de
los geles, éstos fueron puestos sobre un negatoscopio para
la obtencién de los electroferogramas los gque permitieron
detectar varios fenotipos, que se muestran en las figuras
5.2a, b, ¢, 4, 5.4 ¥y 5.5 con las respectivas frecuencias de
aparicién de cada fenotipo y de cada banda (electromorfo)
resuealta.

La nomenclatura de los loci detectados asi como su
interpretacién fué establecida de acuerdo con Allendorf y
Utter (1979) y Utter et al (1987), cuyos criterios se basan
usualmente en la evidencia de patrones de bandas predecibles
en los heterocigotos; cuando se trata de un mondmero, dimero

y tetrédmero dados por dos, tres y cinco bandas




respectivamente (Shaw 1965; Utter et al 1974). Otras
evidencia importante es 1la expresién paralela de la
variacién en diferentes tejidos de un organismo, ya quo tal
expresién es una confirmacién del polimorfismo genético. La
nomenclatura se basa en una abreviacién para designar a la
enzima que representa el loci codificando hla proteins, y
cuando se da el caso de formas multiples de una cniima, se

inclqyo un nimero que va en ascenso partiendo de la region

mas anédica del gel.
b) Frecuencias genotipicas.

La obtencién de las frecuencias genotipicas esperadas
del locus polimérfico se realizé a partir de las frecuencias

observadas mediante la siguiente f6rmula (Smith 1970):

P= (2x + y)/2n
Q= (y + 2z)/2n

Donde: Xx+y+z=n
x, z son los homocigotos

y son los heterocigotos

Del procedimiento anterior se obtuvieron las
frecuencias esperadas en base a la ley de Hardy-Weinberg las
cuales fueron evaluadas a través de una prueba de Xi
cuadrada (Cannings y Edwards 1969, Elston'y Forthofer 1977)

con un grado de libertad, para establecer los niveles de




significancia de 1las diferencias encontradas entre 1las
frecuencias observadas y calculadas.

El grado de heterocigocidad (h) como una medida de la
variabilidad, para el 1locus polimérfico reportado fué
calculado mediante; h=l1-X1i donde Xi es la frecuencia del
alelo 1 (Nel y Roychoudhury 1974, Shaklee et al 1983).

c) Elaboracién de dendogramas.

Los dendogramas fueron obtenidos mediante matricez que
incluyeron los niveles de las bandas y su frecuencia de
aparicién en cada fenotipo resuelto, a partir de las cuales
se calcularon las distancias taxonémicas promedio (DTP)
Sokal (1961). Este coeficiente se calcula a partir de la

siguiente fOrmula:

n .
S x5 — x5 )
DTP i—1

R I

Donde:
n= namero de caracteres (columnas)
Xij= valor del caracter i en la especie J

Xik= valor del caracter i1 en la especie k

En la DTP, la méxima similitud corresponde al cero y

los valores de minima similitud tienden a infinito.

—
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El célculo de 1la DTP y 1la elaboracién de 1los
dendogramas 8Se realizé mediante el programa estadistico
SYSTAT versién 3.0 (Copyright 1986) el cual utiliza el
mé~odo de ligamiento simple sugerido por Crisci y Loépez
(1983) pars la elaboracién de los dendogramas que sefialan la

DTP entre cada uno de los muestreos realizados.
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V.~ RESULTADOS.

En las figuras 5.2a, b, ¢, 4, 5.4 v 5.5 se muestran los
fenotipos encontrados asi como su frecuencia de aparicién en

los corrimientos de hemoglobinas, transferrinas y esterasas

de los diferentes tejidos analizados, tanto de 1la

subpoblacién central (Engsenada) como de la surefia (Pto.

Carlos). Asimismo,

San

en la parte inferior se muestra el nimero
total de electromorfos detectados asi como su porcentaje de

aparicién (frecuencia relativa) en los corrimientos.

ESTERASAS. -

Los _patrones electroforéticos de las esterasas
onconttndql en los tejidos de misculo, ojos, corazén y -uofo
sanguineo (Figuras 5.2a, b, ¢ y d, respectivamente),
muestran una gran similitud en cuanto al numero y movilidad
electroforética de las bandas detectadas, lo cusl indica al
parecer, que no existe heterogeneidad de esta enzima en los
tejidos analizados. Exilten, sin embargo, excepciones en el
plasma sanguineo (Fig. 5.2d) en donde estuvo ausente la
banda corrsspondisnte a una proteina detectada en misculo,
corazén y ojos con una frecuencia relativa del 100% (Figs.
5.2a8, b y c). Los fenotipos Ae-Ge pertenscen al puerto de

