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RESUMEN de la Tesis de la Biél. Ana Livia Licona Chavez presentada como
requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con
especialidad en ACUICULTURA. Ensenada, Baja Califormia, Meéxico. Octubre de
1999,

Analisis genético de Haliotis rufescens en Abulones Cultivados S A de CV.

Resumen aprobado por:

Dr. Mizuel A. del Rio Portilla

Bl abuldn rojo Haliows rufescens ¢s una de las especies que se ha podido cultivar v
comerciahzar con éxito en bstados Unidos de Aménca v en México. En la actualidad se
han reatizado pocos estudios a mivel genstico v morfométrico con esta especie, por o que ¢l
presente rabojo incrementa el conocimiento en estas areas v su aplicacidn en el cultivo.

Con el fin de tener una wvision general de las caracteristicas genéticas de /f/
rufescens cultivado por la Empresa "Abulones Cultivados S A de C. V.7, se muestrearon 3
lotes, con un total de 298 abulones procedentes del area de engorda, ubicado en las Islas de
Todos Santos, B. C. (longitud de la concha entre 1.6-9.5 ¢my) v 2 lotes, con un total de 416
abulones del Laboratonio de Produccion de semilla, ubicado en el Epndo Eréndira, B, C.
(longnud de la concha entre 0.49-1.42 cm) los cuales estaban separados en grupos de 0, 8 v
10 mm.

Se¢ analizaron las medidas morfométnicas v los resultados revelaron un crecimiento
de upo aloméinco negativo (alto-largo v peso de la concha-largo) e 1sométnico {ancho-
largo, peso totai-largo v peso desconchado-large) que coincide con lo reportado para
Organismos ¢n crecimiento: imclalmente meorementan en talla y posienormente en masa
corporal. Las ecuaciones obtenidas se pueden aplicar para determinar la canndad de
allmento que $e va a Proporcionar v como comparacion para constatar s 10s organismoes se
han alunentado adecuadamente.

Por medio de la electroforesis de alozimas se analizd la varabilidad genética de los
7 lotes muesireados. De 32 sistemas enzimaticos ensavados, 12 produjeron resultados
positivos correspondientes a 13 loct, de los cuales tres fueron monomorficos {7dh, Mdh-1 v
Ldhy. De 74 analisis, 25 casos presentaron deficiencia de heterocagotos, mientras gue en 43
cas0s s¢ observo exceso de heterocigotos. Del total de andlisis, solamente 2 loct mostraron
desviacion significativa del Modelo de Hardy-Weinberg debido a un exceso de
heterocigotos v solamente 1 locus se desvid del modelo debido a una deficiencia de
heterocigotos. A pesar de que en los lotes de Eréndira hubo tendencia a ia deficiencia de
helerocigotos, €sta no fue sigmificativa. La heterocigosidad esperada {He) tuvo valores
supeniores a los reportados para abulon rojo cultivade en Califorma. En ambos lotes de
Eréndira, la He fue menor en ¢l grupo de 6 mm que en ¢l de 8 v 10 mm, lo gue podria



ugerir un efecto de heterosis. Sin embargo, al correlacionar ta helerocigosidad v la talla
mlo se encontraron resuliados positivos en cf analisis global del lote J, en el cual el tamano
efectivo de ta poblacion (Ne) fue de 51.4, este hecho colncide con la literalura on que exisie
una correlacion entre heterocigosidad-talla cuando el MNe>40.

De manera general, se puede considerar que los lotes analizados estan cercanos al
cquilibrio de  Hardy-Weinberg, pero st se desea sostener elevado ¢l grado de
heterocigosidad en abulén cultivado, se debe mantener el numero de reproduciores por
arriba de 40 en futuros desoves, asi como abastecerse de reproduciores de diferente origen
veografico y grado de hetorocigosidad alio.

Patabras clave: abulon, alozimas, genética, Haliofis rufescens.



ABSTRACT.
“(yenetic analvsis of Haliotis rufescens in *Abulones Cultivados 5. AL de . V..
Ana Livia Licona Chaver.

The red abatone Haliotis rufescens has been succesfully cultivated and marketed in
the United States of America and in México. At present, few swdies on genetic and
morphometry have been carried out with this species, therefore the present work aims 10
increase the knowledge in these areas and 1ts aplication 1n abalone aquacuiture.

A total of 714 abalones from "Abulones Cultivados 5. Ade C0 V)" marine and
inland facilities were morphometricaly and geneticaly analysed. The cultured population
was analizad with 5 batches from the marine facilities in the Islas de Todos Sanios, B. C.
(298 abalones, mean shell length 1.6-9.5 c¢m) and two batches from the inland facilities
(416 abalones, mean shell length 0.49-1.42 cm) localized in the Ejido Eréndira, B. C. The
two Intand facilities were divides in 6, § and 10 mm groups and analized separately.

The morphometry analyses showed a negative alometry growth (height-length and
shell weight-length) and isometric growth (width-length, total weight-length and unshell
weight-length), these relationships agreed with the repored for growing organisms: an
mitial increment in length and then an increment in body weight. The obtaned equartions
can be used 1o determine the quantity food ratio or as a comparison 10 venfy whether the
organisms have been properly feed.

The genetc variability of the 7 abalone batches were analized with allozymes
clectrophoresis. Twelve out of 32 allozymes systems tesied produced positive results
corresponding at 13 loct, of which three were monomorphic (Idh, Mdh-1 and Lah). Twenty
five out of 74 cases, showed heterozygote deficiency, while in 43 cases there was a
heterozygote excess. From all analyses, only 2 loci showed deviation from Hardy-
Weinberg Equilibrium (HW) due w0 an heterozygotes excess and only 1 locus showed
deviation of the (HW) due to a heterozygotes deficiency. In the baiches from Eréndira there
was trend to the deficiency of heterozygotes, but it was not significant. The expected
heterozygosity {(He) had higher values in comparison with those reporied for red abalone
cultivated in California. In both baiches from Eréndira, the He was smaller in the group of 6
mm that in that of § and 10 mm, suggesting an effect of heterosis.

The correlation beteween individual heterozigosity and size showed only were
shown positive results in the total analysis of the batch J, in the one which the effective
number of the population (Ne) was of 51.4, this fact comncides with the reported in which
exists correlation between heterozygosity - size when the Ne> 40,

In general, it can be considered that the analyzed baiches were close to the
equilibrivm, without either excess or deficiency of neterozygotes. If the goal in abalone
aquaculture 15 to mantain a high degree of heterozygosity, it is recommended 1o spawn over
40 broodstock organisms (1:1 sex ratio) in future spawnings, and 1o use broodstocks from
different geographic origin and high heterozigosity.

Key words: abalone, allozymes, genetics, Haliotis rufescens.
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ANALISIS GENETICO DE Haliotis rufescens EN "ABULONES

CULTIVADOS 5A. DECN.

LINTRODUCCION,
[.1. Generalidades,
Los abulones son  gasterépodos mannos cuva  distnbucion  abarca ambos

hermisferios, contando con ef mayvor nimero de especies en las zonas lempladas del Pacifico

Centro-Sur v del Océano Indico, disminuwvendo hacia las zonas tropicales v aricas, excepio

en Sudamerica v Noreste do Amdnca (Haho, 19891

La mavoriz de los abulones tener sexos separados. aungue en i gigwnea F
tubercidura v M fulgens adicionalmente se han enconirpdo casos de nermafrodiiismo. bn
fos machos maduros la gonada es de color blanco o martil, mientras gue en las hembras €3

ogn

de color verdoso v en ocasiones presentan varaciones desde el café hasta el azul (Fallu
1991).

Bnla naturalerza, el desove se realiza de manera sineronica cuando los organisimos
maduros perciben cambios favorables en el ambiente o la presencia de huevos o espenna en
el medio (Fallu, 1991). Una vez que la fertihizacion ha ocumido. se ongina la larva

4

rocofora (1 dia), seguida de la veliger (4 a 15 dias). Transcurrida una semana o mas,
dependiendo de la especie, las larvas se asigntan y ocwre la metamorios:s. Posenonmentio
se forma el primer poro respiratonio v yva se pusden denomanar como juveniies, 105 cuaies

tienen forma idéntica a la adulta. La fase juvem! finaliza aproximadamente a los 7 afos de

edad cuando empiezan a madurar sexualmente, dando lugar a 1z elapa de preadulio v alos 3



6 4 anos va se consideran adultos (Fallu, 1991),

1.2, B abulon rojo.

Bl abulon rojo, Haliotis rufescens. Swainson 1822, alcanza longitudes de mas e
27.5 cm v biomasas de hasta 1.7 kg, La concha extertor es de color ons rojizo ladnlio con
el borde de lu concha rojo, v posee 10es o cualro poros respiratonios abiertos. b interior de
la concha es iridiscente con colores verde, rosa y cobre, lene una gran cicatnz muscular
que cominmente tene marcas verde oscuro (Cox. 1962). El cuerpo ¢s negro, pero puede
tener alginas ravas con bandas oscuras o claras en algunos individuos. El epipedio es
ondutado con tenticulos que se extienden was alla del borde de la concha {Hahn, 1989). Ll

abulén rojo. en su etapa juvenil v adulia, se alimenta de macroalyas, principalmente ae

Macroovstis spp. v de Nerocysis spp.

1.2.1. Distribucion del abulon rojo.

La mayor abundancia se presenta en zonas de oleaje activo, raramente habian en
bahias protegidas. Las mayores densidades se han encontrado desde la zona nlermareal
hasta los 20 6 25 m con un rango térmico de entre 7 v 10° € (Hahn, 198Y), aungue su
ternperatura preferida es de 18.8% C (Diaz et al., 1999). La mayor talla que se ha reportado
es de 31.2 em en el Norte de Californa (Habhn, 1989).

Su distribucion geografica comprende desde Oregon, E. UL AL hasta Bahia Torugas.
B C. S, México {Cox. 1962) sin embargo, Guzman del Proo {1992) reporté una
distribucion mas restringida para México, desde Islas Coronado hasta Punta Baja en Bahia

del Rosario. Batiméticamenie se distribuye desde la zona intermareal inferior hasta mas de
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180 m (Guzman del Préo, 1994; Macda-Martinez e/ af, 1994) Debido a su cle saddo vator
comercial, principzlmente en el mercado niernacional, los bancos naturales han sido
sobreexplotados, lo cual ha sido evidente desde finales de los anos 70 (Ramirez-Granados,

1092 Salas-Carza v Searcy-Bemal, [992).

1.3, Pesqueria v Cultivo de abulon en México,

En 1992, Guzmén del Préo hizo una revisidn de la siuacion de las g esguerias de
abuidm en Baja California v reportd el aporte de abulon rojo a la captura global en la Zona |
(desde Ensenada hasta Rosaliita) correspondia a un 23% en 1963, 16% en 1969 y 27% en
1970, mientras que en la Zona 11 (Desde Punta Eugema hasta Punta Prieta) se reporto ¢l
1290 en 1969 Bl abulén amarilio (/. cormugatay v el azul (H fulgens) son los que
sostienen la mavor parte de las pesquerias en Baja California. Otras especies de abulon que
se distribuven a lo laree de las costas de Baja California pero con menor impoitancia
comercial son el negro (K. cracherodii) v el chino (H. sorenseni) {Guzman del Proo, 1992)
Maeda-Martinez er al., 1994}

En anos recientes ha surgido ¢l Interés en recuperar las poblaciones naturaies
mediante la construccion de laboratorios de produccion de larvas v de engorda, donde se
profundiza en el conochmiento acerca de su biologla, repoblamiento v se desarroliy
tecnologia para su cultivo; adicionalmente, las Cooperativas de Pescadores participan en
estas actividades en apovo a laanvestigacion {Ramurez-Granados, 1992 Maeda-Martnez ef
al., 1994),

Guzman del Préo (1992) menciona gue los programas de cultivo, que imciaron

desde 1970, habian tenido como principal obstacule para su desarrollo la baja



sobrevivencia de larvas v el asentamiento de juveniles. Tambien afirma que la direccion de
las investigaciones futuras se debe encaminar al conocimiento de ios cicios reproductivos,
frecuencia ¢ intensidad del desove v los factores que los afectan, identificacion y
clasificacion de los bancos naturales, composicién de las dietas de juveniles y adullos, asi
como las wsas de crecimiento; ademas de los depredadores y pardsitos que pueden afeciar a
los bancos naturales.

Ramirez-Granados (19923 afirmé que el cultivo es una aliernativa para recuperar 1os
bancos abuloneros de Baja California, adecuando la tecnologla proveniente de otros paises
{Japon, EU AL, Francia v Australia) a las necesidades v a la realidad de Mexico. Ademas
menciond que la investigacion se debe orlentar al repoblamiento de los bancos naturales v
al desarrollo en cautiverio.

Actualmente el cultivo de abuldén en México se estd desarrollando por: ¢l
Laboratorio de Celtive de abuldon de la S.C.P.P. *Pescadores Nacionales de Abulon™, e
Laboratorio de Cultive de Puerto Nueve, B.C.S. de la S.C.P.P. Emancipacion gue pertenece
4 la Federacién Regional de Scciedades Cooperativas de la Indusiriz Pesquera
(F.R.S.C.LP.), por “Aqua Farming International ” en el Ejido Eréndira, B. C., de miciativa
privada v por la Empresa también de iniciativa privada”Abulones Culiivados S. A. de .
V. ubicada en el Ejido Eréndira, B. C., siendo esta Gluma donde s¢ desarrollo ¢l presente
trabajo.

