OO0 56

iS4 NIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO '
G FACULTAD DE CIENCIAS N}

2

~

Caracterizacién electroforética de los
peces Sarotherodon mossambicus
v S. hornorum (Pisces Cichlidae).

EJEMPLAR UNICO

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS (BIOLOGIA)
P R E 8 E N T A

MA. GUADALUPE VERA MUNOZ




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedico esta tesis:

Atz memoria de mi padre guien
foments siempre el espiritu de
superacion.

A mi madre por su amor y apoyo

constante.

Ami tia Lucita

con especial carifia.

A mis hermanos y cufados con
carific vy agradecimiento por
la confianza gue siempre me

brindaron.

A la Dra. Lur Mz. L6pez de la
Rosa, por su amistad y apoyo

inguehrantable,



Agradezco

A la Direccitn v Personal del Instituto de Ciencias del Mar vy
Limnolegfa, en especial a los integrantes del Grupo de Genética
de Peces del Laboratorio de Genética de Organismos Aculticos,
tas facilidades y ayuda recibidas para la realizacién de este
estudio.

Ala Delegaci6n Federal de la Pesca del Estado de Morelos, por
proporcionar el material bioldgice objeto de este estudio.

A l1a Bi6], tsabel Cadena Uchida, funcionaria de la Delegacidn
Federal de la Pesca del Estado de Morelos, su interés en el es-
tablecimiento de esta lTinea de colaboracidn, y su continuc apoyo

El financiamiento de este trabajo provino

a} del presupuesto otorgade por la U.N.A.M. para el provecto 105
del 1.C.H.y L. de) Dr. Manuel Uribe Alcocer

b) del presupuesto otorgado por ol CONACYT al proyecto PCCBBHA-
021431 MEstudios genétices en peces de importancia alimentaria y
econdmica. A} Género Tjlapia."



Mi mas sincerc reconocimiento

Al Dr. Manuel Uribe Alecocer, por su direccidn vy valiosas apor-
taciones durante la realizacion de esta tesis, por la lectura
critica del manuscrito y sugerencias, asf como por su amistad
y estimulto inagotable.

Al Dr. Barbarfn Arreguin lLozanc y al Quim. Julio Arregufn Espi
nosa por su valiosa ayuda y sus sugerencias durante el desaryo
ilo de aste trabajo.

A los miembros del Jurado dictaminador: Dr. Rodolfe F&lix Es-
trada, Dra. Luz Ma. LOGpez de la Rosa, M. en 1BB. Ma. Alicia
Gonzélez Manjarrez, M. en C. Concepcifn Sdnchez Gémez, M. en
€. Gabino Garcfa bLugo y M. en C. Luz del Carmen Calderdn Ara-
gon, par la lectura critica del manuscrito y sus acertadas
orientaciones.

Al Bidl. Enrique Ayala Duval por su apoyo constante en la re-
alizacién del trabajo.

A mis compafieros y amigos del Laboratorio de Genética de Qrga~
nismos Acufticos.

A todas aguezllas perscnas que en una u otra forma participarcn
en la realizacitn del presente estudio,



CONTENIDO

RESUMEN
FNTRODUCC I ON
ANTECEDENTES
OBJEFIVOS
MATERIALES Y METODOS
A) Colecta de organismos
B) Transportacién y mantenimiente
€Y} Reactivos utilizados
D) Soluciones amorijguadoras utilizadas
E) Métodos aplicados
a) Preparacidn de las muestras
b) Preparacion de los geles

c¢) Preparacion de las soluciones amorti-
guadoras

d) Técnicas electroforéticas aplicadas
F) Aparatos
RESULTADOS
DISCUSONES
CONCLUSTONES

REFERENCIAS

Pag.

23
21
22

22

22
24

25

25
27
28
43
49
51



RESUMEN

Las tilapias son paces de considerable importancia des-
de el punto de vista alimentario. Por ello en México existen
piscifactorias, como las del Edo. de Morelos, dedicadas a su
cultive

A fin de contribuir a una caracterizacidn mis objetiva y
al mejor manejo de estos recursos acudticos, se estudiaron me
diante técnicas electroforéticas en gel poliacrilamida, cinco
sistemas de protefnas (suero sangufneo total, transferrinas vy
hemoglobinas, suero de mGsculo y parvalbOminas) en los peces-
provenientes de las piscifactorias Fl Rodeo y Zacatepec del -
Edo. de Morelos. Los ejemplares estudiados son del género Sa-

rotherodon mossambicus, $. hornorum as? como el hfbrido F1.§.

mossamblcus x S. hornorum para tratar de localizar marcadores
genéticos que permitan su mejor identificacifn, y e! manteni-

miente de cepas proeductoras de hfbridos monosexuales.

Se encontraron patrones electroforéticos especlfficos de
cada especie en los sistemas de protefnas hemoglobinas y par-
valbtminas. El patrén electroforético del hibrido presentd -
bandas intermediarias originadas en la interaccitn genotipica

de los dos progenitores.



INTRGDUCCION

Las especies Sarotheroddn mossambicus y 5. hornorum fue-

ron introducidas a México en la década de los sesentas anticy
pando su gran potencial en ta produccidn alimentaria mediante
la acuicultura. Difieren notablemente en hébitos alimenticios,
presentando ambas especies cualidades muy positivas para su -
cultivo extensivo en los grandes emhalses cdlidos del pafs, v
su valor se ve realzado porque no depredén a especies nativas’
v por tener excelente carne blanca para el consumo alimenta~-.

rio, poca espina y buen sabor { Rosas, 1976 ).

.

Las especies introducidas del género Tilapia y Sarothers
don presenéan muy poca diferenciacién morfologica, salvo en
algunas 17neas de S, mossambicus (con ligeras manchas anaran-
jadas) y en $. hornorum (cuerpo de color negro) se pueden di-
ferenciar por su pigmentecidn. Es por esto que 10s caracteres
meristicos (caracteres medibles como el nimero de escamas en-

la 1i{nea lateral, nomero de radios y espinas de las aletas y
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nGmero de vértebras) y morfol6gicos usados para sy identifica
cién tienen un valor limitado. Ademds, el valor del diagnést]
co basado en tales caracteres puede disminuir por el efecto -

de diversos factores amhientales sobre el fenotipo.

Existen, sin embargo algunas especializaciones t&cnico--
cientificas que permiten estudiar aspectos mis Tinos, por Ejm.
la bioguimica sistemética, gue permite estudiar la variacién-
bioquimica presente en las diferentes poblaciones con mayor -
confiabilidad, El método més ampliamente usado es el de elec-
troforesis, gue se basa en el movimiento relativo de particu-

las cargadas, bajo la inflyencia de un campo eldctrico.

Las proteinas son las unidades morfolégicas principales-
y los instrumentos mediante los cuales se axpresa la informa- .
citn gendtica, son ademds portadoras de una carga eléctrica -
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de aminodcidos, y por el pH del wmedico. Es por ello gque su es~
tudio electroforético, permite la identificacién de uno o de-
varios marcadores gendticos de una especie dada, originados en
mutaciones puntwvales surgidas fortuTtamente a lo largo de sus
tineas filéticas en los &cidos nuciéicos y mantenidas ya sea-

por seleccidn natural, o por derivs génica.