Ensenada, mientras que los sefialados con Ap-Fp corresponden

a Puerto San Carlos.
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ESTERASAS DE MUSCULO

ENSENADA

00/134 817184 20/194 17184 0/184 1/134 17134

PTO. SAN CARLOS

67/100 16/100 5/100 8/100 1/100 ©/100

(-] [ ]
[ '
A6 Be Ce De Ee Fe Qe Ap Bp Cp DOp Ep Fp
frec % frec®
1 2 1 06 L N | 1 o !
EST1aa’ 95.6 EST1ae’ o0
98.5 04
44.8 20
EST2b 100 EST2b 100

Flgura 6.2a.- Fenotipos de las esterasas de musculo
y frecuencias de aparicldn de cada electromorfo en las
subpoblaciones central y surefia de E. mordax. ‘




ESTERASAS DE OJOS

ENSENADA PTO. SAN CARLOS
66/107 24/107 18/107 3/107 27107 2/907 1/60 7/107 327100 807100 17100 27100 1/100 47100
— c—— ——
AEEREE S
Ae Be Ce De Ee Fe Ge He Ap Bp Cp Dp Ep QGp
frec % frec®
14.9 [ 3
@2.56 : 1)
EST1aa’' EST1aa'
87.2 <],
42 s
EST2b 100 EST2b 100

Figura 6.2b.- Fenotipos obtenidos de las esterasas de ©jo ¥y
frecuencias de aparicidn de cada slectromorfo en las subpo-
blaclones central y surefa de la anchoveta E. mordax.




ESTERASAS DE CORAZON

ENSENADA PTO. SAN CARLOS
30/131 85/131 107131 7708 60/03 17/08
Ao Be Ce Ap 8p Cp
frec % frec %
77.1 02.8
EST1aa’ EST1aa’

87.8 8.7
EST2b 100 EST2b 100

FIG §.2¢.- Fenotipos obtenidos y trecuencias de aparicidon
de cada electromorfo de las esterasas de corazdn en las
subpoblacliones central y surefa de |a anchoveta E. mordax




ESTERASAS DE SUERO SANGUINEO

ENSENADA

14777 g0/77 /7T a1 A7 WY

PTO. SAN CARLOS

30/88 2/88 ¢/858 T/88 24/85 10/88

A6 Be Ce De Ee Gp le Bp Cp Ep Fp Gp Hp
frec % frac %
! 1 40.8  a— 2.4
EST1aa’ 86.1 EST1aa’ 74.1
98.7 83.5
és8.8 84.7

Fig 8.2d.- Fenotlpos obtenidos de las esterasas de suero
sanguineo y frecuenclas de aparicldn de cada electromarfo
en |as subpoblaciones central y surefia de E. mordax.




El andlisis de 1los fenotipos Y sus patrones de bandas
en cada tejido mostraron la presencia de dos enzimas,
producto de dos loci distintos, determinados en base a las
diferencias en sus movilidades electroforéticas. Egtos
fueron denominados a partir de la regién anéddica del gel
como, ESTlaa' y EST2b de acuerdo a los criterios de
nomenclatura de Allendorf y Utter (1979).

La enzima correspondiente al locus EST2b esta presente
con una frecuencia del 100% en el suero de misculo, ojos y
corazén, mientras que estuvo ausente en el suero sanguineo.

El numero, la frecuencia de aparicién de las bandas y
su locaiizacién en el gel indican 1la presencia de
polimorfismo en el locus ESTlaa’, el cual se comporta como
de estructura monomérica. Estas proteinas se encuentran
estructuradas por una sola unidad (es decir, una sola cadena
polipeptidica), de tal forma que si esta proteina es
codificada 'por dos 8lelos codominantes (a8 y a'), estos
producir&n cada uno una cadena denominada A y A’
respectivamente, distinguibles por su movilidad
electroforétics, originando asi tres diferentes fenotipos
en el gel, dos de los cuales corresponden a los homocigotos
repressntados por una banda sencilla y los heterocigotos
representados por las dos bandas presentes en 1los
homocigotos (Ver fig. 5.1).