El cultivo comercial en “Abulones Cultvados” empezd en enero de 1993 con
500,000 semillas de abulon originario de Ab Lab Inc. y de Bodega Farms en California
(Flores-Aguilar, R., “Abulones Cultivados”, comunicacion personal).

La corporacion obtuvo una consecion en Eréndira, a 80 Km al Sur de Ensenada,



Baja Califomia, para construir una granja v produccir semilla, en donde la primera

produccion de larvas se obtuvo en diciembre de 1993,

Hasta principios de 1999 la Empresa, habia estado conformada por dos sistemas de
cultivo: 1) La produccion terrestre de juveniles ubicada en ¢l Ejido Eréndira, que inicia con
I induccion al desove de los orgamsmos maduros ¥ lenming aproximadaniente a los 4.5
meses de edad de Ja semilia, v [1) La produceidn oceanica, que se transtado a Lréndira en
enero de 1999, se ubicaba en las Islas de Todos Samtos, B. C., en la cual se crecian los
juveniles provenentes de Eréndira hasta la talla comercial (76 2 82 mm) en un periodo de

3.5 ahos {(haste alcanzar aproxamadamente 100 g cada uno). En el preseate

3
v
=
[
L
o
o3

trabajo, se hara referencia 4 estos dos sistemas de cultivo.

Los reproductores se tienen agrupados de acuerdo a su origen en: 1) Silvestres de
Santa Barbara Califonua, 2) Cultivados de Califoria, 3) Supercrecedores obtenidos dentro
de fa misma granja (cuyos padres son onginarios de Santa Barbara Ca) vy 4) Sivesires de 1

Isia de Cedros {abulon azul).

L4, Evalnacién genética de un culfivo.

En los cultivos comerciales, los organismos estan sujetos g determinada seleccion
artifictal por varias caracteristicas tales como la velocidad de crecimiento, el tamaio, la
calidad y la canudad de came, etc., por lo gue seria adecuado que la eleccion de los
reproductores, ademds de basarse en caracteristicas morfologicas v fisiolégicas, considerara
aspectos genélicos para tener mayor rendimiento en la proguccion.

la genétuica cuantitativa y la de poblaciones tiene impornancia especial en

Acuicultura, ya que se pueden migjorar directa o indirectamente los resultados mediante 14



uttlizacién de diferentes téenicas, por ejemplo, de manipulacion de la ploidia, estudios vy
analisis de loct alozimicos (Espinosa de los Monteros y Labarta, 1987), o bien para conocer
¢l efecto genélico de someter poblaciones silvestres a condiciones de control domésiico o
las consccuencias de la liberacidn de crias producidas en laboratorio al medio natural
{Beaumont, 1994).

La cvaluacion genética de los organismos utilizados en Acuicultura debera empiear
fa t¢enica mas adecuada dependiendo de las necesidades y requertmientos del productor
(Parker er o/, 1998).

Una de las técnicas mis utilizadas ¢s la electroforesis de alozimas en gel de
almidon. Esta consiste en la migracion de proteinas a través de un campo eléctrico en una
malriz de gel para distinguir alelos diferentes en un locus. Debido a que las proteinas son
moiéculas con carga eléctrica, éstas pueden migrar en el campo eléctrico de acuerdo a su
forma, tamafio y carga; asi, las proteinas de diferente composicion y conformacion migran
a velocidades diferentes. Las enzimas se detectan con la inmersién del gel en un medio que
contiene las condiciones de reaccidn para una enzima en particular (Hoelzel v Dover, 1991
y Parker et al., 1998).

Para entender como se puede aplicar la genética para evaluar un cultivo, se deben
mencionar algunos conceptos basicos.

Los genes que codifican a las enzimas y a las proteinas en general se denominan
habitualmente loct alozimicos o loci proteicos. Debido a sus caracteristicas, se pueden usar
como marcadores de poblaciones, y/o especies, para la cuantificacion de la variabilidad
genética intrapoblacional y la diferenciacion genética entre poblaciones (Espinosa de los

Monteros v Labarta, 1987).



Lz unidad bésica de la herencia es el gen. Los genes se encuentran locahzados
dentro de los cromosomas, en regiones especificas llamadas loci. Los genes pueden ocurnir
en una o mas formas, cada una de las cuales s¢ le denomina alelo. Dentro de una poblacidn
puede haber 1,2, o miés alelos por locus. Los individuos que tienen sélo un tipo de alelo en
un lacus se denominan homocigotos para ese locus. Los individuos que lienen mas de un
alelo por focus se denominan heteroctgotos (Tave, 1930).

En una poblacidn, un gen puede tener un alelo (monemorfico) o puede tener mas de
uno (polimartico) (Tave, 1986). El estudio de los polimorfismos enziméaticos ha ayudado a
entender los fendmenos de adaptacién de los organismos al ambiente en términos de
procesos bioquimicos v fisiolégicos (Espinosa de los Monteros y Labarta, 1987),

£l grado de heterocigosidad en un locus se puede obtener mediante: el conteo
direcio (Ho) de la proporcién de individuos que son heterocigotos. La heterocigocidad
esperada (He) basada en el Modelo de Hardy-Weinberg y esta dada por:

He= 1-Tx;° ()

‘7 - - . - .
donde x;” es la frecuencia del alelo 1 en el locus dado (Nei, 1987},
La heterocigosidad en una poblacion es el promedio de todas las Ho sobre el

numero total de foci muestreados (1) (Nei, 1987 )

Ho (2}

r

Algunos estudios revelan gue existe una correlacién entre la heterocigosis para loci

proteicos v algunos caracieres cuantitativos como la velocidad de desarrollo y la viabilidad



en los individuos de una poblacidn (Espinosa de los Monteros v Labarta, 1987).
{.a deficiencia de heterocigotos { D) se caleula de la siuiente manera:
(tlo-He) {3)

He

donde Ho es el ntmero de heterocigotos observado y He el nimero de heterocigotos
esperade considerando e Modelo de Hardy-Weinberg. St D>0 significa gque hay exceso de
heterocigotos mientras que s1 D<) existird una deficiencia de heterocigotos {Selander,
19701, La deficiencia de heterocigotos esta amphamente documenada en la heratura
clentifica, principalmente en moluscos {Rayvmond er al. 1997,

El Modelo de Hardv-Weinberg hace referencia al upo de equilibrio que so zleanza
en una poblacion mendeliana que cumple con las siguienies condiclones ideales: 1) Los
individuos son diplowdes v se reproducen sexualmente, 2} Las generaciones son discretas o
separadas, 3) El aparcamicnto es al azar {panmixia). 4) La poblacion es lo sulicientemenie
vrande para que no ocurran cambios en las frecuencias génicas por efectos del muesireo. 5)
No existe migracion, 6) No se producen mutaciones. 7) No opera la seleccién natural.

En el caso de un locus autosdmico con dos alelos Ay v A», cuyas frecuencias son p

y ( respectivamenie (prg=1), la ley de Hardy-Wewnberg establece que las trecuencias
génicas permaneceran estables a lo largo de las generaciones, ¥ después de una generacion
de aparcamiento al azar, los ires genouipos posibles estardn presentes de la siguiente
manera:

7 z 2 y
(PA; +aA2) " =p AjAr 2pgAiAzt 4 ArA, )
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La extensidn para un nomero de noalelos es mmediata. La existencia de
proporciones Hardy-Weinberg no implica necesariamente gue se cumplan todas y cada una
de las condiciones: de hecho alguna o varias de estas condiciones pueden ser violadas v las
frecuencias genotipicas segulr presentando las proporciones Hardy-Wemberg.

A partir de este modelo se pueden denvar clenas propiedades basicas de la

“

esiructura gendtica de las poblaciones que vienen impuestas por la herencia mendehiana

(Espinosa de los Monteros v Labarta, 1987).

El tamano efectivo de la poblacion se puede definir como aquel que produciria la
misma varianza de frecuencias génicas que se observaria si el tamaiio de la poblacion se
amuviese constante v estd afectado por la proporcion de sexos de los reproductores. 51 la

poblacion esta formada por Nm machos v Nh hembras, eb tamano efectivo Ne (Hoelzel v

Dover, 1991, Falconer v Mackay, 1996) es.

En wvarios cultivos de moluscos se han hecho estimaciones del N2 usando la

varianza temporal en las frecuencias alélicas. Hedgecock er ¢l {1992) ai respecto alirmaron
que los métodos de estimacion temporal de esta varianza son una buena herramienia para
monitorear ia deriva genética v estimar ¢l tamafo efectivo en poblaciones de 0rgamsmos
cultivados. El caso particular en que Nm=Nh, se tiene que Ne=N, el numero total de
organismos en la poblacion.

Otro aspecte imporiante en ¢l desarrollo de cultivos es evitar las cruzas

consanguineas. La consanguinidad es una desviacion de ja panmixia o del aparemicnio



aleatorie v ose presenta cuando  los  aparcamientos se producen  entre  individuos

craparentados, produciendo un ineremento en la frecuencia de homoaigotos v reduccion de

los heterocigotos (Bspinesa de los Monteros v Labarta, 19875

L5, Antecedentes.

in

1L Estudios sebre la biclogia del abuldn en México,

Los trabajos de investigacion cientifica sobre la biologia del abuldn en México, se
han desarrollado por el Insuwte de Investigaciones Oceanoldgicas (1LLO-UABC). lu
bscuela de Biologia de la Facultad de Cigncias (UABC), el Centro de lavestigacion
Cientifica v de Educacion Supenior de Ensenada {CICESE), el Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste (CIBNOR) v el Instituto Politécmico Nacionzl {ENCB) Las
principales areas de estudio han sido: madurez gonadal (Andrade, 1971), fecundacion
artificial ¥ desarrollo embrionario {Cota, 19713, crecimiento (Guzmian del Proo v Marin,
1970), fecundidad (Molina, 1983), repoblamiento (Searcy-Bemal v Salas-Garza, 1985),
madurez, indice gonadal v fecundidad (Gonzalez v Orntiz, 1986), crecimienio y talla en la
madurez sexual (Shepherd er af, 1991), abundancia (Leon v Ramirez, 1992), produccion de
semilla (Mazon-Suastegur er al, 1992, Scarcy-Bernal er al., 1992), desarrollo v estado
actual del cultivo en México {Salas-Garza v Searcy-Bemal, 1992), crecimicnto
(Turrubiates-Morales y Castro-Ortiz, 1989), elaboracion de dietas artificiales (Viana er af.,
1994; Viana er el 1996), enire otros.

Debido a la falta de estudios gendiicos de abulon en MExico, o8 necesano encaminar

las anvestigaciones a este campo, para contribuir a un mejor mangjo, tamo en las



poblaciones naturales como en los cultivos.

1.5.2. Fstudios sobre genética de abulon.

Fin Meéxico, so ha trabajado poco en relacidn a aspecios genéticos del ebulon, @
pesar de la importuncia que esio implica. Rodriguez (1996) determing Ja estructura
venélico-poblacional de . fulgens en la peninsula de Baja Calfornia mediante ¢l analisis
de siete loci génicos con electroforesis en gel de almidon. En los ¢inco bancos muestreados
observe una homocigosidad alia, es decir, poca variabilidad genética, ademas de que las
poblaciones analizadas fueron ndependientes, es decir no existe mezdla

A mivel internacional los wabajos de genética de abulon han cobrade gran
importancia en afios recienles y tienen varios enfoques, entre ellos destacan: los de min ¥
microsatélites (Manna er of., 1997, Huang er of, 1997, Wang vy Hanna, 1998, Huang »
Hanna, 1998 Kirby er af., 19983, manipulacion cromosomica {Aral e/ af,, 1984a; Arai ¢!
al.. 1986 Fujino er al., 1990a; Kudo er al, 1991; Sun eral, 1992; Sun et al., 1993, Gaefan
et al., 1997 Yang et af., 1997; Fujino ef al., 1987), transgénesis (Powers y Chen, [993),
Powers el al., 1997), variacion genética (Jonasson e af,, 1997; Kawahara ef «f., 1997},
cariotipos (Aral er al., 1984b; Jarayabhand y Yom-la, 1998), genética de poblaciones
{Brown y Murray, 1992; Murray ¥ Brown, 1992), entre otros.

En Japon, Fujino v sus colaboradores han realizado vanos trabgjos en genetica de
abulon, entre los que destacan: variaciones en la iermoesiabilidad de muluples loc
(Okomwura ef al., 1981), asociacién emtre la edad vy las proporciones genolipicas de
isoenzimas {(Fujmno y Sasaki, 1984), tasa de recombinacion del cenirdmero para 1os genes

de Lap, Me, Pgm y oGdh (Fuino er al., 1989), oGdh, Sod v Est (1990b), relaciones de los



(g%

genolipos entre los progenitores y la progenic diploide v wiploide mducida {Fujimo er af|
1991 ).