La determinacién de los marcadores genéticos protefnicos

puede lograrse con métodos electroforéticos que detecten dife
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rencias estructurales por maedio de diferencias en su peso mo-
lecular y carga neta. Para su estudio se pueden utilizar soluy
ciones de protefnas, tales como sangre, plasma, leche etc., o
bieh se pueden extraer las protefnas de los tejidos, por me'-

dio de homogeneizados con soluciones amortiguadoras.
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ANTECEDENTES

FARILIA CICHLIDAE

Los ciclidos constituyen una de las Tamilias mds grandesg-
de peces de agua dulce, con més de B0 especisas, representadas
sbundantemante en las aguas tropicales y subtropicales do Amé-

rica, avnque sop también numerosas en Africa.

En México la familia estd representada por dos géneros na
tivos y dos introducidos, los géneros nativos son Cichlascma vy
Petenia, los géneros introducidos son Tilapia y Sarotherodon.-
El género Cichlasoma tiene muchas especies en el pals, gue son
explotadas en 1a regién Neotropical, aungue se conoce poct de-
sy biologia. Estos peces son los comunmente denominados: chopa,
tenguacay?, zacatera, paleta y guapota segin la localidad { Ro

sas, 1976 ).

Los cfclidos se caracterizan por tencr cuerpo comprimido -

lateralmente, muy alto, y por poseer espinas en las aletas -
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dorsal vy anal, siendo estas Gltimas muy fusrtes. Tienen ori-

ficios nasales simples, unoc de cada lado. Su ITnea lateral in

terrumpida al final de la aleta dorsal, continudndose nueva -
sente en la misma regidn pero & partir de dos a tres lineas -
de escamas mis abajo, para coniinuar hasta la base de la ale-

ta cacdal ( Rosas, 1976 ).

Generalmente como sucede en otros, los cliclidus padres
cuidan de los huevos y de los alevines, vy mientras los jove -
nes estdn siendo MYensefiados!, los padres aantienen a la pro-
genie en la'escyela®, Esta pauta conductal tiepne amplias re
percusiones en el reclutamiento de las crias al stock de in -

dividuos adultos,

tos cfelidos africancs incluyen muchas especies del gé
nero Tilapia, son considerados como los peces que podrian pro
veer de protefna al! mundo, debido a que se reproducen prolfife
ramente en estanques, son resistentes a las enfermedades, 1o-
leran conglomeraciones y ademds,su dieta es variada adepténdo

se facilmente al alimento artificial,

Las tilapias han sido recientemente subdividida: en dos-
géneros: Tilapia v Sarotherodon, por Trewavas ( 1973, citado-
por Balarin, 1579 ) basdndose en dos tipos distintivos de in-

cubacifn vy de alimentacidn, 2 saher:
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G&nere Tilapia “Incubacién en el substrato donde se lle-
va al cabo el desarrollo de los hueveci-
IMos vy de la crfa. Los individuos de es-
te grupo son generalmente herbfvoros, y-
presentan de 7 a 16 fllamentos en la par

te baja del primer arco branguial.

Género Sardtheredon  Incuban bucalmente los huevos y la crfa,
tienden a ser planct6fagos, v tienean un~
fino juego de 10 a 20 filamantos en la -

parte baja del primer arco branguial.

Js0s Y CUALIDADES DE LA TILARIA

Las tilapias sen valiosas en varios aspoctos: &) por sus

cualidades nutricionales b) por su aceptabilidad en el marca-
do y ¢) por su valor econfmico,

Balarin, ( 1979 } recapitulando a varios autores gue han estu
diado al gé&nero Tilapia, alirma que aunque su cantidad de pro
tefnas es inferior a la que contienen la carpa y la trucha es

preferida la tilapia por su agradable sabor,

Generalmenie las tilapias habitan aguas tropicales y sub
tropicales con temperatura media de 20°C, sin embargo se han-
encontrado en temperaturas extremas de 8°C y 40°C. La tilapia
puede sebrevivir en condiciones extremadamente adversas y son
trecuentemente encontradas en habitats donds oiras especies -

no se pueden desarrollar, 1o gue incrementa su potencial para
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la acuicultura. La baja demanda de oxigeno de este grupo es -
uno de los factores que lo capacita para ocupar tales medios-
ambientes extremos, vy favorece a su cultivo en estanques don-
de crecen més rapidamente que en su medio natural, en un pe -

rfodo de 3 a & meses.

l.as especies de tilapia son endémicas en Africa, encon -
trandose actualmente en numercsas dreas tropicales y subtropi
cales de’ sundo, debido a su naturaleza macro y microherbivo-
ra, por su eficiencia en reciclar 1a energia de los detritus-
at convertir los desechos orgdnicos en carne de pescadc y por
su potencial de crfa en estanques. Esto Jos ha convertido en-

uno de los grupos mas utilizados en la acuiculiura,

Segn Rosas, { 1976 } fueron intvoducidas en México, pro
cedentes de Auburn Alabama E.U.A., tres especies ( T. niloti-

cg, T. mossambica v T. melanopleura } y llevadas a la actual-

Estacién de Acuicultura tropical de Temascal, en el estado de
Oaxaca, distribuyéndolas posteriormente en algunos lagos y pra
sas situadas en diversas regiones del pajs. Originando después

de algunos afos el establecimiento de pesquerias importantes.

Seglin Arredondc, { 1984 ) al establecerse las pesquerias
se hace evidente la necesidad de un manejo adecuado de las po
blaciones de tilapias, presenténdose entonces dificultades pg.
ra la identificacitén de las distintas especies, ya que las -~

caracteristicas sefialadas por algunos autores, no correspon--
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dian con los rasgos morfoldgicos observedos. E1 miasmu Arrecon-

.
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do indica gue se recurrid a Jos especialistas del grupo, ¥ que
en 975 la Dra. Trewavas a iravés de una comunicacién episto--
lar, indic que las especies presentes en Méxivo y dado su orl

gen de las wmismas, correspondfan a Tilapia rendaii: {Baulenyer,

1896)= Tilapia melanopleura y Sarotherodon mossambicus {Peters,

1852) = Tilapia mossambica.

Siendo lus caracteres morfolégicos y merfsticos muy simi-
lares en el grupo de las tilapias Hickling, { 1960, ¢:rado por

Tsuyuki, 1970 } menciona que Tjlapia hornorum se intiodolc e

Malaga en 1958 desde Zanzibar como un miembro no identificacy

considerade como del grupo mossambice por sy similitud binidg,

ca con dicho grupo. La espszcie fué més tarde nominada pos Tre-

wavas, ( 1966, citado por Tsuyuki, 1970 ) como T. hornoi

poster iormente por la misma Trewavas en 1973, como $. hornorug,
y aunque ios conteos meristicos de los individuos perte -cien-
tes a dichas poblaciones se traslapan, le moda de esios caiag
teras difieren entre ambos grupos. Por ejemplo, en 5. ho:aoryr
a aleta cauydal y los arcos branguiales presentan an alimei e
levado de espinas, mientras que la aleta anal presents o "ume
ro reducido de rayos suaves, tiene un cuerpo delgado vy e pedin
culocaudal es estreche vy aplanado. Fl macho es belicosn durante
el perfodo reproductivo. Los individuos del grupe T. mu:samhi
ca tiene ojos amarilientos y los labios rosados, mientra- que-
les de S, hérnorum presentan ojos rojos y labios azulados. Am

bos machos tienen una coloracién Ynupcial'' comfin, presentando-
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en los margenes de la aleta dorsal v caudal un coler rosado de

diferente intensidad.