Be detectd también la presencis de dos electromorfos no
definidos e inconsistentes en cuanto 8 su intensidad vy

presencia en el gel; uno en la zona intermedia, entre los
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Fig. 6.1.-

dimarica y tetramérica

presado para una proteina monomsarica,

Fenotipos electrotoréticos cuando un locus @8 9x-

y con dos alelos codominantes (a y a'). Utter et al. 1887.




dos loci detectados, y el otro con una movilidad muy similar
a los alelos del locus polimérfico. En el primer caso no se
tuvo la certeza de Qque se tratara de una enzima pues la
banda en el gel aparecié ténuemente después de haberse
realizado la tincién histoquimica para las esterasas Yy
posteriormente, cuando el gel fué puesto en tincién
convencional para proteinas, claramente se tifi6 con azul
Coomassie, 1o que no sucedidé con las esterasas detectadas en
un principio con 1la tincién histoquimica, por 1lo que
posiblemente no se trate de una enzima. Hay que sefialar que
los residuos del azul R&pido RR, después de la actividad
enzimética se impregnan fuertemente en la totalidad del gel
Yy en los recipientes utilizados para contenerlo.
Pdﬂiblmnto represente, asimismo, una enzima cuya
enpecificidad para llevar a casbo su actividad sea en
condiciones fisiolégicas diferentes a las utilizadas en el
estudio.

El l._gundo electromorfo, el cual presenté una actividad
muy reducidas, po.iblemoir{te corrssponda a un ,.‘rytotacto
originadd por el elmacenamiento y/o preservacién de las
muestras o diferentes condiciones ambientales o patoldgicas
de los organismos (Utter et al 1974). No se registrd
evidencia consistente con la cual asociar este electromorfo
con los alelos del locus ESTlaa’ por su proximidad con
estos.

Las frecuencias alélicas del locus ESTlaa’ se presentan

en la tsblsa 5.2 en donde puede observarse que existen

— e




| MUSCULO 0JOS
ALELO | ENSENADA SAN CARLOS ENSENADA SAN CARLOS
a 0.481 0.627 0.467 0.61
0.619 0.472 0.633 0.49
CORAZON SUERO SANGUINEO -

ALELO'| ENSENADA SAN CARLOS ENSENADA SAN CARLOS
0.447 0.664 0.481 0.664
0.663 0.446 0.638 0.446

Tabla 6.2.- Frecuenclas alélicas del locus EST1aa' de las
osterasas on 108 diferentes tejildos analizados de las
subpobliaciones central y surefia de E. mordax.




pequeflas diferencias entre las frecuencias de los alelos a Yy
a‘' de este locus en relacién a la localidad. La frecuencia
del &alelo a' mostrd una ligera tendencia a estar més
frecuentemente representado en la subpoblacién central
(Ensenada) mientras que 1la frecuencia del alelo a se
presentd en una proporcién ligeramente mayor en 1la
subpoblacién surefia (Pto. San Carlos) en cada uno de los
tejidos anslizados.

Las frecuencias genotipicas observadag muestran

diforencihl significativas con respecto a las esperadas,

segin lll" expectativas de Hardy-Weinberg, en cada tejido

(Tahlal 5.3a ¥y b), de acuerdo a 'los valores obtenidos del
andlisis estédistico de Xi cuadrada (p=0.05, 1 gl),
1hdicando la posible presencia de algan factor de tipo
qon‘t:lv.cq O ambiental interviniendo en la desviacién de las
ti‘ocupncia- en las poblacion_es analizadas (Tabla 5.1). En la
obtencién de 1las frecuencias no se consideraron los
genotipos que presentaron la banda con movilidad similar a

la de los slelos de este locus.

MUSCULO 0J0s CORAZON SUERO SANG.

Tabla 5.1.- Valores de Chi cuadrado resultantes de la
estimacién de las diferenciss entre 1las frecuenciass
observadas y esperadas de los genotipos obtenidos pars el
locus BES8Tlaa’'.




MUSCULO
ENSENADA SAN CARLOS
LOCUS n=108 n=60
frec frec frec freo
GENOTIPO obs esp obs esp
aa 2 24 6 26
EST1aa’
aa’ Q7 63 83 45
a'a’ 6 28 1 20
0JOS
ENSENADA SAN CARLOS
L.OCUS n=o n*9e
frec frec {rec frec
QENOTIPO obs esp obs esp
aa 3 20 3 26
EST1aa’
aa' 79 45 02 48
a'a’ Q 26 1 23

Tabla 6.3a.- Frecuenclas genotipicas del locus EST1aa' de
las esterasas de masculo y ojos en las subpoblaclones
central y surefia de E. mordax.




CORAZON

ENSENADA SAN CARLOS
LOCUS n=131 n=68
frec {rec {reo freo
GENOTIPO obs asp obs oop
aa 16 26 17 18
EST1aa’
aa'’ 86 66 69 47
a'a’ 30 39 7 28
SUERO SANGUINEO
ENSENADA SAN CARLOS
LOCUS n=8o n=08 :
irec free freo freo
GENOTIPO| ~ obs oo obe oep
aa 1 8 31 26
EST1aa’
aa' 34 19 30 41
a'a’ 4 12 22 17

Tabla 5.83b.- Frecuencias genotipicas del locus EST1aa' de
las esterasas de corazén y suero sangulneo en |as subpo-

blaciones central y surefia de E. mordax.