A la fecha, se tiene conocimiento solamente de los siguientes rabajos sobre
senética en granjas de cultive de abulon:

Smith v Conroy {1992) anzlizaron la variacion genclica en abulon M oois producido

en ¢ranjas de Nueva Zelanda mediante clectroforesis de alozimas en gel de almidon v en
qeetalo de celulosa. Encontraron diferencias genéticas entre las poblaciones silvestres v las

cultivadas, cambio en las frecuencias alélicas, pérdida de alelos raros asi como reduccion
en la heterocigosidad para el locus de la fosfoglucomutasa (Pegm) de abulones cultivados,
comparado con el de abulones silvestres v para el locus superoxido dismuiasa {Sod)
encontraron una baja variacion genetica.

Mgava ef al. (1995) estimaron la variacion alozimatca de tres loci polimorficos
(Gpi, Pom v Mdiy en abulones silvestres de Guemesey, Channel Islands v en cultivados, ¥
encontraron similitud en términos del namero efectivo de alelos por locus y en ¢l mvel de
heterocigosidad.

Gaffney e al (1996) estudiaron el efecio genético de la semilla de abulén rojo
propagada artificialmente sobre las poblaciones siivestres v encontraron cambios en la
composicion genética y pérdida de alelos raros en las poblaciones cultivadas comparadas

con tas silvestres.



H. OBJETIVO GENERAL.
Caracterizar genélicamente a la poblacidn de abulon rojo Haliotis rufescens en el

cultivo comercial de la Empresa “Abulones Cultivados™,

il.1. Objetivos Particulares,

Establecer el tipo de crecimiento {isométrico o alométrico) que presentan 1os
organisnios en diferentes edades.

Calcular las frecuencias alélicas v el grado de polimorfismo de los diferentes lotes
de abulon rojo en ¢l cultivo comercial de la Empresa “Abulones Cultivados™ por medio de
electroforesis de alozimas.

Determinar si las poblaciones de abuldn rojo en el cultivo se ajustan al Modelo de
Hardy-Weinberg.

Evaluar si existe deficiencia o exceso de heterocigotos en las poblaciones de abuion
rojo en el cultivo comercial.

Determinar si existe correlacion entre la helerocigosidad vy el crecimiento en

juveniles de las poblaciones de abulon rojo en el cultivo comercial.



HL MATERIALES Y METODOS.
HIL1. Origen de los organismos.

Los organismos analizados en ¢l presente estudio provienen de la bBmpresa
“Abulones Cultivados™ cuya unidad de produccion oceanica se localizaba hasta enero de
1999 en las Islas de Todos Santos (31948 Ny v 1167477 Oy, v de fa umdad de produccion

errestre gue se ubica en el Eiido Eréndira, Baja Califorma, México (319247 Ny 167 247 O).

HLZ. Muestreo.

Con el fin de contar con un analisis amplio de la poblacidn cultivada, se tomo una
muestra de organismos en crecimiento de las jaulas localizadas en las Islas de Todos
Santos, asi como del grupo de reproductores v organismos en crecimiento provenentes del
Ejido Eréndira.

Considerando las generaciones existentes en las Islas de Todos Samtos se
selgccionaron aleatoriamente cinco de ellas v se tomo una muestra total de 298 organismos,
la informacion acerca del nimero v origen de los progenitores de cada lote se presenta en la

Tabla ],

Tabla 1. Disefio del muestreo en las [sias de Todos Santos.

Edad hembras mathos OFgansTos

Generacion {meses) lote progenitoras / progeitores / e muestreados
origen™ origen”

Bréndia i8 27 D 575 s, 3¢ 10 53
Eréndira 20 27 E 35 Ls, 2/c 6 54
Eréndira 235 21 ¥ 18/¢ 18/¢ 36 54
bréndua 30 20 (G 10/ Wie 70 36
Eréndira 34 17 H 8/s 13kc 24 g1

* origen: $7 silvestre de Sumta Barbara, Ca, E. UL, ¢= cultivado de ab Lab Inc.
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[os organismos provenientes de las Islas de Todos Sanios (lotwes D al Hy se
transportaron vivos (dentro de hieleras provistas de bolsas con gel refrigerante) al
Laboratorio de Genética del Departamento de Acuicultura del CICESE. Se nudio la
longitud, altura v largo de la concha, peso total, peso de la concha v peso desconchado. De
estos lotes se tomaron las muestras destinadas al analisis electroforético (glindula digestiva
v branquia) v se colocaron individualmente en tubos eppendor! de 1.5 ml, almacenindose
en un ultracongelador a - 70 °C. De estos lotes se conservaron las conchas completas,

Del cultivo en Fréndira, se tomo una muestra de 416 organismos provenientes de
dos lotes que se denominaron Iy K, correspondientes a los desoves del 3 y 24 de febrero de
1998, respectivamente (7 v 6 meses de edad, respectivamente). Ll lote ] tuvo como
progenitores 36 hembras v 20 machos, ambos cultivados (Ab Lab Inc.) (MNe=51.4), nuenwas
gue ¢l lote K provino de 13 hembras v § machos ambos cultivados (Ab Lab Inc) (Ne=
20.8). Estos organismos se transporiaron vivos en hieleras hasta el Laboratorio de Genética,
ahi se les midié ¢! largo, se pesaron v se colocaron individualmente en tubos eppendort
para almacenarse en el ultracongelador a -70°C.

Adicionalmente se tomaren muestras de 3 a 6 tentaculos (epipodios) de los
reproductores (anotando su origen), colocandolos individualmente en tubos eppendorl

deniro de nitrégeno liguido para transportarlos al laboratorio y almacenarlos de igual

manera en el ultracongetador a -70° €



111.3. Electroforesis en gel de almidon.

Yara determinar las soluciones amortiguadoras asi como las enzimas adecuadas para
obtener resultados positives en la clectroforesis, se probaron tres sistemas de cormmiento
electroforético para 32 sistemas enzimaticos {Tabla 1{). Los sisiemas continuos fueron

TME (0.1 M Tris, 6.1 M acido maleico, 0.00 M EDTA v 0.01 M MgClyy pH 7.8 v Iris-

Citrato (0.15M) pH 8.0, mientras que el sistema discontinuo consistio en TME pH 7.4 para

elecrodo v Clirato-Fosfato pH 7.4 para gel. De estos tres sistemas se seleccioné al TME

nH 7.8 debido a que resolvia bien para las enzimas que se seleccionaron {Tabla 1i). La
preparacion de los amortiguadores se cita en el Apéndice 1.

Los geles se prepararon en placas de vidrio con dimensiones de 270 x 180 x 6 mun,
con marcos de acrilico de 250 x 150 x 9 mm (medidas internas).

La concentracidn de almidon para ¢l estudio fue del 12%. Para un gel de 9 mm de
crosor se necesitaron: 54.12 ¢ de almiddon, 410 mi de agua destilada y 41 mi de
amortiguador TME ajustado a vn pH de 7.8, Los ingredientes se mezclaron perfectamente
en un matraz Erienmeyer de 1 litro, colocando la mezcla en el homo de nucroondas {(700W)
a potencia maxima. Inicialmente se movid la mezela cada 30 segundos durante los primeros
dos minutos, posteriormente se movio cada 15 segundos durante los siguienies minuios.
Cuando el almidon empezd a hervir se saco del horno para proceder a la desgasificacion
con una bomba de vacio por espacio de 20 a 30 segundos. En seguida se destapd
lentamente para evitar la formacién de burbujas y se procedid a vertirio de immediato sobre
las placas de vidiio con los marcos sujetos con ligas de plastico. Para facilitar el corte se

utihizo un segundo marco sobrepuesto sobre el primere y se ajusto con las higas.



Tabla 1L

Sistemas enzimaticos que se probaron para abulon rojo Hallotis rufescens
de “Abulones Cultivados S. A.de C. V.7

Nombre de la enzima y nmero de la C. E. Abreviacion Estructura Resultados

T Aconiiass 6 Aconitato hidratasa (4.2.1.3) ACOM Mondmero Mo tifid

9. Adenilato kinasa 6 Miokinasa (2.7.4.3) AK Mondmero No 116

1 Adenogina desaminasa (3.5.4.4) ADA Mondmero No 1ig

4. Alcohol deshidrogenasa (1.1.1.1) ADH Dimero N 1id

5. Aldolasa (4.1.2.13) ALD Tetramero No undé

6. Aspartalo aminotransferasa o Glutamalo AATH Dimero Polimdriica
oxaloacetalo transaminasa {2.6.1.1) 6 GOT

7. Diaforasa (1.6.2.2) DiA Monémero Np 1fio

§. Eazima Malica (1.1.1.40) MEF Tewdmero Polimérlica

9. Esterasa D 3.1.1.1) ESD Dimero MNo interpretable

10, bsterasas (3.1.3.-) e g Dimero Se compaoria como

monemero

1. Foslo-gluconneasa (2.7.5.1) POM™ Mondmero Polimarfica

12, 6-Fosfogluconato deshidrogenasa (1.1.1.45 PGD Dimero Manchas barridas

13, Fumarasa o fumarale hidratasa (4.2.1.2) FUM 6 FH Tewamero No tifd

14. Giicerat desindrogenasa (1.1.1.29) (:2DH o No tifd

15, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa GAPDH ¢ Teuwamero jufeRtiily]
(11210 GPD

16, Glucosa-6-fosfalo deshidrogenasa GePD 6 GD Dimero Manchas barndas
(1.3.1.49)

17, Glucosa-6-fosfato isomerasa (3.3.1.9) oprE Dimero Polimérfica

18, Glucosa deshidrogenasa (1.1.1.47) GDH Dimero No 0o

19, Glutation reductasa (1.6.4.2; SR Dimero Manchas barridas

20 Hexoquinasa (2.7.1.1) HK* - Mondmero Poco polimorfica

21. 3-Hidroxibutiralo deshidrogenasafl.1.1.30) HBDH Dimero No i

22, Isocitrato deshidrogenasa (1.1.1.42) IDH* Dimero Monomérfica

23, L-Lactaio deshidrogenasa (1.1.1.27) LpHF Tetwdmero Polimorfica

24, Leucin amino peptidasa (3.4.11.-) LAP® Dimero polimorfica

25. Malato deshidrogenasa {1.1.1.37) MDH® Dimero MDH-1 Monomadorfica

MDH-2 Polimdrfica

26. Manosa-fosfalo isomerasa (3.3.1.8) MP1 Mondmero No tid

27, Oxidasa hidroxigcida ¢ L-2 oxidasa GOX Teramero No L0
hidroxiacida {1.1.3.1)

28, Purina nucledsido fosforiiasa (2.4.2.13 NP Trimero No Ui

29. Pirofosfatasa inorganica (3.6.1.1) ipp¥ Dimero Potimorfica

%0, Sorbitol deshidrogenasa (1.1.1.14) SDHO Tewamero No i)

SORDH
31, Superdxido dismutasa (1.15.1.1) SOD Dimero No 1o
32. Triosa fosfato isomerasa (5.3.1.1) TPI¥ Probablemente Polimarfica
Dimero

Se selecciond para los analisis posteriores, <+ No determinado.



La mezcla se vacid rapidamente para evitar que se enfriara y solidificara, dejando
que sobresaliera del primer marco de acrilico. Una vez gue el almidon se enfrio, se cubrid
con una tapa de acrilico y se colocd en refrigeracion al menos duranie una hora antes de ser
utilizado, Preferentemente se prepararon los geles de 1 a3 horas antes de usarlos para evilar
st deshidratacion.

Previo al sembrado de las muestras, los geles se prepararon de la siguienie manera:
las orillas se separaron del marco con ayuda de un bisturf procurando cortar la totalidad de
las esquinas. La parte superior, donde sobresalia el almidén, se elimind con un “cortador de
gel

o

queso”, dejando la superficie plana. Se procedid a hacer un corte vertical a o largo del
con ayuda de un marco de acrilico. a unos 2.5 ¢m de una de las orillas y se separaron las
dos partes con avuda de papel secante para poder colocar las muesiras.

Los tubos eppendor{ que contenian las muestras se sacaron del uliracongelador v,
durante todo el iempo gue se mantuvieron fuera de ¢l, se colocaron en hielo picado, A cada
tubo se le agregd amortiguador TME a pH 7.8 en las sigulentes cantidades:
¢ lotes D, E,F, Gy Hentre 0.3 v 0.4 ml, dependiendo de la cantidad de mucestra
¢ Jotes ) v K Talla 6 mum se les adiciond 0,1 ml
¢ lotesJy K Talla 8§ se tes agregd U.15 ml
¢ lote ] Talla 10 se le adiciond 0.2 mh
¢ Reproductores | gota de amortiguador, equivalente aproximadamente a 0.05 mL

A todos los tubos se les colocaron unos cuantos granos de arena de cuarzo para
homogeneizar ¢l tejido. Una vez homogencizados, se colocaron en iz centrifuga a 10,000

rpim por espacio de 5 minutos a temperatura ambiente,



| sobrenadante del homegeneizado de la muestra se absorbid con mechas de papel
filtro del ntmero 1, con dimensiones de 2 x 9 mm, quitando el exceso de muestra con papel
secante. Cada mecha se coloct en el corte del gel con ayuda de pinzas de discccion. Para
evitar la contaminacion entre muestras, las pinzas se lavaron y secaron anles del manejo de
la siguiente muestra. El espaciamiento entre éstas se hizo con avuda de una reglilia.