La reproduccidn excesive de las tilapias en estanques de-
cultivo, trae como resultedo un gran nfmero de peces pequelios-
no comerciales, por lo que la atenci6n se ha enfocado reciente
mente en los cultivos de hibridos 100% machos {cuitivoes MONGSE
xuales), ya que presentan las caracteristicas intermedias de -

los padres y mds a(n, estas son mejoradas.

A principios de 1981, fueron introducidas en México proce
dentes de Florida dos especies de tilapias para la produccion:
intensiva de hibridos 100% macho>‘§gig£hgigggg mossambicu: ide
una !inea genética albina) y §3£9£E§E2ggg_h9;qgﬁgmx Siendo de
positadas en la piscifactorfa £l Rodeo en el estado de Morelos

( Arredondo, 1984 ).

Pruginin, y colaboradores { 1975 ) sostienen que el culti
vo monosexual estd limitado por la dificultrad de mantener
stocks pures, esto es debido a la infiltracidn de peces en los
estanques de incubacién v también a la diticullad pare disiin-
guir entre padres e hibridos, cuando se seteccionan los stocks
de crfa, por lo que recomiendan el uso de marcadores genéticos

para marcar a la especie bura.



_10,..

Por ello Avtalion et al (1576 ) discuten que

la posibilidad para producir hibridos 100% machos,

se deberd a la pureza de las especies usadas.

El sistema de determinacidn sexual en las ti-
lapias estd& compueste por una interaccidén entrg =
factores autosdémicos ¥y elementos cromosdmicos. Los
elementos cromosémicos soh ; e? cromosoma sexyal Y
con iniluencia masculinizante, mavor que el de cual
guier genosoma feminizante, vy los cromosomas ssexua-
les ¥ Y W con influencia feminizante, el X mavor --
que el W. lLos elementos autosdmicos son Ay el a.,
el primero masculinizante v el segundo feminizante,
ambos con igual fuerza. Una especie es portadora de
un solo tipo de factores autosdmicos, de un tipo de
cromosoma sexual feminizante, v dea un cromosoma mas

culinizante. Asfi, Sdrothercodon mossambicus y $. ni-

Joticus tienen una férmula sexual AAXX Q v AAXY R
mientras que S, aureus y 5. hornorum tienen una fér
mula aawWy 9 y aa¥y o7 de tal manera gue cuando se =~
llevan a cabo procesos reproductivos intraespecfifi-
cos no hay alteraciones significativas en las pra -

porciones sexuales 1:1.

Sin embargo cuando se producen cruzas interespecifi-
~cas se dan alteraciones notorfas, que fueron estudia

das y documentadas por Chen, { 1969 }, manifestando-
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se en proporciones sexuales alteradas gue cubren un
rango desde 5:3 hasta 0:1. Estas proporciones espe-
ciales resultan de la interacci®&n genotipica de los
elementos autosdmicos v genosdmicos. Por ejeﬂplo, -
de una cruza §. mossambicus § x §. hornorum § cuyos
genotipos son AAXX 9 x aaY¥Y 0, toda ta progenie ten
dra el genotipo AaXY que debido a la suma de sus in
teracciones produce un fenotipo masculino., { Avta--

lien y Hammerman, 1978, Hammerman y Avtalion, 1979 ),

$in embargo para cbtener en un 100% el fenotipo
masculino se requiere gue Jlas especies progenitoras:
sean puras, Yy siendo los caracieres meirfsticos y mor
fol6gicos de valor limitado pare su identificacidn,-
se realizaron estudios citogendticos en ltas tilapias,
los cuales tampoco han permitido distinguir Tas dife
rentes poblaciones. La mayor parte de las determina-
ciones cariotipicas han mostrado un cariotipo unifor
me en las poblaciones analizadas formado por 4% ele-
mentos { Krishnaja y rege, 1980; Badr v El1-Bib, 1977;
Jalabert et al., 1971; Kornfield, 1979; Hichele, et
al., 1977 ). En los casos en los que la determinacién
cariotipica ha sido diferente, como la de 2n=40 en
S. niloticus ( Badr y El-Dib, 1977 ), ha habido otios
reportes en los qgue se ha informado de nuneros diploi

des de b4 cromosomas en otras pohlaciones de la mis-
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ma especie ( Jalabert, et al., 1971 ). La uniformi-
dad carictipica se ha visto confirmada por estudios
citogenéticos realtlzados en hibridos en los que los
carfotipos son iguales a los de las poblaciones pro

genitoras ( Castorena, et al., 1983 ).

Es por esto gue varios auwtores han recurrido a
la técnica de electroforesis para su identificacitn
mé&s segura { Avtalion, 1976: Chen y Tsuyuki, 1970;
Kornfield, 1979; y tcAndrew, 1983 ).

EILELCTROFORESES

La electroforesis es uyns técnica que permite -
separar moléculas bhicldgicas imporiantes como son -
Jas proteinas, las que poseen camponentes cargados-
eléctricamente, cationes { + } y aniones { = J que-
se moverdn en una cuba de slectrolisis hacia el ca-
todo o hacia el &nodo. Las moléculas cen cargas si-
milares tendrén deferentes relaciones de carga/masa
debido a las diferencias inherentes a su peso mole-
cular., En resumen estas diferencias forman la base~
de la migracidn diferencial al sometertas a la a --

ccion de un campo eléctrico.

La electroforesis se puede llevar a cabo en me



-13-

dios de soporte semisdlido para detectar la posicidn
relativa de las proteinas después de su separacién -
come bandas discretas o zonas, Hay varios wedios de-
soporte entre ellos, el acetato de celulosas, el agar
los geles de almidédn, la stlice y la neliacrilamida,
los que favorecen a la conduccidn de las protefinas,-

disminuyendo la difusidn.

En tos soportes de geles de almidén y poliacr]
lamida el tamafio del poro es aproximado al tamafic -
molecular de las protefnas { Fergurson, 1880 ). No-
obstante se ha observado gue el gel de poliscrilami
da presenta més ventajas dado aue: aj Fs ¢rm polime-
ro sintético, b} Puede ser prepasrado mediante reac-

tivos altamente puros, c) Fs reproducible, d} Las

condiciones de polimerizacidn son estandard, y esta
bles dentro de un amplioc rango de pH, tempevatuvia y

fuerza idénica, e) Es transparente, f) De acuerdo &-
la concentracidbn de acrilamida y bis acrilamida, se
pueden elaborar geles con diferente tamafo de poro-
y ademds g) Se pueden realijzar reproducciones de 13
misma muestra. Es pur esio que el gel de acrilamida
se ha seleccionado para electroforesis de zona de -

un gran nOmero de proteinas, mientras que el gel de
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almidén se ha usado generalmente para el andlisis -
de iscenzimas, ya que estas no requieren de varia-
ciones en el tamafio de los poros del gel para su se

paracitén { Hames, 1981 }.

El gel de poliacrilamida resulta de la polime-
rizaci6én catalftica del monomero acrilamida v de un
agente de enlaces cruzados tal como la bis acrilami
da La catélisis es iniciada por la adicibén de per-
sulfate de amonio vy de tetrametilenediamina (TEMED)
La sleciroforesis en gel poliacrilemida puede lle -
varsa a2 cabo de un modoe horizontal o vertical de a-
cusrdo a las necesidades del trabajo a realizar. E
Grnico inconveniente en el manejo de la acrilamida -
es gue en su estado puro es neurotdéxico, por lo gue
se deben extremar las precauciones durante su mane-

fo.

PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas con caridcter-
anfotérico, que contienen una carga eléctrica dada-
por jos aminocédcidos que la constituyen y por el pH-
del medio, por lo gue pueden moverse en un campo e-

téctrico.
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En la electroforesis ademas de Yas proteinas -
3 separar y que deben estar fuera de sy punto jso
eléctrico, se necesitan otros iones para gue la co-
rriente pueda fluir en forma hemogénca. La mayocria-
de los corrimientos electroforéticos son llevados a
cabo en soluciones amortiguadoras pH 8-9, rango en-
¢l cual ta mayoria de las proteinas son cargadas ne

gativamente emigrando hacia el extremo anodal del -

ge'l.

Siendo las protefnas las principales unidades~
morfoldgicas del organismo v la expresi&n de la in
formaci6n genética, varios autores la<s han extraido
de diferentes 6rganos de los peces, con el fin de -
auxiliarse en la identificacién de las espccies,
tratando de identificar marcadores genéticos especi

ficos,

HEMOGLOBINAS

son los pigmentos respiratnrios de 1a

N
o}
£y
0]
1

L
-
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transportan e} oxigenn a todas las of'u'las
nismo, cvando la hemoglobina del pez es sujeta a e-
lactroforesis, frecuentementle se separa en bandas

que se muyeven a diferente velocidad,desct ibiéndose

esto como polimorfisme ( love, 1970 ).
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Chandrasckhar { 1959 ) en unc de los trabajos pioneros-
de la electroforesis aplicada a investigaciones icticas, es-
detectando dos tipos de hemoglobinas en el gel de agar. Poste
riormente Tsuyuki ( 1962, 1964, 1946, 1968 ) quien ha trabaja
do en las especies de las familias Salmonidae, Catostomidae,-
Cichlidae y otras, emnleio técnicas electroforZticas en muss-
tras de sangre, transferrinas y miisculo, y encontrd que ias -
hemoglobinas, transferrinas y el micgeno eran protefnas poli-
m&r ficas, demostrando que todos los patrones elecirofor@ticos
eran especificos de las especies estudiadas. Encontrd también
que os hfbridos presentan los caracteres fenotfpicos combina
dos de los padres, y que sus patrones electroforéticos son -
asimismo, una mezcla de los patrones de los progenitores, con
alguna inclinacién hacia uno de allos, Wilkine ( 1977 Y estu-
diando suerc vy sangre de bacalao ( Gadus morhua Y, tambi&n en
contrd polimorfismo en las hemoglobinas. Sharp ( 1969 } dife-
rencid electroforéticamente hamoglobinas de cinco especies -~
terespecffica, pero st un pronunciado polimorfismo en la zona

catédica de una de ellas,

Starmach (1977 )} trabaj8 proteTnas del suero de sangre -
los patrones electroforéticos eran diferentes en cada una de-
ellas, identificando dentro de las especies a organismos hete
rocigotos y homocigotos. Sick { 1961 ) describié tambidn el -
polimorfismo en hemoglobinas, encontrado en dos especies de -

peces, blanguecilla (Gadus marlangus} y bacalao (Gadus morhua),
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identifictd ires patrones diferentes en blanquecilla, Sick ex~

plica la determinacidn de los tres patrones por dos genes alé

licos codominantes,

TRANSFERRINAS

La sangre del pez, contiens una globulina capdz de fijar
hierro y su movilidad electroforérica como la de otras protef

nas varfa dentro de las especies ( Love, 1970 )}

Creyssel { 1966 ) detectd mediante marcaje con isotopos-
variantes de transferrinas, que sugieren un polimorfismo con-
trolado gengticamente, Dicho cardcter polim8rfico puede ser
determinado por un gene con dominancia incompleta, con tres -
alelos, Asimismo Russell ( 1979 } estudiando transferrinas en
la trucha {Cynoscion regalis), separadas del suverc con Riva
nol, observd tres fenotipos de transferrinas, que pueden ser
resultantes de la accidn de dos alelos codominantes presentes
zn un simple gene. Moller { 1966 ) estudic transferrinas en:

los peces {Gadus pollachius v G&. merlangus), mediante técni

cas sutorradiograficas, encontrande tres fenolipos vy propusos

que el control genético se debfa a dos alelos cndominantes.

Raymond { 1976 ) separd electrofnréticamente protefinas

del mgsculo de Menidia menidia, encontrando tres fenotipos, -

nrobablemente controlados genéticamente por dos alelos codo-
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minantes. Munilla ( 1979 ) estudid las protefnas musculares de

farftico para cada especie.

PARVALBUMINAS

. . +

Potefrias capaces de fijar molBculas de calcio {Ca 2 }, de
bajo peso molecular, encontradas en grandes cantidades en el =
sarcoplasma de peces y mlsculo esqueletico de especies superio

res, Actfia en la relajacidn muscular.

Gerday { 1979 } aislé cinco parvalbfiminas del mfiscylo ---

blanco de (Protopterus dolloi)}, encontrando que hay relacién-

entre la concentracifn de parvalbiminas y el miogeno.

runne de
TUPUS O

.}
j4H)
{5
£
3
)
o

g
ion y colaboradores { 1975 } trabajaron electroforéticamente ~

tres especies L;[. aurea, T. vulcani y T, 2}10;153_} dsf como -

el hibrido del cruzamiento T. aurea x T. vulcant, encontrando-
polimorfismo en transferrinas. Observaron ademds un marcador ge
nético del sexo masculino en la regién ripida del electrofero~-
grama. Estos autores, guienes estudiarop el suero sangufneo, en
contraron también una banda especffica en 7. vulcani y otra en-
1; aurea observéndose las dos solamente en los hibridos, Asimis
mo en 1982 reportan trabajos con las tilapias en las que utilj

zando tres marcadores genéticos ( transferrinas, esterasas y -
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la proteina del sexo masculino } provenientes {inicamente del-
suero sangufneo, identificaron un minimo de cinco bandas de -

transferrinas en diferentes comhinaciones.

Otros investigadores han estudiado los hibridos de algu~
has especies como Abramoff ([ 1968 ) y Cross ( 1978 ). Abramoff
demostird electroforéticamente el origen del hibrido {(Poecilia
racter izaban por una scla banda de albGmina, mientras que P.
formosa posee dos bandas de igual intensidad. Y Cruss, compa-
ré por electroforesis hemoglobinas de hibridos interespecifi-
cos de varios salmonidos, encontrandc que las hemogiobines pa
rentales estuvieron presentes en los glectroferogramas de ia

progenie FTO

Todos los autcres antes citados coinciden en que los pa-
trones electroforéticos observados son especificos de las es-
pecies estudiadas, gquedando entonces de manifiesto que las -~
técnicas electroforéticas son de gran avuda en la identifica-

cidn de especies muy semejantes entre s¥.
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[APRPRRE P T,

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue el realizar un estudio
prospective de cinco sistemas de protefnas (Suero sangufneo
total, transferrinas y hemoglobinas, suero de mfisculo y par-
valbiminas) provenientes de mucstras representativas de tres
poblaciones: a) Sarotherodon mossambicus, b) $. hornorum y d)
del hfibrido F1 _____
marcadores gendticos, que permitan una caracterizacibn més -

confiable de cada poblacién.