Los dendogramas obtenidos a partir de las matrices de
datos de frecuencisa por cada banda se muestran en las
figuras 5.3a y b. Cabe mencicnar gue en la realizacién de
las matrices se tomaron en cuenta todos los electromorfos
resueltos en los geles y que son mostrados en las figuras
5.2 8, b, ¢ Yy 4 junto con sus frecuencias rfe apariciédn. Se
observan, asgsimismo, 1las distancias taxondmicas promedio
(DTP) entre los diferentes muestreos en lasg dos
subpoblaciones y para cada tejido estudiado. Los dendogramas
muestran una mayor idéntidad o similitud entre las colectas
l1 y 2 de Ensenada,; principalmente en las muestras de
corazdn Y suero sanguineo (DTP= 5.16 Y 16.38
respectivamente) separé&ndolos de las muestras de Puerto San
Carlos, por valores de DTP= 7.646 y 27.34 (Fig. 5.3b).

Los dendogramas de las esterasas de misculo no
presantan similitud entre las muestras de Ensenadas,
asociéndose la colecta 3 con la de Puerto San Carlos
(DTP=4.22), mientras que en ojos ocurre algo similar, aungue
existe mayor similitud entre las muestras 1 y 3 de Ensenadas
separéndolas claramente de la colecta de Puerto San Carlos
(DTP=»20.56) Figura 5.3a. Lo anterior podria confirmar el
esgquema sugerido por Hedgecock et al (1989) acerca del
mosaico de entidades desovadoras dentro de la misms

subpoblacién central de Ensenada.

HEMOGLOBINAS. -




MUSCULO

TREE DIAGRAM
DISTANCES

0.000 60.000
MES _— |
4.227
MPC
8.387
ME1 ,
20,138
ME2
OJOSs
TREE DIAGRAM | |
| DISTANCES. .
0.000 50.000
OE3 S |
5.160
,QE*‘ ————
, — 20.562
oPC _
22.6688
OE2

E=Ensenada
PC=P. 8an Carios
Fig 6.3a.- Dendogramas obtenidos para las diterentes colec-

tas on las esterasas de musculo y ojos de ias subpoblaciones
central y surefia de |a anchoveta Engraulis mordex.




CORAZON

TREE DIAGRAM

DISTANCES
6.000 10.000
CE3 6.785
7.845
5.371
SUERO SANGUINEO
TREE DIAGRAM
o DISTANCES
0.000 60.000
SPC
27.346
16.380
‘EsEnsenads

PCeP. 8an Carlos

Fig. 6.3b.- Dendogramas obtenidos pera las distintas colec-
tas reallzadas de las esterasas de corazdn y suero sangul-
neo en las subpoblaciones central y surefia de E. modax




Los patrones electroforéticos de las hemoglobinas en
las subpoblaciones no mostraron polimorfismo alguno (fig.
S.4). Se presentaron tres bandas muy marcadas con un
porcentaje de aparicién del 100% por lo que no podrian ser
considerados como genes polimérficos. Asimismo se detectéd
la presencia de bandas ténues y delgadas asociadas a cada
uno de los electronorfos principales, pudiéndose considergr
variantes de estas proteinas, tal vez originadas por su
degradacién durante el transporte y almacenamiento o
interaccionar con 1las sustancias preservadoras de las
muestras, puesto gue estas moléculas presentan una gran
inestabilidad, especialmente en peces (Sharp 1973),
dificultando con esto }a discriminacién entre los fenotipos

Yy sus productos de degradaciodn.

TRANSFERRINAS. -

Los resultados en los patrones electroforéticos de
las transferrines muestran 1la presencia de dos alelos
codominantes con astructura monomérica, que han sido
denominados como TfA y TfA' (fig. 5.5).

En la tabla 5.4a y b se muestran las frecuencias
alélicas Y genotipicas para el locus polimérfico
correspondiente a las transferrinas. Dichas frecuencias no
mostraron diferencias significativas er. relacién a las
esperadas de acuerdo con Hardy-Weinberg (Ensenada; X2= 0.166
y San Carlos; X2= 1.99 ; p=0.05 1gl).




HEMOGLOBINAS

PTO. SAN CARLOS

frec %
1 100
2 100
3 100

Fig. 6.4.- Patrones electrofordt'cos y frecuencia ralativa
de |as bandas obtenidas en ias hemoglobinas de |a anchoveta
Engraullis mordax.