Se colocd una muestra estandar {marcador) a cada tado del gel, con la finalidad de
observar posibles corrimientos desiguales en ¢l mismo, asi como para comparar cnire
corridas. Asimismo, la ferritina {proteina indicadora) se coloco para evaluar a simple vista
el progreso del corrimiento de electroforesis.

En una charola de electroforesis se colocd el gel entre 65 v 80V/em por espacio de

18:30 horas, anotando las condiciones de miliamperaje y wataje de los geles.

111.4. Revelado de alozimas.

De Jos 32 sistemas enzimdticos probados solamente en 12 se obtuvieron datos
mterpretables (Tabla 1)

[L.as recetas de Tincion se presentan en el Apéndice 1. Una vez que solidifict la
mezcla de tincion, el marco se cubrié con una placa de vidrio y se colocd en incubadora a
36°C.

Conforme se fue apreciando visualmente la tincidn de los alelos para cada locus se
procedid a copiar en acetato plastico con marcador indeleble cada una de las manchas que
aparecieron en el gel, colocandolo sobre un transiluminador. Se registrd ¢l avance de la
ferritina, del marcador y de las muestras, indicando ornigen de la electroforesis (del

organismo | al 40), asi como la fecha y enzima correspondiente. Se muvo cuidado de que no



canseurriera mucho tiempo de tincidn, va que de ser asi, se podia dificuliar la identificacion
entre manchas.

Se fotourafié el gel con pelicula a color 1SO 200, cémara réflex, filuo 2+ y filtio
azul evitando asi la coloracion amarilla. Se colocd una reglilla en el margen del gel que

senaléd ol origen de la electroforesis. En un poriaobjetos se escribid el origen y colocacion

de las muestras, la fecha v la enzima en cuestion.

I11.5, Procesamiento de los datos,

LLos datos morfométricos de los lotes D, E, F. G v H, se analizaron individualmente,
mediante o correlacion lineal simple (Statistica version 4.3) ajustando  al modelo
logaritnico para probar si la relacion de Jos pares de dimensiongs era isomeéinca o
alométrica, En los lotes | v K se anabizaron de la misma manera los datos, pero separando
las tallas 6, 8 v 10 mun, v 6 v § mm respectivamente y también se realizo un andlisis global
de las tallas para cada lote.

El contraste de la pendiente para determinar si la relacion era alométrica se realizd
calculando cf valor de “t” de la siguwiente manera:

(6)

donde b= pendiente en la regresidn, Bi= 1 ¢ 3, seglin el caso, CME= cuadrado medio del
error {del ANDEVA de la Regresion) y SCx= suma de cuadrados de x (largo) (Danicl,

1992).
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Para el caso de relaciones entre medidas lineales (allo-largo y ancho-largo) se probo
si la pendiente era igual (isometria) o diferente (alometria) de uno, mieniras que para las
relaciones peso total-largo, peso de la concha-iargo y peso desconchado-largo se probo st la
pendiente era igual a 3.

Cuando se obtuvieron relaciones alométricas el signo de la diferencia (by-f3,) indico
si la alomeiria fue positiva © negativa.

Debido a que se utihzaron los mismos organismos en las prucbas estadisticas se
utilizo una correccion de Bonferroni en el ¢ (Sokal y Rohif, 1995):

) (7}
0.0:

o',
#1otal de prucbas

con lo que se contrasiaron los valores de p.

Se compararon las pendientes de las regresiones lineales de los datos transformados
logaritmicamente por medio de un anélisis de covarianza (Fry, 1993).

»ara cada enzima se localizo €l alelo mas comin v se designd como 1007, el resto
de los alelos se designaron por su movilidad con respecto al mas comin.

Con el paguete BIOSYS-1 (Swofford vy Selander, 1989) se calcularon para cada
lote: frecuencias alélicas, porcentaje de loci polimérficos sin criterio (sc), heterocigosidad
con sesgo (H), heterocigosidad esperada (He) (Nei, 1978), heterocigosidad observada (Ho).
deficiencia de heterocigotos (D) e indice de fijacion Fis. Con ¢l paquete GENEPOP ver 1.0
(Raymond y Rousset, 1994) se evalud el ajuste al modelo de Hardy-Weinberg (prueba

exacta).
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Para la relacion heterocigosidad-talla, sc dividio el namero de loci heterocigoios
entre el namero de loci que tieren en cada uno de los abulones muesireados, con la
finalidad de caleular la heterocigosidad individual, En cada uno de los lotes se grahed la
marca de clase del largo (mm) y del peso total (g) contra la heterocigosidad individual para
obtener los pardmetros de la ecuacion de regresion lineal, se determiné adicionalmente s1 la
pendiente fue diferente de cero por medio del ANDEVA de la regresion (Statistica ver
4,53, se utilizo la correcion de Bonferront en el .

En la relacién genotipo-talia, los genotipos obtenidos en cada locus se analizaren
con el largo (mm) vy el peso total (g) en un ANDEVA de una via (Paquete Statishica ver,
4.5, para delerminar 1 existid dependencia entre el genotipo v {a talla.

Las heterocigosidades individuales se compararon entre lotes por medio de las

pruchas no parametricas de la mediana y de Kruskal-Wallis (MINITAB, ver 10.2).
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1V, RESULTADOS.

1V.1. Analisis Morfométrico.

Al vealizar un ANDEVA y posteriormentie un andlisis de Tukey (MINITAB ver
10.2) entre las tallas (largo en mm y pEso total en gy de los jotes D al H se encontrd que
salo las tallas de los lotes E v F son estadisticamente similares. En ¢l lote J las tres tallas:
36,18 v J10G resultaron ser significativamente diferentes (largo v peso total), deigual forma
las dos tallas del lote K (K6 vy K8) difieren significativamente en talla (largo ¥ peso total).

Los resultados que se obtuvieron en los fotes DLk, Fo G v H se resumen en la Tabla
[1] v los resultados de los fotes Iy Koen la Tabla IV,

Después de la transformacion logaritmica y el analisis de regresion lineal, de un
total de 30 analisis, se obtuvieron 14 casos de relacidn alométnca negativa: alto-targo en
los lotes D, B, Fyv G, peso total-large en el lote D, 16, J8, J10 v K8, peso concha-largo en
fos lotes DL E, F, G v H. En 4 casos se obtuvo una relacion alometrica positiva: ancho-largo
en el lote E, peso desconchado-largo en Jos lotes Gy H v en peso total-largo en el lote K&,
Finalmente en 12 casos se obtuvo isometria; alto-largo en el lote H, ancho-largo en los lotes
D, ¥, Gy H, peso total-largo en los lotes E, F, G vy H vy peso desconchado-largo en los lotes
D EyF.

Se compararon tas pendientes de las lineas de regresion del logaritmo del peso total
(g) contra el logaritmo del largo {mm) de los lotes D al H, J6 al HO, K6 al K8, DalJlOy
finalmente Global J y K8 por medio de un Analisis de Covarianza (Fry, 1993) (ANCOVA),

las tablas de estos andlisis sc presentan en el Apéndice 2. No s¢ encontlraron diferencias
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sientficativas entre las pendientes de los lotes D al H(Fg 2567 217, p=0.072) por lo que se
uicron los datos y se obtuvieron los parametros de regresién lineal (Tabla V', Figura 1),

Asimismo al comparar entre si las tres tallas del lote |y las dos del lote K no se obtuvicon

si eatre las KO v K8 (Fyp s00= 10,37, p=0.001). Al comparar la pendiente del lote K& con la

del ] ne se cncontraron diferencias significativas (Fpyagp= 0.95, p=0.417) enue las
pendientes por lo que s¢ unieron los valores y se obtuvieron los parametros de la regresion
lineal correspondiente (Tabla V, Figura 1),

Para los lotes D al H se obiuve una relacién isométrica, mientras que el analisis de

los lotes Global § v K& se tuvo una relacidn alométrica negativa entre estas dos vanables.



Tabla 1} Promedios de las medidas morfométricas (mm, g}, desviacion (,ma{ r{d.c.)
y parametros de la regresion lineal de organismos de ios lotes D, E, LGy H
de Haliotis rufescens de " Abulones Cultivados S, A. de C. V.
Lote
B E ¥ G H
n 53 54 54 56 51
Largo 49.71 39.60 42.23 32.91 2553
d.e. (10.67) {5.67) (5.94) (6.57) (3.20)
Alto 11.47 5.90 5.68 8.05 6.36
d.e. (191) (1.75) (1.52) (1.39) (0.86)
Regresion by, <0008 SG.00G2 -0.125 -(3.325 ~{}.420
by 0.666 0.60087 0.660 08114 0.869§
r 0.740 0,760 0,640 0.822 0.653
Ancho 34,33 2680 29.04 22.01 16.80
de. (7.27) (5.97) (4.24) (4.59) (2.23)
Regresion by 0.075 0.255 0.199 0.217 -0.237
o, 0.9508 10529 10228 FOZTE 1.G398
0.910 0,981 0.972 0.982 0.964
Peso total 22.23 927 11.77 316 2.43
d.e. (18.28) (5.84) (4.68) (3.18) (0.930)
Regresion by ~3.417 -389G -3.812 -(1.426 -3 884
b, 27735 3.007§ 2.988§ 3.088% 3.019§
r 0.939 0.956 0.939 0.964 0.951
FPeso concha 6.06 319 3.30 1.76 .79
de. (1.46) (.77 (1.16) (0.99) (0.27)
Regresion by -3.465 -3.858 -3.652 -3.945 -3.469
by 2.473( 7{)2@ 2558 2.735 2.382¢7
r 0.854 581 0.900 0.973 0.741
Peso
Besconchado 16.17 6.08 8582 3.40 1.64
d.ec. (13.66) (4.10) (4.11) (2.20) {0.68)
Regresion by -3.761] -4.437 -4.372 -4.537 -4.641
by 2.891§ 3.2318 3.2408 3,300 34309
r’ 0,928 0.906 0.901 0.947 0.885

by

Ordenada al origen, 1

3= Pendiente, @= Alometria negativa, F'= Alometria positiva, §x isometria.



Tabla IV, Promedios de las medidas morfométricas {mm, g}, desviacion estandar

(de.) y parametros de o regresién lincal en los lotes J y K de Haliotis
rufescens de “Abulones Cultivados S, A de €. V"

3 Lote

Jo JE J10 Kb K8

fl 72 70 70 103 101

Largo 631 7.08 11.89 6.70 8.34

d.e. (0.70) {0.823) {1.26) (G733 (0.83)

Peso total 0.04 .06 0.23 (.04 0.08
d.e. (0.01) (0.02) {(0.00) {0.01) {0.02)
Begresidon by -3.518 ~3.049 -3.509 -3.891 -3.581
by 25889 2,749z 2,709 3021 2055

r’ 0.869 0.924 0.944 0.945 0,928

by Ordenada al origen, D)= Pendiente, @= Alometria negativa, W= Alometia POSIIVE.

Tabla Vv, Promedios de las medidas morfométricas (o, @), desviacion estandar

(d.c) y pardmetros de la regresion lineal en los analisis giobales de los
lotes D al H, Global I y K8 de Halioiis rufescens de “Abulones
Cultivados S, A de €. V.7

Global D a H Global J v K8
mtervalo de edad 27 a 17 meses 6 a7 meses
1 298 212
Largo mm 36.803 8.60
d.e. (11.87) (2.56)
minimo 15.85 4,610
maximo 94.70 14.220
Peso total g 9.398 0.108
d.e. (10.84) (0.09)
minimo (0.507 0.016
Maximo 127.200 (.344
Regresion by -4.003 -3.728
b, 3.0368 2.839%
r’ 0.997 0.981
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Figura 1. Regresion lineal del peso total {g) contra ¢l largo (cm) en los analisis
globales de los lotes a) D al H v b) Global J y K8 de Haliotis rufescens
de “Abulones Cultivados S, A . de C. V.
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IV.2, Analisis Genéetico,

Se realizo el andlisis para trece loct alozimicos en la poblacion culuvada de A
rufescens. Debido a que en el lote de reproductores (I) solamente 7 loct mosiraron
resultados positivos v en pocos organismos, s¢ eliminaron los datos debido a que el analists
genélico podria resultar mconsistente.

Los resultados de las frecuencias alélicas, las medidas de variabilidad genética v el

ajuste al Modelo de Hardy-Weinberg se presentan a continuacion.

IV.2.1 Frecuencias alélicas.