Dado que este estudio fue iniciado por invitacién de -
funcionarios de la Delegacidn federal de la Pesca del Estado
de Morelos, quienes detectaron problemas en la produccidn de
progenie hibrids, probablememte por dificultad en la identi-
Ticagciin de las pobiacliones, se puso particular atencidn an-

el disefo de este estudio a:

i) La blisqueda de sistemas protefnicos que permitan una iden
tificacién clara y consistente a nivel de cads individuo es~

tudiado,

2) Utilizar sistemas proteinicos que permitan conservar vivo
al especimen, con el fin de poder uytilizar esta metodologfa-
en el monitoreo genético de, por ejemplo, reproductores vi -

VOS5 .

3) Utilizar metodologias que involucren la menor complejidad
posible en equipo y reactivos, a fin de que puedan ser imple

mentadas donde sean requeridas, a costos moderados,
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MATERTALES Y METODOS

A) Colecta de organismos

Los organismos sujetos a estudiu perlenecen a las especies
mossambicus {1inea albina con manchas enaranjadas) v hornorun
del género Sarotherodun introducidas a México en 1881 proceden
tes de Florida v depositacdes en ta piscifactoria Bl Rodeo an el
estado de Morelos, también se estudid el hibrido F] del cruza ~
miento $. mossambicus x S, hornorum { estas cruzas se llevan a-
cabo en la piscifactoria Zacatepec, del éstado de Morelos ). =~

lLas especies mossambicus, hornorum v el hibrido fuevon transpor
* BT e b e —

tadas periddicamente de las piscifactorias antes ciiadas, al la

boratorio de gen8tica de organismos acuiticos de! Instituto de-

Ciencias del Mar y Limnologfa. El tamafio de los organismos osc!

16 entre 10 a 15 cm. en ambos sexos.

B) Transportacitn y mantenimiento
Los organismos se {ransportaron en bolsas cevradas con -

cierta cantidad de agua y aire inyectado. En el laboratorio se



les recibia en acuarios previamente acondicionados, evitando -
asT la tensibn por los cambios bruscos. Se les alimentd con a
Timento pelitizado Albamex y se les mantuvo a una tempsiatura-

aproximada de 22°C durante su permanencia en los acuarios,

€} Reactivos utilizados
En la separacitn de las muestras se usaron como medio de-
soporte geles de poliacrilamida al 10%, segin la técnica descrl

ta por Fehrnstrdm y Moberg, { 1977 ). Los reactivos utilizados

fueron:

Acrilamida { Merck-Schuchardt )}

Bis acrilamida { Sigma )

Heparina ( de Ya mucosa Intestinal de cerdn, Sigma)
Rivanot ( Sigma )

Kenacid bhiue R { BDH Chemicals }

Persulfato de amonio { 'Baker Analyzed! reagent )

D) Soluciones amortiguadoras utilizadas
Se vsaron las soluciones amortiguadoras sugeridas por Su-

1tivan ( 1981, comunicacign personal }

Tris-Glicina pH 8.9 { citodo }
Tris=-HC! pH 8.1 { dnodo )

E) Métodos
a} Preparacion de las muestras.~ Se analizaron los siguien-

tes sistemas de proteinas: svero de mlsculo y parvalbliminas, sue
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ro total, hemoglobinas y transferrinas., Las técnicas que se ~
siguieron para su preparacién, estuvieron adaptadas a las con
diciones del laboratorio segfin modificaciones hechas por Su -

1livan®, Arreguin, Avala y Uribe' {comunicacién personal}.

Sangre,~ La sangre se extrafa de la vena principal cay -
dal de los peces vivos con una jeringa de Iml. de capacidad -
con aguja 25 x 16 con aproximadamente 0.5 ml. de solucidn he~
parinizada. A continuacidn se procesaba siguiendo el trata
miento que sigue: Las muestras se centrifugaban a 1600 rpm -~
durante 10 minutog, el sobrenadante se guardaba en e! refrige
rador para estudios posteriores de suerc total sangufneoc y -
transferrinas. Al botén se le afiadfa NaCl al 2.5% agitdndoic-
en un vortex hasta obtener una solucitn homogenea, y volvia
a centrifugarse, Esta operacifn se realizt tres veces; des --
pués de estp al botdn se le agregaba agua fria, a fin de 17 -
sar las células, agregéndole posteriormente unas gotas de so-
lucitin antioxidante. Dada la facilidad de oxidaci6n de las he
moglobinas, se procedfa a hacer su corrimiento electroforéri-

co lo mds pronto posible.

Para la obtencidn de transferrinas se procedia de la si-
guliente manera: Se sclubiltizaba 0.15 gr. de Rivanc! en soly -

cidn amortiguadora pH 8.9, se mezclaba con una fraccitn del -

* Duke Marine Laboratary
' instituto de Ciencias del Mar y Limnologfa { Laboratorio de

gendtica de organismos acufticos )



BB 5 e

_21*_,

sobrenadante obtenido al centrifugar las muestras de sangre,

en una proporcitGn de 3:1 gotas.

Suero de misculo.~ Una vez obtenidas las muestras de --
suero total sangufneo, de hemoglobinas y de transferrinas se
procedid 2 sacrificar a los organismos en estudio, cbtenién-
dose las muestras de misculo de la siguiente manera: A un &~
rea de aproximadamente 1.5 cm. en 13 parte media lateral del
pedinculo se le quitaron las escamas para extraer una por ==
ci6n de milsculo blanco. Se homogeneizd con un voluman igual-
de amortiguader Tris—~ Glicina ph 8.9, y se centrifugd a 1600
rpm durante un minute , Posteriormente, con una pipeta Paus-
ter se extrajo el sobrenadante en dos fracciones, una para -
correr protefnas del suero total del msculo y otra para par
valbiminas, Los organismos se sexaron y guardaron en el re -
frigerador, a -5°C (aproximadamente) para su conservacidn, -
Posteriormente , las muestras de suero de mfisculo fueron dia

lizadas durante 12 horas contra agua destiiada,

Para obtener parvalblminas las muestras se sometiaron a
bafioc marfa a 60°C durante cinco minutos con el fin de desna~

turalizar otras proteinas.

b} Preparacién de geles.- Para elaborar les geles se si
guié la técnica de Fehrnstr8m y Moberg ( 1977 ), de la mane-
ra siguiente: Alrededor de una placa de plistico formadora -
de canales, se coloct una liga de dos milTmetros de grosor,-
sobre de &sta se colocd una placa de vidrio, fijando el pa -

quete con pinzas, dejando al mismo tiempo libre la abertura-
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por donde se Introducird la poliacrilamida. Los geles se pre-

pararon a una concentracidn del 10% como sique:

Solucién amortigquadora Tris~Glicina pH 8.9 33.0 ml
Solucidn de poliacrilamida 29,7
Pespués de aplicar durante 30 segundos un vacio se pasd a..
Persulfato de Amonio 32"
TEMED 0.1 "

Se aplicd un segundo vacTo de 30 segundos,

¢) Preparacién de amortiguadores para los electrodos.- Se
prepararon amortiguadores Tris~GYicina pH 8 9 pesandn 6.37 ¢r
de Tris y 3.94 gr. de Glicina para 1000 ml. de agua destilada
y desionizada. Para el amortiguador Tris~HC) pH 8 1 se pesd
i2.1 gr. de Tris, y se prepart 50 ml. de HUY IN para 1000 de -

agua destilada y desionizada.

d) Técnicas electrofordticas.- Se usd la etectroforesis -
convencional en geles de poliacriltamida seqlin Fehrnstriim v Mo-
berg { 1977 ). La temperatura que se utilizb para el coriimien
to de las muestras Fué de 9°C, realizdidose urv preelectrofore
sis de 30 minutos a 222 Volts, 400 mA v 2B0 & fin de impreg
nar el gel de la solucién amortiguadora y timpiarto de impure-
zas. Pasado ese tiempo se aplicd B8 1., de las muestras en las-
concavidades del gel, en una de ellas se aplic6 azul de bromo-
fenol como indicador frontal de la electroforesis, las muestras

se corrieron durante 10 minutos a 222 Yolts, 200 mA con el ob-
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jeto de gue la muestra se compacte en una zona. Pasado ese -
tiempo las condiciones eléctricas se cambiaron a 222 V., --
h50 mA y 2B0 W. Segiin el tipo de muestra, el tiempo de corri
miento electrofofético varib entre una hora y media y dos ho

ras.