TRANSFERRINAS

ENSENADA PTO. SAN CARLOS
srigen erigen
]
0/94 16/04 10/84 893/97 o/817 4/97
Tt-AA TI-AA' Tt-A'A’ Tt-AA Tt-AA' TI-A'A’
arigen origen
alelos alelos
frec % frec %
A 48.52 A 80.19
A’ 51.47 A’ 10.81

Fig 6.6.- Patrones electrofordticos de ias transferrinas y
freacuencias de 108 genotipos correspondientes, en donde 8e
aprecia la estructura monocmaérica de esta proteina.



ALELO | ENSENADA | SAN CARLOS

TfA 0.486 0.892

TfA' 0.616 .108

GENOTIPO | ENSENADA | SAN CARLOS

TIAA 9 338
TfAA' 16 0
TIA'A’ 10

Tabla 5.4.- Frecuencias alélicas (a) y genotipicas (b) del
locus polimértico TfAA' en las transferrinas de las sub-
poblaciones central y surefia de E. mordax.
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Sin embargo, la distribucién de las frecuencias no es
un criterio consistente para diferenciar ambas
subpoblaciones a causa principalmente del tamafio de 1la
muestra, el cual aparentemente no permitid detectar
diferencias significativas en las frecuencias alélicas de la
subpoblacién central de Ensenada (tabla 5.4a y b)
distribuyendose éstas de manera poco heterogénea.

En lo referente a la subpoblaciédn surefia dichas
diferencias 8i pudieron ser constatadas mediante 1la
distribucién de las frecuencias alélicas, en donde hay una
notable presencia de individuos homédcigos con genotipo TfAA
(tabla 5.4a), es decir, un valor alto en la frecuencia del
alelo TfA, por el contrario en la subpoblacién central de
Ensenada existe cierta homogeneidad en la distribucién des
las frecuencias alélicas no pqrnitilndc establescer
diferencias significativas entre ambas subpoblaciones.

La slta frecuencia del alelo TfA en la subpoblacién
surefia, en relaciédn a las observadas an la central, sugiere
la probabilided de 1la existencia de flujo genético

interviniendo en la distribucién de las frecuencias.



VI.- DISCUSION.

La gran similitud en los patrones electroforéticos de
las esterasas en los distintos tejidos analizados demostréd
la presencia de dos loci (ESTlaa' y EST2b). Aungque
existieron diferencias en la expresién y en la proporcién de
individuos ﬁomécigos Y heterécigos en cada tejido; es decir,
mientras que el mismo organismo presenté genotipo heterécigo
en un- tejido particular, a su vez en otro tejido mostré
genotipo homécigo. Esto nos hace pensar que posiblemente
exista més de un gen codificado por el locus polimérfico, en
estos organismos, manifestindose uno u otro en relacién al
tejido correspondiente como resultado de una duplicacién de
genes segin como lo registraron Dawson y Jaeger (1970) y
Oohno (1970).

Uno de los principales objetivos del anélisis de las
esterasas en diferentes tejidos fue registrar la expresién
batalola de las variantes enziméticas para fundamentar el
polimorfismo genético detectado, lo cual fue confirmado por
la variacién obtenida en cada tejido en que fué analizado el
locus ESTlaa’. Asimismo 1la proporcién y distribucién de las
frecuencias alélicas del locus polimérfico en cada tejido y
cada subpoblacién, reafirman el criterio para el
establecimiento de la variacién enzimética

Con base en los criterios mencionados, se establecid
una estructura monomérica psra la ESTlaa’ aunque uno de los

electromorfos detectados cuya movilidad es muy similar a los




alelos de este locus podrian sugerir una estructura dimérica
(donde el heterocigoto estaria representado por un patrén de
tres bandas) o, aiGn mAs, la presencia de dos loci
polimérficos con idéntica movilidad en el gel como ha sido
citado en estudios realizados por Allendorf y Utter (1973)
en salménidos.

Hubo gran dificultsd en establecer los criterios para
asignaer dicha estructura a la enzima a no ser por la
deteccién de los escasos organismos homocigotos, fué de esta
forma como pudo ser visualizada la localizacién y ubicacién
de 1las bandas correspondientes a los alelos de los
Otganilmoa hetetbcigos' 4 hombécigos en dicho locus
deicdtttndo relacién alguna entre el elelectromorfo

mencionado y los alelos de la ESTlaa’. De esta forma y con

‘base en la evidencia en cuanto a la localizacién de las

bandas en el gel y 1la obtencién de los fenotipos
correspondientes se atribuy®é una estructura monomérica a
.qta:.niima, codificada por el locus mencionado y consténdo
de dos alelos codominantes.