Para tener una vision mas completa del comportanmiento de las frecuencias alelicas
de la poblacion de “Abulones Cultivados S. A. de C. V. se realizaron varios analisis con
105 paguetes BIOSYS-1 v GENEPOP ver 1.0

Con el fin de determinar si existia una relacion entre los lotes se realizaron pruebas
de independencia (GENEPOP ver 1.0), las cuales indicaron si se podian agrupar ios
diferentes lotes en un analisis global. Al agrupar todes los lotes se encontrd que eran
independientes ( p (x?’:: 49.719, 8 g. 1) < 0.060001) por lo que no fue posibie realizar un
analisis genético global. Debido a esto, se realizaron agrupaciones en donde las pruebas de
independencia mostraron fos siguienies resultados:

Entre los lotes D al H se encontrd independencia, es decir, diferencias gencticas,
mientras que al realizar el analisis entre los lotes 16, I8 vy J10 se encomrd gue son

genéticamente similares excepto para 1 locus, Hk (p (xzx 36.532, 12 ¢ L)y < 4.0001) por lo

gue se unieron los resultados {excepto para este locus) v se trabajaron en un anahsis giobal
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del lote J (Tabla VII}. Bl analists entre los totes K6 y K8 mostrd, de la misma manera que

"
e}

2

L)

: o 2 o n
en los lotes I, que son genéticamente similares excepto en Lap-2 ( p (k7= 24 39037, 1

r

<0 0.01) por lo que se realizd un andlists global del lote K eliminando g Lap-2 de este
analisis {Tabla VII},

De esta manera, los lotes I3, B, F, G v H se trabajaron independientemente (Tabla
Vi), los lotes J y K se analizaron separadamente de acuerdo a los grupos de talla,
adictonalmente se analizaron los datos agrupando a las tallas 6, § v 10 para ¢l caso del lote

Iy 6y Spara el lote K (Tabla VII).

IV.2.1.1 Lotes de las Isias de Todos Santos.

Los analisis de las muestras de las Islas de Todos Santos (lotes D, E. F, G v Hj. se
describen a continuacion.

Lst fue monomoérfica en el lote (G, en los demas lotes se mantuvo constanie la
frecuencia del alelo 100 seguida del 95, pero en el lote D se presenté ademas el alelo 106
con una frecuencia baja.

Enlos lates D y G el locus [pp presentd los alelos 100 y 106, siendo monomoériica
enlosdotes &, Fy H.

Gpi fue polimérfica para todos los lotes. Los alelos 100, 112 y 145 mantuvieron su
frecuencia similar en los lotes D, E v F, mientras que en los lotes G v H cambiaron las
frecuencias de los alelos 112 v 145, ademas de gue aparecio el alelo 86,

Ellocus Pgm se comportd como polimérfico en todos los lotes. En los lotes D.E.G
y H se mantuvieron similares las frecuencias de los alelos 100, 108 v 93, En el lote F la

frecuencia del alelo 93 fue mayor que la del alelo 108, y fue mas alta que en cualguier otro
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lote.

La Hk resultd monomérfica en los lotes F, G v H, mientras gue en el lote 1 presentod
ademas al alelo 100, En el lote D adicionalmente a estos dos alelos, aparecid el alelo 90 con
una frecuencia mayor a la del 106.

En los loci {div y Mdh-1 se obtuve monomorfismo para todos los organismos de
€s10s lotes.

En Me se observd monomorfismo en los lotes Dy F; en los lotes E, G v H presento
ademas al alelo 80, el cual cambid su frecuencia alélica en el lote (G siendo mavyor a la del
alelo 100,

Ellocus Lk fue monomérfico para casi todos los lotes, excepto en el lote E que
presento el alelo 80, incluso cambid su frecuencia y fue mayor a la del alelo mas comun,

Para AMdh-2 hubo monomorfismo para los lotes D v H, mientras que en los demas
lotes se presentd el alelo 72 con una frecuencia menor.

En el caso de Lap se presentaron dos Joci Lap-7 'y Lap-2 con tres alelos para cada
Uno, y un comportamiento monomérico, Para Lap-/ ¢l alelo mas comiin mantuvo semejante
su frecuencia en todos los lotes, excepto en el lote E en el cual disminuyd ligeramente. Ei
alelo 85 tuvo un comportamiento similar en los lotes D, FyH. El alelo 110 apareci6 en ¢l
lote E con una frecuencia mayor incluso que la del alelo 835 v en el lote G con una

frecuencia baja,
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Tabla V1. Frecuencias alelicas de los lotes D, E, F, G v H de Haliotis rufescens de
“Abhulones Cultivados S. 4. De C. V.,

Lote
Locus D E F G H
Esr
n 37 53 3 532 79
95 3,000 0.066 0019 0.000 0.070
100 (.933 (.934 0.981 1.000 (L.936
106 0.068 (.000 0,000 0.000 G004
{pp
n 44 37 54 50 50
1G0 0.943 1.000 1.000 (0,955 1.000
106 0.057 (0.000 (3.000 0.045 0.000
Gt
n 533 54 54 56 81
86 2.000 0.G00 (3.000 0.027 0031
100 (.81 0.769 0.898 (3.741 0.895
112 0.075 0.083 0.009 0.018 0.023
145 0.113 (.148 0.093 0.214 0.049
Pem
n 47 54 52 54 78
03 0.160 0.176 0.250 0222 0135
160 0.574 (3.630 0.529 0481 0,577
108 0.266 0.194 0.221 0.286 0288
ik
n 21 52 54 28 39
90 0.071 0,000 0.000 0.000 0.000
100 0.905 0.471 1.000 1.0 1.000
106 0.024 (3.529 0.000 (3.000 G.000
fdh
n 52 46 54 50 81
100 1.000 1.000 1.000 1.6G0 1.000
Me
n 4 50 54 11 81
80 0.000 04190 0.000 0,773 0.031
100 1.060 0.590 1.000 0.227 0.9069
Ldh
n 10 20 54 28 54
80 0.000 0.550 0.000 0,000 0.600

100 1.0060 0.450 1.000 1.000 L.GOO




Tabla V1.
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Lote
focus 3 E F G i
Mdh-1
: n 54 54 44 8
40 1.00G 1.000 1.600 1.000
Mdh-2
n 12 34 34 56 81
72 3.000 0.046 (3.009 0.G89 G.000
100 1.600 (3.954 0.991 0.911 1.000
Lap-1
n 33 10 35 14 43
85 0.030 0.050 0.014 0.000 0D.012
100 0.970 0.750 0.936 0,964 0.988
LG 03.000 0.200 0.000 0.036 0.000
Lap-2
n 30 24 53 21 63
130 (.000 0,083 0.000 (.000 0.024
135 1.000 0.854 0.925 0.976 0.903
155 0.000 0.063 0.075 (.024 0.071
Aat
n 32 23 60
50 (3.047 0.022 0.133
100 (0,953 0.978 0.867

En Lap-2 hubo monomorfismo para el lote D con el alelo 135. El alelo 150 aparecid
en los lotes E y H con frecuencias distintas, ya que en este Gltimo lote la frecuencia del
alelo 155 fue mayor que la del 130, contrariamente a lo que ocurrio en ¢l lote E. El alelo
155 mantuvo simila; su frf_:cue:ncia en tos lotes E, F v H, mientras que en el G disminuyo.

El locus Aat tuvo una frecuencia similar del alelo 50 entre fos lotes Dy F, y fue

n= nimero de organismos con tincidon posiniva.

mayor en el lote H, mientras que en los lotes E y G no hubo tincién para ningin organismo.
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1%.2.1.2 Lotes de Eréndira: J y K.

L los dotes | y K se observé una mayar cantidad de loct monomorficos que en los
lotes de las [slas (Tabla VI). En todos ellos existio monomoriismo para los loci: fpp, ldh y
Mdh-1; para Est y Ldh en todos los lotes excepio en el J§ donde no 1iid; para Lap-/ v Lap-
2 entodos los lotes excepto en el K&,

Se observo polimorfismo en los loct: Gpi, Pem, Hk, Me, Mdh-2, v Aut. En el caso
de Gpi se mantiene elevada la frecuencia del alelo 100; en los lotes J6 v I8 ¢l alelo 145
aparece con una frecuencia similar. En ¢l J10 aparecen dos alelos més, el 86 y el 112, este
altimo con la frecuencia mas baja; por consiguiente cuando se agruparon los datos se tuvo
gue en el global del lote J aparecen estos mismos alelos comportandose de iz misma
manera. En el lote K las frecuencias son diferentes entre las tallas 6 v 8; en la talia 6 el alelo
86 aparece con la frecuencia més baja, mientras que el alelo 112 no se presenta, lo contrano
ocurre en la talla 8. En el analisis global de este lote la frecuencia mas baja la uvo el alelo
80, seguido del 112 v 1453,

Para Pgm el alelo 100 tuvo la misma frecuencia en los dos lotes de la talla 8; el
segundo alelo més comun en todos los lotes fue el 108, seguido del 93. Este mismo patrén
sc mantuvo en los analisis globales de los lotes J y K.

El locus Hk fue monomoérfico para lo lotes J6 v K6, de la misma forma que en ¢l
global del lote K, debido a que en la talla 8 no tiid. En ¢l lote I8 se presento el alelo 106 y

adicionalmente en el 110 aparecid en alelo 90 con una frecuencia menor.



Tabla VIL  Frecuencias alélicas de los Jotes J, K y Global de cada lote de Haliotis
rufescens de “Abulones Cultivados S. A. de C. V"

i.ote
Locus Jo J8 J10 Global J Ko K8 Glebal K

Est

n 47 15 62 6 72 78
100 1.000 1.000 1.060G 1.000 1.060 1.000
Ipp

1 26 47 7 80 49 94 148
160 1.000 1.000 1.0600 1000 1.000 1.000 1.0G0
Gpri

n 70 66 70 206 103 101 204
86 0.000 0.000 0.021 (.007 0.0410 0.000 0.005
o0 (0.943 (1955 (.90GG (0.932 4,961 0.926 (0,944
112 0.000 0.060 G.007 0.002 0.000 0.020 0.010
1453 0.057 £.045 0671 0.058 $.029 0.054 (.042
Pom

Al 63 61 66 189 GG 04 190
93 0.099 .050 (0038 0.062 0.135 0.085 0111
100 0.639 0.633 0703 0.659 0.661 0.633 (.647
108 0.262 0.317 (.258 0.279 (0.203 0.282 0.242
Hk

n 21 49 60 & 24 24
94 0.000 0.000 0025 (.000 0.000
100 1.004 0,949 0.825 £.GO0 1.000
106G 0.000 0.051 0.150 0.000 0.400
L

i 65 47 36 148 91 99 190
100 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Me

n 50 39 48 137 65 80 145
80 0120 0.410 0,563 0.358 (.069 0.087 0.079
160 0.880 0.590 0.438 0.642 0.931 0.513 0.921
Ldh

n 9 51 60 2 24 20

100 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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Lote
Locus 36 8 J10 GlobalJ K6 K8  Global K
Mdh-1
n 40 20 23 849 38 61 99
40 1.060 10040 1.008 1.000 1.G00 1.000 1.006
Mdh-2
| 58 29 52 139 GO 64 130
72 0.052 0.086 0.106 0.079 0.015 0.023 0.019
o0 0.948 0914 (894 0.921 0.985 6.977 0.981
Lap-1
n 28 26 23 77 26 26
100 1.G00 1.004 1.000 1.0G0 1.000 1000
Lap-2
1 13 2 13 28 8 -
135 1.000 L0000 1000 1.000 1.000
Aat
1 50 G 3 i02 54 a2 P46
50 0.050 0.000 0.163 0.093 0.046 0.076 0.065
L0 (.950 1.000 0.837 (0.907 (.954 0,924 0,935

n= nimero de organismos con tincidn positiva, * Se elimind del analisis giobal por ser signiicativo.

fn Me la frecuencia del alelo 100 fue variable en los lotes, fue menor en los lotes J

v mas elevada en los K. En el lote J10 incluso hubo un cambio de la frecuencia del alelo

100, siendo mayor la del alelo 80, lo cual influyé para el andlisis global de este lote. En los

lotes K6 v K8 las frecuencias de los aletos son similares.

Para Mdh-2 la frecuencia del alelo 100 disminuye de la talla menor hacia las

mayores en las tres tallas del lote § y las dos del lote K. En los analisis globales de ambos

lotes las frecuencias son muy similares.

En Aat s6lo el lote J8 fue monomoérfico, los demas lotes presentaron polimortisine,

en los lotes J6 v K6 las frecuencias de los alelos 50y 100 fueron muy similares entre si. En



el fote J10 disminuyd la frecuencia del alelo 100 porque aumento la del 50, En los analisis

globales ¢l patron de frecuencias fue similar.

1V.2.2. Medidas de variabilidad genética.