Despugs de concluida la electroforesis, la placa de gel
se sumergid en una solucibn fijadora, durante una hora, ti -

fidndose posteriormente con Kenacid azul! R, (= Loomassie).

El exceso de colorante fué retirado por difusidn de la-
solucidn destedidora v por (ltimo la placa de gel se dejt -~
una hora en solucién preservadora, pasado ese tiempo se colg
c6 sobre la placa de gel, una placa de pi&stico para su con-
servacifn, posteriormente se fotografid y guardd para poste-

riores cilculos.

Las placas se fotografiaron sobre un negatoscopio con -
una cémarz Reflex y un rolle Kodak Technical Pan Film. Se --
procur8 que las impresiones fotograficas fueran del mismo ta
mafio, para poder identificar los sitios de las bandas en las

diferentes placas.

Electroenfoque.~ Se estudiaron muestras de hemoglobinas~
y suero sangufneo total, seglin t&cnica descrita por Winter,-
Ek, v Anderson { 1977 ).
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F} Aparatos

Los corrimientos electroforéticos y de electroenfoque se
reaiizaron en una cuba modelo Multipor horizontal 2117 LKB --
Bromma, conectada a uyna fuente de poder 2103 v a un Multitem-~

peratura tambi&n LKB.



- RESULTADOS

PARVALBUMINAS
Los patrones electrofordticos de parvalbiminas en las es

necies mossambicus, hornorum y el hibrido correspondiente se-

dividieron en cinco zonas & partir de la zona mds r3pida hacia
la mas lenta, de acuerdo a bandas especfficas observadas,

Zona |: dividida en Ta que contenfa la banda 1 y [b que conte
nfa la banda 2.

Zona 11: que comprendié las bandas 3 y 4.

Zona |11: tambi&n dividida en dos, 1lla con la banda 5 v Itib
con las bandas 6, 7 vy 8.

Zona {V¥: comprendié las bandas 9, 10, 11 vy 12, v por Gltimo
Zona V: que incluy6 las bandas 13 y 14 { Esquema 1 )

Como se puede observar, la banda 5 es intensa y ancha, =
com@in a todos los organismos estudiados, las bandas 8 y 12 -
son delgadas e intensas siendo tambj&n comunes a todos los fe

notipos, pudiendo ser protefnas b&sicas de los organismos.
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La banda 1 es delgada y menos intensa que fas tres ante-
riores, presenténdose s8lo en los organismos de la especie -
mossambicus, la banda 2 de las mismas caracteristicas que ta-
banda 1, se presentd s6lo en los organismos de la especie hqi
norum y ambas se presentaron en los hfbridos, por lo que se -
pueden considerar tres patrones electroforticos espectficos
de las especies y del hibrido correspondiente. Obsé&rvese el -

esquema 1 vy la figura 15

Se determiné tambi&n la frecuencia de las bandas presen-
tes en los patrones electroforéticos de cada uno de los orga-

nismos estediados, como se muestra en la tabla 1,

SUERD DE MUSCULD

Los patrones de mfjsculo se dividieron en cuatro zonas:
Zona 1: con dos divisiones a v b, la zona ia comprendid la-
banda 1 y la zona 1b la handa 2.
Zona tl;: se dividid también en dos a y b, la zona lla incluyé
la banda 3 y la zona llb la banda 4 { esto se hizo ya que las
bandas son diferentes ).
Zona 11): comprendi® las bandas § vy 6,

Zona IV: jncluyd las bandas 7 y B.

Se observaron tres bandas comunes que son la 2, 3 y 5. -
Mo se detectd una diferencia significativa en los tres patro-
nes salvo una banda que aparece en la especie mossambicus y -

hornorum que no se presenté en los hfbridos. { Esquems 2 )

En la tabla 2 se presentan las frecuencias de las bandas.
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Esquema 1.- Patrones con mavor resolucion de par-
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Tabla N° 1
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Frecuencia de bandas del sistema de protefnas par-

valbtminas:

B —
Organismos
Ba;fa 5. moss. hibrido $. horn.
14 * 66.6% % 63.6% * 66.6%
13 22,24 * 72, 7" b, Ly
12 % 88.8" * 81.8" * 88,8
11 %100.0" x 72,7 33.3"
10 * 88,8 54,50 % 88.8"
9 . * 90,9" -
8 = 88,81 % 81.8" 66.6"
7 7.7 _ 66.6"
6’ 33.3" * 72.7 Il 4y
5 *100. 0" #100.0" *100. 0"
4 55.5" 63.6" 66. 6"
3 (AR LL 63.6" 33.3"
2 o % 90, 9" 5100.0"
1 % 77.7" * §1.8"

* Bandas con mayor

fhdice de frecuencia



Fig. 1= Patréon electroforético del sistema de pro-

tefnas parvalbiminas en los peces S. mossam-
blcus, hibrido y*S. hornorum. 40mA, §°C

(Duracién del corrimiento, una hora y media)
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Tabla N°®2

Frecuencia de bandas del sistema de proteinas de

syero de misculo:

_33—

Organismos

Ba;fa §. moss hibrido 5. horn.
8 x B8.8% * 66.6% * 66.6%
7 66.6" 50.0% *100.0'
6 % 88.8" * 75.07 *100. 0"
5 * 77.7" #1100, 0" * 888"
4 66.6" 16.0 L5.5%
3 * 77.7" % 9l.o" 55.5"
2 *100.0" *100.01 %100. 0
1 1.0

* Bandas con mayor

fndice de frecuencia
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TRANSFERRINAS

Los patrohes electroforéticos de transferrinas se divie-
ron en cince zonas a partir de la zona m8s rdpida hacia la -
mds lenta, a pesar de gue no se pudieron observar todas las -

bandas en los organismos estudiados.

Zona i: se incluyeron en esta zona las bandas 1 y 2.
zona li: incluy8 las bandas 3 vy k.,
Zona 1t1: con las bandas 5 y &,

Zona i{V: bandas 7 y 8, por fltimo

Zona V; con las bandas 9 v 10.

tas bandas 8, 7, 6, 5 v 4 generalmente eran intensas, las

La banda 6 se presenta en mossambicus y ia banda 5 en' -
hornorum y ambas en el hibrido, pudigndose pensar que fuera -
un marcador genético de las especies. Obsérvesa el esquema 3.

La tabla 3 muestra las frecuencias de las bandas obser-
vadas en los patrones electroforéticos de cads uno de los or-

ganismos estudiados.