La estructura monomérica pars las esterassas ha sido
reportada ya por varios autores en diferentes organismos
(Kohen 1969, Kohen et al 1971, Dempson et al 1988, Hedgecock
et al 1989). Particularments resulta de interés el trabajo
de Hedgecock et al (1989) en el cual se detectd 1la
estructura monomérica en las esterasas de la sardina del
Pacifico (Sardinops sagax) y especificaments en la

subpoblacién central de la anchoveta, motivo de el presente




estudio, lo cual coincide con los resultados obtenidos aqui
en relacién a esa misma especie Y subpoblacién.

Las diferencias apenas apreciables en la distribucién
de las frecuencias alélicas del locus polimérfico (Tabla
5.2) podrian interpretarse como el resultado del poco grado
de diferenciacién entre estas subpoblaciones las cuales, al
parecer, mantienen un sustancial flujo genético.

El valor del indice de fijacién de Wright (1965)
resultante de : st- 1- Hs/Ht ( donde, Hs es el el promedio
de la identidad entre dos alelos muestreados de la misma
subpoblacién , mientras que Ht es el promedio de identidad
entre dos alelos muestreados de la poblacién total), es una
medida del grado de diferenciacién entre subpoblaciones y es
obtenido a partir de las frecuencias alélicas de un locus
polimérfico. El yalor de la Fst. obtenido para el locus
ESTlaa' se acerca al cero (Fst= 0.0018) 10 que indica muy
poca divergencia genética entre ambas subpoblaciones
(Allendorf y Phelps 1961).

Asimismo el indice de panmixia (P= Fst-1) entre smbas
subpoblaciones es ‘alto, evidenciando un flujo bastante
considerable entre ambos demes, tal vez como resultado de
los movimientos migratorios que realizan estos organismos
durante su época de roproduccibn.

El indice de fijacién es también un indicador de 1la
homogeneidad presente en la distribucién de las frecuencias
alélicas entre las subpoblaciones, 1lo que conduce a la

aceptacién de la hipétesis nula referente a la similitud en




esas frecuencias y sefiala un considerable flujo de genes
como una de las principales causas de dicha distribuciédn de
los alelos en la poblacién total.

La poca diferenciacién entre las frecuencias alélicas
de las subpoblaciones puede ser atribuida al tamafio de 1la
muestra que no fué lo suficientemente grande como para
detectar las discrepancias genéticas entre ambass entidades,
aunado a la dificultad para detectar diferencias entre las
frecuencias genotipicas observadas y esperadas cuando existe
una proporcidn grande de heterocigotos como la obtenida aqui
(Smith, 1970) causada tal vez por una ventaja selectiva de
los mismos.

Segin Chakroborty y Leimar (1987) cuando un alelo es
muy raro o cuando’el tamafio de la muestra on.nuyvpequeﬁo, la
distribucion de las frecuencias de las muestras dadas bor la
hip6tesis nula en la Xi cuad;ada, no se aproximan a dicha
distribucién. Por el contrario, dicho autor sefiala que por
muy grande que sea la muestra, sl existe una moderada
heterogeneidad (poca divergencia) de las frecuencias entre
las muestras, causada por ls mezcla o scbrelapamiento de las
subpoblaciones, normalmente no serén detectadas las
difersncias en las frecuencias o pueden ser desviadas por
factores como la seleccién natural (Allendorf y Phelps
1981).

En relacién a las frecusencias genotipicas observadas
(tablas 5.3a y b) éstas mostraron un exceso de heterocigotos

resultando en indices de heterocigocidades altos en cads
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tejido analizado (h=0.49 a 0.51) en relacién a otros
estudios realizados en ese mismo sentido (Kohen et al 1971,
Shaklae et al 1983), de tal fbrma que produjo una desviacién
importante en las frecuencias observadas respecto a las
esperadas.

El exceso de heterocigosis puede ser resultado de la
fertilidad diferencial entre los individuos de la poblaciédn,
como lo ha demostrado Purser (1966), causado por 1la
seleccién de la viabilidad de los zigotos lo que conduce a
una desviacién de las frecuencias en relacién al equilibrio
de Hardy-Weinberg en una direccién opuesta a la endogamia.

Hedgecock et al (1989), obtuvieron similares resultados
en sus estudios sobre 1ls subpoblacidén centrsl de 1la
anchoveta, reportando desviaciones dgl equilibrio de Hardy-
Weinber para el locus de las enzimas Hbdh-2 (hidroxibutirato
deshidrogenasa) y la Lgg (tripeptidéna) causadas igualmente
por un exceso de heterocigotos aunado a una interdependencia
de las ftecuoqfial alélicas en relaci6tn al sexo.

Otras de las causas Que originan un excesc de
heterocigotos en las poblaciones de peces pueden ser las
diferencias en las frecuencias alélicas entre las clases de
edad y entre el sexo (Hedgecock et al 1989, Utter 1986), ya
que las frecuencias tienden a ser estables entre clases
anusles, variando en relacién a las clases de edad de la
poblacién.