Se¢ calcularon las siguientes medidas de vartabilidad genética por locus: nimero
promedio de alelos por locus, porcentaje de loci polimoérficos (sin criterio), heterocigosidad
con seseo (H), heterocigosidad esperada (H,), heterocigosidad observada (Hy), estos datos
se presentan en las Tablas WHTy IX

Tabla VIII. Medidas de variabilidad genética (error esténdar entre paréntesis) de los

lotes D, E, F, G v H de FHaliotis rufescens de “Abulones Culnvados 5. A.
de C.W 7
[ote
D E F G H
Promedio de 18 21 1.7 18 18
alelos por locus (0.2) (0.2) (0.2) 0.3) (0.3)
Y de locd
p-oliméz‘ﬁms* 5833 75.00 53.85 58.33 53.85
H 0.121 0.272 0.081 0.146 0.106
(0.049) (0.063) (0.047) (0.060) (0.045)
He (.123 (0.276 0.G82 (3.148 0.107
(0.050) (0.064) (0.047) (0.061) (0.045)
Ho 0.101 0.291 (.073 0.165 0.094
(0.047) (0.090) {0.039) (0.068) (0.037)

H= heterocigosidad con sesgo, He=heterocigosidad esperada, Ho=heterocigosidad observada & S crieno.
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Tabla IX, Medidas de variabitidad genética (error estandar entre parentesis) de los
lotes J, K v Analisis Globales de estos lotes, de Haliotis rufescens de
“Abulones Cultivados 5. A, de C. V.7

Lote
Jo J8 J16 Global J K6 K8 Global K
Promedio de 1.5 15 1.8 1.8 1.3 1.7 1.7
wlelos por (0.2) (0.2) (0.3) ((3.3) {0.2) {0.3) (0.3}

locus

% de loci

pofizn(’n‘f‘:cos* 38.46 4545 46.45 41.70 38.46 50.00 33.33

1 0079 0120 0144 0117 0063 0000 0077
(0.041)  (0.057) (0.050)  (0.051)  (0.039) (0.051)  (0.042)

He 0.080 0121 0145 0117 0064 0100 0077
(0.041)  (0.058) (0.051)  (0.052) (D.039) (0.051)  (0.043)

Ho 0.065 0127 0155 0.1 0056 0.093 0.069
(0.030)  (0.070) (0.056) (0.047)  (0.030) (0.043)  (0.035)

H= heterocigosidad con sesgo, He=heterocigosidad esperada, Ho=heteronigosidad observada, * Sin criterio

En el analisis individual de los lotes D al H el niimero promedio de alelos por Jocus
oscild entre 1.7 v 2.1, Respecto al porcentaje de loci polimorficos en estos lotes, el mayor
lo tuvo el lote E seguido por los lotes G, D, H y F. Los tres tipos de heterocigosidad
tuvieron valores muy cercanos, el mayor valor lo presentd el lote E seguido por los lotes G,
D, Hy ¥ {Tabla VIII).

En los analisis de los totes J v K por tallas (Tabla IX), el nimero promedio ce alelos
por locus oscild entre 1.5 y 1.8. EI porcentaje de polimorfismo més alto lo presento el lote
K8, seguido de los lotes J10, I8, J6, y K6 con ¢l mismo porcentaje. Los valores promedio
por Jocus de heterocigosidad con sesgo y esperada fueron siumilares, mientras que los

valores de heterocigosidad media observada fueron ligeramente diferentes de los dos



Anteriores.
Los andlisis globales de estos dos lotes (Tabla 1X) muestran mayor porceniaje de
polimorfismo en el lote J que en el K, de la misma manera los valores de {os tres tipos de

heterocigosidad son superiores en el lote J gue en el K.

1V.2.3. Deficiencia de heterocigotos, Indice de Fijacion y ajuste al Modelo de Hardy-

Weinberg

IV.2.3.1, Lotes de las Istas de Todos Santos.

Los coeflicientes para la deficiencia o exceso de heterocigotos, ¢l Indice de Fijacion
Frg v valores de probabilidad para ¢l ajuste al Modelo de Hardy-Weinberg (HW) de los
lotes [ al H se presentan en la Tabla X

Enel lote D hubo deficiencia de heterocigotos en tres loci: £s1, Gpi vy Pgm; en ¢l
lote E en cinco locl: Gpi, Pem, Me, Lap-1 v Lap-2; en el lote I en dos loci: Gpiy Pgm, en
el lote G en ningun loct; en el lote H en tres loci: Gpi, Pgm y Lap-2 (Tabla X).

Fn cada lote se contabilizé el total del excese (D+) vy la deficiencia {D-) de
heterocigotos v se les realizd la prueba de proporcidn 50:50 (Sokal v Rolhf, 1993). En
ningdn caso se encontrd significancia estadistica de que hubiera exceso o deficiencia de
heterocigotos (Tabla X), al hacer la suma de las D+ y D- de los cinco lotes {D al H) se¢
obtuvieron 18+ y 13- lo que tampoco fue significativo de acuerdo a la prueba de

Proporeion.



Tabla X.

Coeficientes para la deficiencia o exceso de heterocigotos y valores de
probabilidad para el ajuste al Modelo de Hardy-Weinberg (HW) en los
lotes D al H de Haliotis rufescens de “Abulones Cultivados S. A, de C.

V.
Lote
Logus D E ¥ { H
Est
n 37 53 53 79
D (). 788 0.061 0.010 0.068
Fie 0.786 -0.071 -0.019 -0.G75
HW* 0.0029 100460 1.0000 1.6000
lpp
I 44 56
D 0,048 0.037
Fig -0.060 -0.047
HW# 1.0000 1.0000
Gpi
n 33 54 34 56 81
D -1.537 -0.084 -0.106 0.008 ~0.056
Fig 0,533 0.075 0.097 -0.017 (3.050
Hw# <0.0001 (.05472 0.4317 (.0385 0.1714
Pgm
n 47 54 52 54 78
D -0.009 -0.280 -(.187 0.134 -0.235
Fis -0.00] 0.273 0.17% -0.145 0.230
HW* G.7770 0112 0.0103 0.5030 0.0405
Hk
n 23 52
D 0.058 0.720
Fis -0.084 -0.737
HW* 1.G000 <(.0001
Me
n 50 11 &1
9) -(3.304 .235 0.025
Fg 0.297 -0.264 -(.032
HwW# 0.0411 1. 0000 1.0000




Tabla X.

(Continuacion)
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lL.ote
Locus b E ¥ G H
L
n 20
D] 0.773
Fis -(0.818
S ARYA (3.0007
Mdh-2
n 34 54 56
D 3.039 0.000 ().O88
Fie -0.049 -(:.009 -0.098
W™ 1.0000 N 1.0000
Lap-1
n 33 10 35 i4 3
D 3.016 -0.278 (.060 (.G00 0.000
Fie -0.031 00241 -0.014 -0.037 -0.012
W 1.0000 0.4800 Iy A A
Lap-2
0 24 53 21 63
D -.528 0.071 0.000 (3,194
Fis (G.518 -(.082 -0.024 0.187
HW# (.0157 1.6000 Py 0.0033
Aat
n 32 23 a0
D (0.033 0.6G0 0.001
Fis -0.049 -0.022 -0,010
HwW™ 1.0000 A 1.0000
D+ 4 4 2z 5 3
- 3 5 2 ¢ 3
n.s. 1.s. n.s. 1§, 1.8

D = Exceso de heterocigotos, D- = Deficiencia de heterocigotos, Fig = Indice de fijacion, F @ =0.0007

& S5olo un heterocigoto par lo cual no se puede obtener el ajusie a W,

El indice de fijacion presentd valores positivos para £st en el lote D, para Gpi en los

lotes: D, E, F y H. Para Pgm en los lotes E, F y H. En Me fue positivo solo en el lote E, para



Lap-1 en ¢f lote E, para Lap-2 en los lotes £ y H, y para da¢ en ningun loci se obtuvieron
valores posttivos (Tabla X5
Respecto al ajuste al Modelo de Hardy-Weinberg en gstos lotes, hubo tres casos de

desviacion significativa (después del ajuste de Bonferroni): Gpi para el lote D, Ldh v Hk

para el fote k.

1V.2.3.2. Lotes de Eréndira: J, K v analisis globales.

Los cocficientes para la deficiencia o exceso de heterocigotos, el Indice de Frjacion
Flg v valores de probabilidad para el ajuste al Modelo de Hardv-Weinberg (HW) de los
lotes J v K por tallas, asi como los andlisis globales de estos dos lotes se presentan en la
Tabla XI.

Para Pgm hubo deficiencia de heterocigoios en todas las tallas de los lotes J y K v
en el Global de cada lote, en Fk en el lote I8, para Me unicamente en J6, para Gpi y Mhd-2
en ningun lote, vy para daf en el lote K8 vy ¢l global del lote K.

La prueba de proporcion 30:50 para D= y D- (Sokal y Rohlf, 1995} mdico que
ningn case fue significativo, a pesar de que aparentemente existio una tendencia hacia el
exceso de heterocigotos en estos lotes (Tabla XI). Al sumar las D+ v las D- de los lotes J6

al K8 se obtuvieron 18+ y 8-, lo cual no fue significativo.



Tabla X1

Cocficientes para la deficiencia o exceso de helerocigotos y valores de
probabilidad para el ajuste al Modelo de Hardy-Wemnberg (HW) en los lotes J

y K de Haliotis rufescens de “Abulenes Cultivados S, A, de C. V.7

f.ote
Locus J6 J3 J19 Global J Kb B8 Global K
Gpi
n 70 66 70 206 103 101 204
Y 0.053 0.040 0.077 .061 0.02% 0.058 0.044
Fie -.001 -0.048 -0.085 -(.063 -0.033 -(0.064 -0.G47
W 10060 1.00060 1.0600 1.0000 }.0000 1.GGGG 1.0000
Pon
n 63 64 66 189 96 94 196G
02 -0.302 -0.200 0316 -(.271 -0.238 -G.174 -(.208
Fiy 0.297 (.194 {1.305 0.269 0.234 0.170 0.205
FW (.0041 0.027¢ 00180 <0.0001 (.0044 0.0660 <(.000]
HE
n 49 60 K
D -0.791 0172
Fig 3.789 -181
HW™ 0.0016 04711
Me
I 50 39 48 137 65 80 145
9] -0.250 £.465 0.257 0.045 {4.066 G.08Y 0.082
Fis (.242 -0.484 -0.270 -0.048 0074 -0.096 0086
FLW (0.1260 03.00606 (1.0853 07090 1.0000 1.0000 0.6010
Mdh-2
n 58 29 52 139 60 04 130
(W] 0.045 0.075 0.108 0.082 0.008 (0.016 0.016
Fig -0.055 -0.094 -0.118 -.0806 -0.013 -0.024 -0.020
HW* 10600 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.00060 1.0000
Aat
n 50 43 102 54 92 146
I (.042 0.181 4.097 0.039 -0.077 -0.040
Fig -0.053 -0.194 -0.103 -0.049 0.072 0.043
HW* 1.0000 0.5708 (.5957 10000 04140 0.4651
D+ 3 3 5 4 4 3 3
D- 2 2 i l 1 2 2
0.5 .5 1.8, n.s. T.S. .5, T1.5.

D+ = Exceso de heterocigotos, D- = Deficiencia de heterocigotos, Fig = Indice de fijacion, * o =0.0007.

s Se ehimind del andlisis global por ser significativo,
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Bl indice de fijacion tuvo valores negativos en Gpi para todos los lotes; en el lote
J10 para el locus Fk. Para Me en todos las tallas excepto en el tote J6, para Mdh-2 en 1odos
los lotes y por tiltimo para Aat fue negativo para los loies J6, J10, Global J y K6 (Tabla XI).
Referente al ajuste a HW solo Pgm presentod una desviacion al modelo (después del ajuste

de Bonferroni) para los analisis globales de los lotes J y K.

1V.3. Heterocigosidad individual y Relacion heterocigosidad-talia.

Los valores de heterocigosidad individual para cada lote y clase de talla se
calcularon independientemente de los paguetes BIOSYS v GENEPOP, por lo que, ios
valores promedio de cada lote se presentan en la Tabla XIL

Fn los lotes I al H, la heterocigosidad individual fue mayor en el lote E, seguida de
los lotes G, D, H v F, debido a que eslos valores no cumplian los requisitos para un
ANDEVA, sc realizaron dos pruebas no parametricas: la prueba de la mediana y la prucba
de Kruskal-Wallis utilizando ¢l paquete MINITAB ver. 10.2. Ambas prucbas indicaron
diferencias significativas (KW: H=79.35, g.1.= 4, p<0.001; Mediana: 32(4)2 52.84, p<0.001}
entre la heterocigosidad individual de estos lotes.

En el lote ] ia heterocigosidad individual fue menor en la talla 6 seguida de las tallas
8 v 10. Debido a que no cumplia los requenmientos para un ANDEVA, se realizaron las
mismas pruebas que en los lotes D al H, y se encontraron diferencias significativas (K'W:

H=23.05, g.1.= 2, p<0.001; Mediana: Kz(g\f“ 18.05, p<0.001) entre las tres tallas.
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Finn el lote I se practict una prueba de 7 para las tallas 6 y 8, y mostro que no
existicron diferencias significativas {fpoyy= 0.52, p= (L60) entre la heterocigosidad

individual de estos dos lotes.

Tabla X11.  Valores promedio de la heterocigosidad individual de los lotes D al K8 de
Haliotis rufescens de “Abulones Cultivados S. A. de C.V

Lote Promedio de la heterocigosidad individual
D (0.127
£ 0.267
F 0.079
G 0.178
H 0.104
16 (0.091
I8 0.1060

110 0218

Ko 0.109
K8 0.100

Los resultados de los parametros de la regresion lineal de la heterocigosidad
individual por conteo directo contra la marca de clase del largo (mm) y el valor de
probabilidad para todos los lotes se muestran en la Tabla XIII vy la Figura 2, las tablas del
resumen de la regresion y el ANDEVA se presentan en el Apéndice 3.