SUERO SANGUINEQ TOTAL

Los patrones de suero sangufneo total se dividieron en -
cuatro zonas.
Zona |: comprendi6 las bandas 1 vy 2 .
Zona ll: con las bandas 3 y A4,
Zona 11l: comprendié las bandas 5 y 6.

Zona IV: incluys las bandas 7 y 8,
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Tabla N° 3

Frecuencia de bandas del sistema de proteinas de

transferrinas:

Organismos

Banda §,'m05§f hibrido

]
o $. horn f
10 25.0% # 75.0% 83.3% 1
9 £ 75,01 50.0" 66.6"
8 * 87.5" #100.0" 100.0"
7 L * 83.3" 66.0"
6 50.0" «100. 0" o
5 — * 75.0" 83.3"
4 % 87.5" % 83.3" <160, 0'"
3 12,5 % 75,00 %100.0"
2 12.5 33.3" 16.6"
1 12.5 16.6"

)
¥

* Bandas con mayor indice de frecuencia
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Como se muestra en el esguema 4, los patrones fueron muy
parecidos entre sf, excepto el patrén de §, hornorum que pre-
senta la banda 6 en la regitn lenta, que en los otros estd
ausente. Se observa asimismo, que los patrones de suero san -
gufneo se semejaban un poco con tos de transferrinas, sobre -

todo el patrdn de S. mossambicus.

HEMOGLOBINAS

Los patrones electrofpréticos de hemoglobinas se dividie
ron en seis zonas. Las zonas se enumerarcn a partir de la re-

gifn mds répida hacia la regi&n mds lenta incluyendo la zona-

catddica.

Zona-1: se incluyeron en esta zona las bandas 1, 2 y 3.
Zona §l: incluy8 las bandas & y 5.

Zona 1l: con las bandas 6, 7 vy 8.

Zona [V: con la banda 9
Zona V: con las bandas 10 v 11,y por Altimo

Zona Vl: { regidn catddica ) con la banda 12.

Lta banda 12 emigrd hacia el céitodo, observéndose sé8lo en
algunos organismos de la especie hornorum y el hibrido. El pa
trén de mossambicus no presenta las bandas 12, 9, 6, 3, 2 y i
observdndose una movilidad comiin en seis bandas, el patrén del
hfbrido presenta una inclinacién hacia el progenitor hornorum.

Se observan por lo tanto dos patrones diferentes a nivel
de especie, vy el del hibrido con bandas intermediarias de am-

bos padres.
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Tabla N° 4
Frecuencia de bandas del sistema de proteinas sue-

ro sanguineo total:

Organismos

S U S |

Baﬁga S. moss. nibrido S. horn.
8 36.3% % 62.8 % %70 0% ;
7 36.3" 6.3 v 60. U ;
6 L 7.1 50.0" 5
5 %100.0" *100.0" *100. 0"
i %100, 0% * 92, 8h *100. 0"
3 *100,0" * g2, 8" %100.0"
2 *100. Q" * 92,8 #1008, 0"
i 54, 5" % 71, 4" 50.0"
; |

* Bandas con mayor indice de frecuencia



_Qom

las bandas 3 v 9 son bandas delgadas e intensas, las ban
das 1, 2 y 6 son bandas delgadas y tenues todas se presentan=
610 en la especie hornorum y el hfbrido por lo que pueden -
ser considerados como patrones electroforéticos especificos -
de la especie, como se puede observar en el esquema 5 y figu-
ra 2.

La tabla 5 al igual que las anteriores { 1, 2, 3, v &4 )~
muestra las frecuencias de las bandas observadas en las pla -
cas de gel, como consecuencia del corrimiento electroforético
de las muestras deprotelnas de cada uno de los organtsmos es-
tudiados. apoyando la determinacidn de los diferentes patro -

nes electrofordticos observados,

ELECTROENFOQUE

Muestras de hemoglobinas y suero sangineo toral se some-
tieron a electoenfoque con un rango amplio de pH 3.5 - 6.5, =~
observandose que las bandas de hemoglobina se situaron en un-
rango de pH 7.6 = 5.3 y el suero sangufneo total en un rango-

de pH 6.8 ~ 4.2 { Figura 3 ).

Una vez determinado el rango de pH en el cual corrieron-
ias hemoglobinas, se volvieron a someter a electroenfogue --
muestras de hemoglobinas pero en un range de Ph mds estrecho-
.5 - 8.5 observindose gue las bandas se establecieron en el

gradiente de pH 7.7 al 5.5
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Tabla N° §
Frecuencia de bandas del sistema de protefnas he-

moglobinas;

Organismos E
|
Ba;ga 5. moss. hibrido 5.  §9£9. E
;12 % 25.0% 27.2%
Lo £ 70.0 ¥ 25.01" is5. 51 |
10 60.0 ¥ o 36.3"
9 L 5 91,6t < 90.9 1
8 *100.0 M *100,0" *100.0" 1
7 *100.0 " % 83,30 * 72.7"
3 o 25.0% 63.6"
5 %1000 * 91,64 5100.0" |
: i *100,0 ¥ *100.0" #100. 0V
3 o # 75,00 < 81.8"
2 —— 33.3" © 45,01
1 o 16.6" 9.1
b B - I

* Bandas con mayor Tndice de frecuencia
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Fig. 2 Patrén electroforético del sistema de
protefnas hemogloblinags de los peces
4 8. hornorum y¥$S. mossambicus. 30mA, 9°C

{Duracisén del corrimfento 3 hrs.)
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Electroenfoque del sistema de protefnas
hemoglobinas en los pecesﬁ_g° mossambicus
hibrido y¢S. hornorum. Buffer electrodos

dnodo 1 M H3P04 PH 3.5, catodo 1M NaOH
PH 3.5, 20mA, 9°C {Duraci6n de] corrimien

to, 2 hrs,)
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DISCUSION

El andlisis de los electroferogramas de las es-

1os cinco sistemas de protefnas estudiados, se hizo-
de acuerdo a la migracidn anédica de las bandas, a -
su presencia o ausencia, ¥ & la intensidad de las =--
mismas, asl como en la presencia de las bandas comu-

nes.

Se pudieron detectar variaciones en las protef-
nas provenientes de las dos especies ¥ el hibrido, -
originando patrones eleciroforéticos diferentes. Del
an8lisis de las bandas de los electroferogramas, des-
taca que en todos los sistemas estudiados existen --
tres, o maAs bandas comunes a las distintas poblacio-
nes, testigos de informacion genética gue ha sido -~

conservada a partir por lo menos, del tronco ances -
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trai comiGn. Por otra parte se ha encontrado gran va-
riacién en los diferentes sistemas, los puntos mas -

relevantes de la cual se mencionan a continuacién.

En el esquema 1 y figura 1 se comparan los patrones-
y elactroferogramas de las protelnas parvalbiminas -

provenientes de las especies $. mossambicus, $. hor-

norum ¥y el hfbrido. Se encontrd una banda especifica
de cada especie y la consiguiente presencia conjunta
en el hibrido, por 1o que se les pudiera considerar-
como marcadores genéticos, originando por lo tanto -
patrones electroforéricecs diferentes, Junto con las-
muestras se corrid yn patrén de protelna de pesoc me-
lecuiar conocido {AlbGmina bovina FM 10,000) obser--
vandose que algunas bandas de las muestras emigraron

més que el patrén.