Seria recomendable cuantificar las frecuencias alélicas

entre las diferentes clases de edad y el sexo de 1la




Al Bttt b b i

anchoveta y comprobar la existencia de la interdependencia
entre las frecuencias y dichas variables.

Es evidente asi gque existen diferencias poco
apreciables en cuanto a la morfclogia y biologia de las
subpoblaciones reportadas de 1la anchoveta, tal vez
originadas més por diferencias en las condiciones
ambientales que determinadas por caracteristicas gendticas o
tal vez, la homogeneidad en 1la distribucién de as
frecuencias alélicas, a esto aunado el exceso de
heterocigotos, sugieren a la migracién como un importante
factor qQque contribuye al intercambio de genes entre dichas
subpoblaciones como el resultado del sobrelapamiento de
estas entidades, lo que no ha permitido que la
diferenciacién entre ambas sea significativa dificultando la
identificacion de éstas.

Allen@orf y Phelps (1981) han sefialado que sen
subpoblaciones grandes, como es el caso de las anchovetas,
el proceso de divergencia causado por la deriva génica es
contrarrestado con 86lo un numero reducido de migrantes no
obstante a8l tiempo en que haya operado la deriva. En
contraste, en poblaciones pequefias ocurre lo contrario.

Por otro lado podria pensarse asimismo, que estas
subpoblaciones hayan constituido inicialmente una poblacidn
dnica sin subdivisiones, y que al decrecer la poblacién de
sardins se expandieron de forma tal que el flujo de genes se
hays visto mermado por factores de tipo geogréfico y por 1la

presién de pesca, la cual pudo haber tenido una gran
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influencia al interrumpir dicho flujo, creando espacios o
manchones en la distribucién de la poblacién. Es posible,
por tanto, que estas entidades se sncuentren en un proceso
reciente de divergencia mostrado Por las diferencias apenas
apreciables en las frecuencias de los alelos obtenidas en
este trabajo.

En relacién a 1los resultados obtenidos en las
hemoglobinas no pudo ser detectado polimorfismo alguno de
estas proteinas lo que fué confirmado pPor la presencia
consistente de 1los tres electromorfos resueltos (con una
frecuencia de aparicién del 100%).

En relacién a 1la presencia de bandas ténues y delgadas
asocladas a cada oiectromorfo deteétado, Sick (1961), obtuvo

similares resultados en lasg hemcglobinas del bacalao

detectando 1lo Qque llamdé componentes menores asociados a

taloi proteinas atribuyéndolas s 1la desnaturalizacién de
éstas debido al almacenaje. Observando un incremento en
dichos componentes menores al alargamiento del tiempo de
pPreservacién de las muestras.

POor otro lado Tsuyuki et al (1965), sefialan que en
algunos peces muy evolucionados como los salménidos, se
presentan patrones de hemoglobinas tan complejos como en los
mamiferos en 1los que se han reportado estructuras
tetraméricas en éstas proteinas, mientras gque en peces
primitivos dichos patrones son muy simples, en ocasiones
constituidos de polipéptidos sencillos como podria ser el

caso de la anchoveta. Similares resultados fueron obtenidos
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por Chandrasekhar (1959) en las hemoglobinas de algunos
Ciprinidos.

Sin embargo las transferrinas mostraron polimorfismo
marcado, aungque ambas subpoblaciones mostraron cierto grado
de divergencia en la distribucién de las frecuencias
alélicas, ademés de encontrarse en eJuilibrio de Hardy-
Weinberg, no representan un criterio sélido para establecer
diferencias entre esatas unidades poblacionales, aunado a
esto el valor del indice de fijacién de Wright (1965), el
cual presentd valor negativo (Fst= -0.547), significando
poca © nula divergencia. Es posible que el alto valor
registrado del alelco TfA en la subpoblaciédn surefia sea
resultado de la fijacién del mismo por deriva génica y que
quiza represente algin valor adaptativo qu‘ este siendo
mantenido por la selecciédn natural.

Los resultados obtenidos en el presente trabsjo no
corresponden con lo obtenido por Vrooman et al (1981)
quienes obtuvieron un sistema de cuatro alelos codominantes
autosOtmicos para las transferrinas de las subpoblaciones
nortefia, central y surefia de Engraulis mordax en geles de
almidén, obteniendo poca diferenciacién en la distribucién
de las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones. Aungue
dichos alelos igualmente presentaron estructura monomérica,
quiza debido a el nimeroc significativamente mayor de
colectas y tamafio de muestras realizadas por estos autores,
O a las diferentes técnicas de slectroforesis utiliradas asi

como de la extracciédn y detecciédn de las transferrinas, no



permitié 1la obtenciétn de patrones similares a los
reportados, y a causa del nuimero reducido de colectas en
este estudio, es posible que 8010 se hallan muestreado los
alelos detectados aqui y que difieren al nimero de 1los
obtenidos por dichos autores.