Sélo un caso fue significativo con un o= 0.00417, el analisis Global del lote 1,
indicando una tendencia de mayor grado de heterocigosidad a una mayor talla, donde ¢l
modelo explica el 14% de la varianza observada. En los demas casos 1o hay evidencias

estadisticas que indiguen esta tendencia.
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Tabla X111 Parametros de la regresion lineal de la heterocigosidad individual por conieo
directo contra la marca de clase del largo (mm) y valor de probabilidad de
que ta pendiente sea igual & cero, paralos organismos de los lotes D, E, F, G,

H, 1 v K de Haliotis rufescens de " Abulones Cultivados S, A . de C. V.

L.ote n by by r P %
D 53 0.1452 -0.0016 0.0002 0.911
E 54 0.2211 0.0011 0.0064 0.502
F S4 41.8679 34154 0.0015 G775
G 56 310307 9.5683 0.0292 0.207
H 81 24,9799 29874 (3.0056 0.503
J6 70 00785 0.0273 0.0415 G.090
J8 67 -(.2698 003714 0.0716 (.028
J10 70 -0.2188 0.0367 0.0534 0.034
(Global J 207 (L0335 0.0221 (.1413 <0001
Ko 103 0.2421 -(3.4201 0.0127 0.256
K8 101 0.0619 (0.0044 (3.0014 0.704
Global K 204 0.1337 -0.0060 (.0040 0.366

. : ; . X . a1
b= Ordenada al origen, b= Pendiente 7 o'= 0.00417,

Tabla XIV. Parametros de la regresion lineal de la heterocigosidad individual por conteo
directo contra la marca de clase del peso total (g) y valor de probabilidad de
que la pendiente sea igual a cero, para los organismos de los iotes D, E, F, G,

H, ] y K de Haliotis rufescens de " Abulones Cultivados S.A de C VT

Lote n bg b, r p¥
D 53 0.1397 -0.0001 0.0002 (.907
E 54 0.2591 0.0008 0.0023 0.727
F 54 0.0693 0.0007 0.0024 0.720
G 56 0.1508 0.0052 0.0176 0.328
H 81 3.0814 0.0093 (.0087 0.406
Jo 70 0.0415 1.3445 0.0203 0.238
J8 67 0.0327 2.0165 0.1001 0.009
J10 70 0.0359 0.7978 0.0758 0.020
Global J 207 0.0877 06218 0.1437 <0.0601
Ko 103 0.1572 -1.1331 0.0114 0.281
K8 101 0.0838 02099 0.0022 0.634
Global K 204 0T -0.2288 0.0449 0.523

bo= Ordenada al origen, by= Pendiente, F o= 0.00417.
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Figura 2.

Regresion lineal de la heterocigosidad por conteo directo contra el largo
(cm) en el andlisis global del lote J de Halious rufescens de “Abulones

Cultivados S. A.de C. V.7 r'=0.1413.
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Figura 3. Regresion lineal de la heterocigosidad por conteo directo contra el peso

total (g) en el andlisis global del lote J de Haliotis rufescens de

“ Apulones Cultivados S. A. de C. V.7 °=0.1437.



Al realizar el anélisis de la heterocigosidad individual por conteo directo contra la
marca de clase del peso total (g) se obtuvo el mismo resultado significativo en el andlisis
global del lote [, lo cual confirma una tendencia de mayor grado de heterocigosidad a una
mayor talla en este lote (Tabla X1V, Figura 3). Las tablas del resumen de la regresion y el

ANDEVA se presentan en el Apéndice 4.

[¥.3.1 Relacion genotipos-taila.

Con la finalidad de probar st existid alguna relacion entre la talla (largo y peso total)
v los genotipos se reatizaron ANDEVAS de una via para cada locus, en el cual sdlo Me en
el lote 10 fue sigmficativo para el largo (Apéndice 5) (F(5 25=210.255, p=<0.0001) y para el
peso total (Frz 45=8.088, p=<0.0001), esto indico que en el lote 110 la talla (largo ¥ peso
total) pueden depender del genotipo en este locus en particular. Al realizar las pruebas a
posieriorl se encontré que los organismos con el genctipo 80-100 alcanzaron una talla
promedio mayor, tanto en largo como en peso total, seguidos de los organismos
homocigotos 80-80), siendo los homocigotos para el alelo 100 los que tuvieron una talla
promedio menor (Tabla XV). Sin embargo, las diferencias de 1alla no fueron significativas
entre {os homocigotos 80-80 y los heterocigotos 80-100, ni entre los homocigotos 80-80 v
los 100-100, tnicamente existieron diferencias significativas entre los  organismos

heterocigotos 80-100 v los homocigotos 100-100.
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Tabla XV, Genotipos y tallas promedio del largo {mm) v peso total (g) en ¢l lote
J10 de Haliotis rufescens de “Abulones Cultivados S, A. De C. V.

Medida Genotipo i Promedio de talla
Largo 80-100 ) 12,281 °
50-80 30 11.398 ab
100-100 6 9990 °
Peso total 80-100 12 0245 ©
80-80 30 0204 ¢ b
100-100 6 0144 ©

n=nlmero de organismos, leiras iguales indican igualdad entre grupos.
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V. BISCUSION.

V.1 Andlisis Morfometrico.

Hasta la fecha no se cuenta con reportes acerca de tas medidas morfometricas mas
importantes (desde el punto de vista comercial) de abuldon a diferentes edades, por lo que
los resultados del presente estudio significan un avance que puede beneficiar al productor
logrando un mejor manejo de los lotes en crecimiento.

1] conocimiento de la forma de crecimiento (alométrico e isométrico) que tienen ios
organismos sujetos a cultivo es un érea que, hasta el momento, ha sido poco explorada. Sin
embargo. puede ayudar a mejorar ¢l manejo cn una granja de cultivo, por gjemplo,
estableciendo limites dentro de los cuales se podrian considerar talla y edad dptimos. De
esta manera se podrian eliminar los organismos que no incrementan en las medidas
deseadas (largo y peso), va que en el caso de la comercializacion del abulon, los
organismos deben contar con una talla minima, la cual si no se alcanza en un tiempo
razonable, se traducira en pérdidas para la empresa, debido a que el mantenimiento de estos
Organismos es sumaimente costoso.

Tas medidas morfométricas han sido estudiadas con diferentes enfoques en varias
especies de moluscos, por gjemplo en la almeja Transennella tantilla se enconird una
relacion alométrica entre el nimero de crias producidas y la longitud de la concha (Kabat,
1985), en Mytilus se obsepvé que el peso se inprem.enta POCO © 1o e Incremenia en relacion
a la longitud en la etapa adul.:ta. (Sue_ed., _1968), en f;‘ve_la se tuvo una alometria con un valor

de la pendiente mayor a 3 debido a la delgadez de sus valvas, en M. lateralis y Nucula
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proxima ¢l valor de la pendiente de la relacion peso-largo, fue de 257 y 2.75
respectivamente indicando que su densidad disminuye durante la ontogenia (Levington y
Bambach, 1970). Thayer (1975) cita algunos valores de la pendiente entre medidas
morfométricas para algunos bivalvos bentonicos en relacion a la densidad, si la pendiente
es mayor de 3 la densidad incrementa durante la ontogenia, y si es menor a 3 la densidad
disminuye. Del Rio-Portilla (1991) encontrd que en juveniles de Freria sterna el
crecimiento es isométrico en ¢l largo con respecto al gje de crecimiento maximo, mienuas
que en el ancho y el ala fueron aloméiricos, con estos resultados pudo concluir que el
crecimiento de en estos organismos se da en un plano teniendo como ejes prncipates el gje
de crecimiento maximo y e largo.

Acerca de estudios que relacionen medidas morfométricas en abulon, se tiene
conocimiento del realizado con . iris por McShane er al. (1994) quienes encontraron
correlacion entre largo-ancho (;‘2:0,%)_, largo-alto (rzx{).73), largo-peso del ple (rzmi)."f' Iy
fargo-peso total (r?’:(}.72); y del realizado con H. kamtschatkana por Donovan y Carefoot

(1997) en el cual encontraron una retacion isométrica entre la cantidad de moco secretada v
el 4rca del pie durante la locomocion (pendiente=1.08), una relacion alométnca entre el
area del pie v la longitud de la concha lo cual indicd que la planta del pie se incrementa en
mayor proporeién que la tatla.

En los lotes de “Abulones Cultivados”™ que se analizaron, la relacion peso concha-
targo fue la Gnica que mantuvo un comportamiento homogéneo (alomeuia negativa) en
todos 1os lotes. Esto indicé que durante la edad comprendida en este estudio (lote D: 27

meses, lote H: 17 meses) el peso de la concha incrementa en menor proporcion que €l



lareo, lo cual es caracteristica de organismos juveniles en los cuales conforme avanza su
edad el crecimiento es proporcionaimente mayor en el alte, como se demostrd para
Pinctada maxima y P. fucata (Alagarswami y Chellam, 1977).

En los demas parametros no se observo un patron claro en los tipos de crecimiento,
por gjemplo: en la relacién alto-Jargo hubo dos tipos de crecimiento: alomeétrico negativo,
es decir, incrementd mas en largo gue en alto en los lotes de mayor edad (27 meses),
mientras que en los fotes F vy H ¢l incrernento en ambos parametros fue proporcional
{Isométrico). Estos tipos de crecimiento diferentes quiza deban su dispanidad de resultados
a la escala utilizada al medir el alio (mm) ya que dificilmenie se podia usar el vemier
electrdnico v se opté por hacer la medicion manualmente con una precisien de 0.5 mm, a
diferencia de el resto de las mediciones cuya precisidn era hasta centésimas de milimetro.

El encontar un patrén de comportamicnto en ¢l alto pudo haber sido una condicion
importante, ya que se puede utilizar para determinar el volumnen interno de los abulones y
probablemente hacer una estimacién del callo, pero ¢l peso total y el largo en las
condiciones que se trabajaron, MOSITAron una mejor aproximacion al respecto. El peso del
callo no se considerd por la dificultad al separario de las visceras, esto debido a las tallas
pequenas con las que se trabajaron.

Otra tendencia aparente fue en la relacion isométrica ancho-largo en los lotes de 19
a 17 meses (F al H), excepto para un lote de 27 meses {E), el cual aumenté en mayor
proporcion en el ancho que en:el large. De 1a misma manera gque para la relacion isometrica
peso total-largo en los lotes E ab H (27 a 11 meses) que indicd que ambas mediciones s¢

incrementaron en igual proporcion {isometrica) en este rango de edades.
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1.os organismos de mayor edad (27 a 21 meses, lote D al F) incrementaron ¢l peso
desconchado y el largo en igual proporcion.

Respecto a los organismos provenientes de Eréndira (lotes J y K), a la edad de 7
meses el tipo de crecimiento que presentaron fue de tipo alométrico negativo, a excepelon
del lote K6, el cual incrementd en mayor medida en el peso total que en ¢l largo.

Lz alometria negativa se suele observar en organismos juveniles quienes canalizan
su energia al aumento de talla y posteriormente, cuando se aproximan a la madurez,
incrementan la biomasa v el peso de la concha (Alagarswami y Chellam, 1977).

Los cocficientes de determinacion fueron en su mayoria aceptables, ya que las
pendientes de relaciones lineales (alto-largo, ancho-largo) estuvieron cercanas a uno,
mientras que las pendientes de relaciones volumétricas (peso total, de la concha o
desconchado-largo) estuvieron cercanas a tres.

De manera general, se puede afirmar que los pardmetros de regresion propuestos
son {itiles para predecir una talla aproximada, los modelos propuestos explican enire el D4y
el 98% de los datos. Para el suministro de alimento artificial en un cultivo se suele medir
tnicamente el largo de los organismos, y para precisar la cantidad de alimento que se va a
proporcionar es necesario conocer el peso aproximado, por lo que, ademas, contando con la
edad de los organismos se puede predecir su talla utilizando las ecuaciones propuestas en
este estudio.

En el presente trabajb se desconoce la influgncia de otro tipo de factores, tales como
las propias condiciones ﬁ.s'i'::o:,' quimico © biolégicas, dentro de las que seria importante
relacionar los aspectoé gén.éti:cés y ﬁﬁtriciéﬁaﬁés, de m"a'n:é;rz.i que seria importante realizar un

estudio para conocer ¢l efecto de estos factores,



V.2, Analisis Genético,

Y.2.1. Utilizacién de la Técnica,

Al realizar las electroforesis se obtuvieron las siguientes ventajas: 1) Se analizaron
un gran nimero de muestras y loci, & un costo y grado de toxicidad menores en
comparacion con otras técnicas de andlisis genético (Hoelzel y Dover, 1991; Parker ef al.,
1998). 2). Con un nimero reducido de muestras (53 a 81 organismos) se pudo conocer la
variabilidad genética de los lotes de la Empresa. 3). De 13 loci analizados se obtuvo un
52% de polimorfismo.