Al comparar los patrones de suero d¢ mdsculo y-
parvalbiminas, se observ6 que los patrones de parval
baminas presentaron mayor resolucién, reflejada en-
una separacién més clara entre sus bandas, que los -
patrones de suerc de msculo, probablemente debido -
al rompimiento de las protefinas (excepto, parvalbami
nas) al ser sometida la muestra de suero de mésculo-

a 60D°C durante 5 minutos.

En el esquema 2?2 se puede observar la comparacién

de los patrones electroforétices dei suvero de mlUscu-
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lo, observindose tambié&n varias bandas comunes. No

se detect6 upna diferencia consistente entre los -

tres patrones: Chen y Tsuyuki { 1970 ) han demostra
do que los patrones de suero de mGsculo son especi-
ficos de las especies, lo que no fue detectado en -
este trabajo. Esta discrepancia se deba tal vez a -
la diferencia de técnicas manejadas, ya que el me -
dio de soporte ¥ soluciones amortiguadoras utiliza-
das por ellos difieren de las empleadas en este es-

tudio.

Como se puede observar en el esquema 3 los pa-
trones de las proteinas transferrinas presentan di-
ferencias. Por ejemplo, la banda 6 se observa en S.
mossambicus. las bandas 5 y 7 en S. hornorum y las-
tres se observan en et hfbrideo. Sin embargo por fal
ta de nitidez en las placas debida tal vezr a la va-
riaciin en las concentraciones de las muestras, no-
se pudo observar en todos los organismos estudiédos,
nc pudiendo considerarlos como marcadores ail momen-
to. Sin embargo se pudieron detectar tres fracyen -

cias eiectroforéticas diferentes.

Se tiene el antecedente de que Chen y Tsuyuki
{ 1970 ) estudiando transferrinas encontraron en S,

hornorum dos bandas, en 5. mossambicus una banda y

en el hibrido dos bandas, una de cada progenitor.,

Es por esto que para estudios posteriores se tendra
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gue ampliar la muestra, o auxiliarse de técnicas co-
moe la autorradicgrafia para mayor confiabilidad de -

los datos.

En el esquema 4 se muestran los tres patrones -

de suero sangufneo total detectados en S. mossambicus

$. hornorum vy el hibrido, observéndose muy poca dife

rencia, Esta diferencia se debe a que 1a banda 6, au

serte en 5. mossambicus, estaba presente en forma o-

casional en los electroferogramas de S. hornorum y -
del hibrido. Los patrones se semejaban un poco & los
de transferrinas, vya que en este sistema hay una mez

cia de proteinas entre ellas transferrinas.

£] esquema 5 muestra la comparacién de los tres
patrones de hemoglobinas. En el se pueden observar -

=

las patrones cargcteristicos de las poblaciones estu
diadas. La especificidad resulta de la presencia de-
algunas bandas exclusivas de los corrimientos de S.-
hornorum y el hibrido, ausentes en los de 5. mossam-
bicus. Asf, §. mossambicus presenta tres pafes cons-
picuos de bandas, mientras que los corrimientos de §.
hornorum y el hfbrido muestran dos zonas de tres ban
das intensas cada una, adem&s de bandas tenues inter
mediarias y una banda con migracidn catddica. Lomo -
el patrén de bandas de las hemoglobinas de los hibri
dos se inclinan al de §. hornorum no es posible dis-

criminar entre estas poblaciones, peroc si se puede -
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caracterizar sin ambiguedad §. mossambicus. ( Obsérvese el es-

quema 5 y figura 2 ).

Los resultados de los estudios realizados de electroenfo
que sobre las muestras de hemecglobinas y suero sangufneo total
en las especies ya mencionadas y en el hibrido fuérOn limita--
dos, ya que se corrieron pocas placas. Se establecié que el -~-
rango de pH en el que se encontraban las diferentes bandas de-
hamoglobinas fue de 7.6 - 5.3 y que el de suero sangufnec to -
tal fue de 5.8 -~ 4,2 ( Obsérvese figura 3 ).

Una vez detectado el rango de pH de las hemoglobinas se utili
z6 para su corrimiento un rango de pH m&s estreche (5.5 - 8.5)
observandose que las bandas se establecieron en un gradiente -

de pH 7.7 & 5.5.

En el andiisis de los resultados de este trabajo se cobré
conciencia de las variaciones en los corrimientos debidos a ~--
factores técnicos tales como modificaciones en las cargas de -
las 1Tneas eléctricas que alimentaban las fuentes de poder, o-
como la contaminacién de reactivos para la elaboracidén de ge -
les, o de los ytilizados en los corrimientos propiamente dichos,
tales come las soluciones amortiguadoras. No es ocioso enfati-
zar el culdado riguroso que se debe tener en los factores con-

trolables.

Existen otros posibles factores de variacidn que pudie -~
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ran enmascarar los resultados afiadiendo variacién, Por ejem-
plo, 1a posible utilizacién de cepas que en alguna etapa ha-
yan sufrido contaminacifn genética por medio de la incorpora
ci6n de individuos de otras cepas a las poblaciones reproduc
tivas, hecho que muy posiblements se dé en las piscifactorf-
as. Esta variacién sin embargo, se podrd demostirar al estu -
diar muestras mis amplias, provenientes de diferentes luga--

res, en estudios posteriores.
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CONCLUS10ONES

Los resultados de este estudio prospectivo de cinco sis-
temas de protefnas en busca de marcadores gengticos de las es

pecies 5. mossambicus, S. hornorum y del hibrido Fy 5. mossam-

bicus x 5. hornorum ha mostrade que:

1) Los patrones electroforéticos de la separacidén de las hemo
giobinas muestra perfiies diferenciales entre las especies ~-

progenitoras que pueden servir como marcadores gendticos,

2) Los patrones de ssparacidn de las parvalblminas muestran--
igualmente perfiles especfficos en §. mossambicus y en S. hor-
norum.

3) Los patrones de separacifn del suero de mlisculo no concor-
daron con los patrones electroforéticos reportados por otres
autores que han hecho estudios semejantes, indicando gue a):
las poblaciones son diferentes de las estudiadas, b): las -
condiciones de las té&cnicas de separaciéin electroforética'rgg

lizada difiere de las utilizadas por otros autores.
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Para verificar la posible utilidad de este patrdn de separa-
cidn seria conveniente ampliar la muestra en estudios poste-

ricores ast como verificar nuevas técnicas.

4) La utilizacifn de marcadores radioactivos en la separa -~
cién de transferrinas pueden incrementar notoriamente la re
sotucifn del estudio. Las bandas encontradas sugieren la pre
sencia de un marcador peculiar a S. mossémb[ggé y a 5. horno-

rum.

5) Este estudio fud prospectivo, por lo tanto, es necesario-
que los sistemas que han mostrado presencia de marcadores ge

néticos moleculares, sean estudiados en muestras més amplias.

6) Como resultado global de este estudio se ha concretado que
los sistemas de hemoglobinas y de parvalblminas, previo un es
tudio de una muestra mayor gue verifigue nuestros resultados,
pusden ser utilizados para caracterizar tas poblaciones de -
Sarotherodon wtilizadas en el piscifactorTa de El Rodeo, Mor.
y de Zacatepec, Mor, Se considera que una caracterizacién ba-
sada en caracteristicas moleculares es objetiva v puede auxi-
Tiar significativamente al establecimiento de las bases de -~
los criterios en el manejo integral de estas poblacionss a -~
fin de lograr 1a dptima utilizacidn de este importante recur-

so alimentario,
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