Las transferrinas juegan un papel importante en los
seres vivos, especialmente en los peces debido a gque son
proteinas cuya funciétn de transporte de fierro en la
sintesis de hemoglobinas puede representar un mecanismo
adaptativo relevante Yy la detecciédn del polimorfismo
presente en dichas moléculas resulta de gran interés si el
objetivo es establecer diferencias entre subpoblaciones.

Es dificil predecir la influencia que tienen 1los
factores como la loloccién; migracién y deriva génica en la
distribucién de las frecuencias alelicas, pues dificilmente
se pueden hacer inferencias contando con la escasa
informacién provista por solo dos loci polimérficos
resultantes de los sistemas analizados aqui, del conjunto de
genes que integran a la poblacién pues resulta poco
significativo por 1o que seria recomendable ampliar 1la
muestra en el namero de loci o genes existentes en la
pgbllcion, aungque no debemos olvidar que el -propésito del
presente trabajo fué la blisqueda de marcadores genéticos
como basse para identificar las subpoblaciones central y
surefia de la anchoveta y que alguna informacién adicional
como el indice de diversidad genética, heterocigocidad

promedio y distancias genética a través de los indices de Nei

e
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(1972) y Wright (1965), podrian servir para hacer
estimaciones con mayores elementos de discusién y tratar de
determinar la cantidad de flujo genético actuando junto con
tales fuerzas evolutivas en la divergencia y aislamiento de
estas unidades geogré&ficas.

Por lo pronto, la Gnica evidencia que tenemos al
tratar de establecer una posible estructura genética de 1la
poblaciétn de anchoveta es la presencis significativa de un
importante flujo genético entre las subpoblaciones central y
surefia, mantenido posiblemente por los movimientos
estacionales en masa, que realizan estos organismos durarite
su época de desove y modificando las frecuencias de los
alelos en relacién a las espectativas de Hardy-Weinbarg.

Por otra parte parece ser que la seleccidén actia en el
sentido del mantenimiento de organismos heterocigotos,
contribuyendo a la desviacién de las frecuencias sagdin las
expectativas de Herdy-Weinberg (Chakraborty y Leimar 1987),
lo que conlleva a una mayor caspacidad de respuesta hacia la
heterogensidad en las condiciones oceanogréficas
caracteristicas de la corriente de California.

Es importante gque en algin eestudio posterior, se
trataran de llever a cabo los muestreos en diferentes
localidades dentro de una misma subpoblaciédn de tal forma de
determinar las frecuencias de los slelos en relacién a las
diferentes zonas de colecta para corroborar la homogeneidad
existente en éstas ademés de aumentar el nimero de loci a

ser estudiados y finalmente tratar de realizaer muestreos de
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la subpoblacién nortefia y asf{ observar el comportamiento de

los alelos y poder aspoyar las conclusiones a que se han

llegado en este estudio.
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VIII.- CONCLUSIONES.

~ La distribucién de 1las frecuencias alélicas en las
esterasas de los diferentes tejidos analizados muestran
diferenciacién entre las muestras de la subpoblaciédn central
y surefia.

~ Existe relativamente poca diferenciacién entre las

' subpoblaciones estudiadas debido al significativo flujo de

genes entre ambas unidades evidenciado por el bajo valor del
indice de Wright (Fst= 0.0018) y el indice de panmixia,
causado por el sobrelapamiento como consecuencia de los
movimientos migratorios de estas entidades.

~ El 4indice de heterocigocidad presenta un valor alto
traducido en un exceso de heterocigotos que posiblemente
soan mantenidos por procesos selectivos.

~ Las hemoglobinas no resultaron ser un criterio apropiado
para identificar las subpoblaciones a partir de marcadores
genéticos puesto que no presentaron polimorfismo alguno.

~ Las transferrinas a pesar de que presentaron una
distribucién heterogénea en sus frecuencias alédlicas no
representan un criterio util en la identificacién de 1las

- subpoblaciones puesto que se detectd una posible influencia

de factores de tipo evolutivo como 1la deriva génica,
determinando la distribucién de ilos alelos.

- S8in aembargo, es recomendable considerar a las
subpoblaciones de 1la anchoveta Engraulis mordax como
unidades poblacionales independientes con fines de su
explotacién, de acuerdo con los criterios propuestos por
Gulland (1971) y de esta forma contribuir a la preservacidén
de los recursos genéticos de estos organismos.
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