Entre las desventajas en el desarrollo de la técnica se han reportado las siguientes:
1) La resolucién es muy sensible a las caracteristicas del amortiguador y del medio; para
optimizar la técnica se debe probar el efecto de diferentes medios y combinaciones de
amortiguadores que se relacionan con el tamafio del poro. De manera que la optimizacion
de las técnicas de comimiento electroforético y de tincién es complicada. 2). La
interpretacion de los zimogramas es complicada ya que, por ejemplo, muchas enzimas estin
compuestas de méas de un polipéptido, estas enzimas multiméricas presentan bandas
hibridas en la condicién heterocigética. Cuando ia intensidad de la tincion es simétrica
entre todos los alelos en ¢l heterocigoto, la interpretacion es sencilia. Sin embargo, algunas
veces los alelos tienen diferente actividad enzimatica y por lo mismo diferencias en la
intensidad de tincién (Hoelzel' y Dover, 1991). 3). Cuando las especies son monomorficas
para la mayoria de las enzimas ¢l uso de alozimas es himitado, en estos casos no se¢
recomienda su uso como marcadores genéticos y no se pueden utilizar para la identificacion

individual de los organismos en la mayoria de los sistemas.
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No obstante, a las desventajas anteriormente mencionadas, la clectroforesis de
alozimas juega un papel importante en muchas disciplinas biologicas por la facilidad de su

manejo y por la naturaleza de los datos que se obtienen (May, 1992).

¥.2.2. Frecuencias alélicas.

En la Empresa “Abulones Cultivados™ uno de las principales limitantes ha sido que,
a pesar de que cuenia con un grupo de varios reproductores, en algunas ocasiones no
maduran sincronicamente o no aportan la misma proporcién de gametos, lo cual puede
ocasionar una disminucion de la variabilidad genética en las crias. Adicionalmente, no
todos los reproductores se tenen identificados.

En los primeros desoves que se realizaron en la Empresa, se agrupaban de acuerdo a
su talla v en muchas ocasiones se mezclaron varias generaciones de diferente origen, pero
gue tenian talla similar. Para obtener resultados mas consistentes, se eviid muestrear lotes
provenientes de esos primeros desoves y se tomaron organismos de progenitores de ongen
conocido, aunque se desconocid su aporte proporcional de gametos.

Los analisis alozimicos de abulén rojo Haliotis rufescens cultivado mostraron que
en tres loct: [dh, Ldh v Mdh-1 hubo monomorfismo en todos los lotes, similarmente a lo
encontrado para varias especies de halidtidos: H. rufescens y H. corrugara cultivados en
Califorma, E. U. A, y para H. fulgens (Brown, 1993), para H. iris cultivado y silvesire de
Nueva Zelanda (Smith y Conroy, 1992} y para H. tuberculata cultivado v silvestre de

Irlanda (Mgava et al., 1993).
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Algunos lotes fueron monomérficos, pero en general, ia mayoria de loci analizados
para M. rufescens en este estudio fueron polimérficos similarmente a lo encontrado para
ofras especies de abuldén como se muestra en la Tabla XV

[La obtencidn de loci monomdrficos podria indicar una pérdida de alelos raros y/o
fijacion de los alelos mas comunes (deriva génica), a pesar del adecuado Ne ulilizado en los
desoves. Por lo que si se contara con andlisis alozimicos mas completos de abulon rojo
proveniente de poblaciones naturales {s6lo existe el de Gaffnev er ael., 1996 con 4 loci), se
tendria un punte de comparacion para verificar si los loci que fueron monomaorficos en este
estudio se comportan como polimorficos en organismos sitvetres, como se hizo para M. (ris
(Smith y Conroy, 1992) o para C. gigas (Goshng, 1982).

En el presente estudio no se pudieron muestrear poblaciones naturales de abulodn
rojo para poder compararlas con el cultivo, ya que, existe una reduccion importante de las
poblaciones naturales debido a la sobrexplotacion que sufrieron en afos anteriores. En la
actualidad existe una veda temporal de esta especie del 1o. de agosto al 31 de diciembre de
cada ano (SEMARNAP, 1996).

Al detectar la pérdida de alelos raros en un cultivo se puede conocer el grado de
variacion genética que se ha mantenido respecto a la poblacién natural, ya gue es un punto
de referencia mucho més confiable que Ia heterocigosidad, el porcentaje de loci
polimérficos o el promedio de alelos por locus (Hedgecock y Sly, 1990). Adicionalmente
con ¢l andlisis genético de las poblaciones silvestres de abulén rojo, se podria corroborar si
ha ocurrido un cambio significativo de las frecuencias alélicas en los OIganismos
cultivados, como en el estudio de Hedgecock y Sly (1990) en ostién ¢, gigas o ¢l de Dillon

y Manzi (1987) con Mercenaria mercenaria en los cuales no se encontro reduccion ¢n la



helerocigosidad gracias a que se utilizé un adecuado nimero de progenitores: 30 a 60 en M.

mercenaria y 72-76 en C. gigas.

Tabla XWVI.

Comparacion de los resultados obtenidos en diferenies loci para varias

especies de abulén con los resultados de abulén rojo en el presente

estudio,
Loci H. corrugata . fulgens . iris H. rufescens H.orubra . tuberculaty £, fujesceu.\'
Ca (¢) Ca. (s)/ LK Ca (¢)/ Australia Frlanda B.Ca (<)
Baja Ca{s) (83/{0) Ca {c}/ {s} {s) 7 {C}
{a {s)
Auae-1 m m m/ P D
p/
P
Aat-2 m m m P
Est m / s
m
Gpi 1M n m/ n/ P p/ 8]
2 p/ p
F
fidh-1 m m m P m/ m
m
[dh-2 m m m M
Lap-1 ip m/ )
m
Lap-2 ip D
Ldh m m/p m/ m M m/ m
m m
Me /p p
Mdh-1 m m/ p-m m/ P p/ m
p/ p
B
Mdh-2 m m/ p-m P
Pgin m p o/ p/ P p/ P
p p/ P
Altor Brown, 1993, Brown, Smith y Bmwﬁ, 1993/ Brown, Megava et ol Eite estudio
19937 Conroy, Ciaffney ef al. 1991, 1995,
Rodriguez, 1992 1996 /
1996, Gaffney ef af,
$9U5,

(s} = silvestre, (¢) = cultivado, m=monomdrfico, p= polimdrfice.



A pesar de que no se conocen ampliamente las frecuencias genéticas del abuldn rojo
silvestre y cultivado, los resullados obtemdos para otras especies de abuldn han mostrado
que, en general, los haliétidos cultivados presentan una reduccion de la variabilidad
genética en comparacion con las poblaciones silvestres (Gaffney ef al., 1992; Smith y
Conroy, 1992; Mgava et al., 1995). Con los resultados de este trabajo se pudo inferir que la
variabilidad genética de los lotes analizados es, aparentemente, producto de un manegjo
adecuado en cuanto al némero de reproductores utilizado para producirlos, pero a pesar de
ello, seria conveniente incrementar e niimero de reproductores.

En este trabajo se observé que, en general, las frecuencias aiélicas se mantuvieron
similares entre lotes v la frecuencia del alelo mas comiin, al menos para Aat, Gpi, Mdh'y
Pom fue similar a la de abulén rojo silvestre y cuitivado en California, E.U. AL (Gaflney er
al., 1996).

Los (inicos cambios sustanciales de las frecuencias alélicas se dieron en Me {el aleio
80 con una frecuencia mayor a la del alelo 100) en los lotes G y Ji0, y en Ldh (fuc

polimérfico solo en el lote E).

v.2.3. Medidas de variabilidad genética.

El namero promedio de alelos por locus que oscild entre 1.5 y 2.1 para 13 loci (1.7
en promedio) estuvo por debajo de lo reportado para H. wuberculara en 3 loci (3.0) (Mgaya
et al., 1995), pard H. rubra s;lvestrc (2.5) {Brown, 1991; Brown y Murray, 1992) y para /7.
laevigata silvestre (2 7) (Brown y Murray, 1992) Sm embaroo el nimero promedio de

alelos fue superlor al repor‘tddo para H rufesceﬂs cuitwado .cn California, £. U. A, (1.4 para

11 loci) (Brown 1993) El porcentaje de 10{:1 pohmortacos que oscild entre 38.5 y 75%
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(52% en promedio para 13 loci) en el presente trabajo, fue superior al reportado por Brown
(1993) en el cultivo de California, E. U. para 11 loci (25%). El mayor porcenlaje de loci
polimérficos (75%) v el mayor promedio de alelos por tocus (2.1) se observo en el lole E.

El valor promedio de la heterocigosidad esperada (0.123) fue ligeramente inferior al
de H. rubra silvestre (0.147) (Brown, 1991; Brown y Murray, 1992}, inferior al de /i
laevigata silvestre (0.207) (Brown y Murray, 1992) y superior 2l de H rufescens cultivado
en California, E. U, A. (0.083) (Brown, 1993), pero estos resultados deben interpretarse
cuidadosamente, va que al parecer pueden indicar una variabilidad genética elevada, pero,
la heterocigosidad es una medida de variabilidad genética que resulta insensible a los
cambios genéticos que se dan en un cultive en las primeras generaciones (Mgaya el al,
1995; Hedeecock y Sly, 1990). Se considera que en cada generacion la heterocigosidad
promedio en una peblacién de tamafio N, disminuye 1/2N, en ausencia de mutacion,
seleccion y migracién (Wright, 1931). Por lo que debe tomarse en consideracion el nimero
de reproductores empleados en los desoves, ya que el tamafo efectivo de la poblacion
puede reducirse si se tiene una proporcién diferente de machos y hembras reproductores,
por ejemplo si se tiene solo una hembra con diez machos el tamafio efectivo es solamente
de 3.6 individuos (Smith y Conroy, 1992); por estos motivos €s importante asegurarse de
que se emplee aproximadamente la misma proporcion de hembras que de machos durante
los desoves (Espinosa de los Monteros y Labarta, 1987).

Si se deseara mantener en la primera generaci-én (abulony el 99% de la variabilidad
genética, se necesitarian 50 machos y 50 ‘_hembiras'e;f’.ios. desoves, mientras que, para
asegurar el 95% Smith y Con;ro'y.'(1992) aﬁftﬁé’roﬁ'qug se necesitarian tan sélo 5 machos y

5 hembras. Por lo tanto si ef promedio de Ne en los lotes muestreados fue de 24.5, se estaria
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asegurando un 96% de variabilidad genética en la siguiente generacion. No obstante lo
anlerior, no se recomienda €l uso de pocos reproductores ya Gue €sio puede tracr
consccuencias futuras, tal y como sucedid en el camaron Penaeus japonicus, donde ¢n una
ceneracién sélo se utilizo un Ne entre 2 v 4 individuos por generacion y después de 7/
generaciones se obtuvo una depresion endogamica (Sbordoni ef al, 1986).

El Ne promedio en los lotes de “Abulones Cultivados™ fue inferior al de /1.
tubereulata cultivado en Irlanda Mgava er af. (1995) en el que se reportd un Ne= 43 (20
machos, 30 hembras) y Ne= 54.5 (25 machos 30 hembras). Sin embargo, no tan solo es
importante el Ne, sino la cantidad de gametos que aporta cada uno de los reproductores, ya
gue como se ha visto para &, iris (Tong y Moss, 1991) a pesar de que se usaron § machos y
10 hembras en los desoves, algunos machos presentaron diferencias en la movilidad del
esperma, lo cual afectd el Ne. Se ha demostrado que para evitar la pérdida de vanabilidad
genética en un cultivo, no es recomendable mezclar el esperma de los machos y
posteriormente adicionarlo a la mezcla de dvulos (Withler, 1988) ya que el tamaiio efectivo
(Ne) puede reducirse debido a la participacién desproporcionada de los gametos
masculinos; 1o recomendable es realizar la fertilizacion individual en proporcion de 1:1
para que cada uno de los progenitores participe en el desove. Gaffney e al. (1992)
propusieron separar 10s gametos fememnos en recipientes y posteriormente agregar a cada
uno el esperma proveniente d_f:_ un macho, con esto se a;se___guraria que cada macho producira
el mismo numero de crias_. Por otra parte, s»e__haq _r@pom}_dg casos en los que al mezclar
proporciones iguales de évul(_)s. de mejilion, el __1113111_(:;9»(}6 c_rias__no guarda dicha proporcion,
es decir, existe un efecto materno en llg_sobreyiv_en;_.ia de las crias (del Rio-Porulla y

Beaumont, 1999).
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¥.2.4. Deficiencia de heterocigotos, Indice de Fijacion y ajuste al Modelo de Hardy-
YWeinberg.

Los valores del coeficiente de deficiencia de heterocigotos (D) para Gpi, Pgm, Mdh
y Aar fueron similares a los reportados en el cultivo de £, rufescens en California {Gaffney
et al., 1996). En ¢l presente estudio la deficiencia de heterocigotos pudo deberse a tres
causas: primero; por la seleccion en contra de un alelo o genotipo en partictlar, segundo:
por la presencia de alelos nulos (aguellos que no producen un producto polipeptidico o este
no tiene actividad catalitica), tercero: por la aportacion desproporcional de gametos en el
momento del desove.

La seleccion en contra de un alelo se ha probado para algunas especies, por ejempic
se ha reportado que la homocigosidad en ciertos loci de moluscos marinos favorece el
asentamiento larvario, con 1o cual la heterocigosidad ofrece una ventaja selectiva (Singh y
Green, 1984). En Mercenaria mercenaria la heterocigosidad multilocus (MLH) olrece una
ventaja de sobrevivencia para los organismos intermareales (Pecon-Slattery ef al., 1993),
mientras que el alelo Lap 94 favorece la sobrevivencia de Mytlus edulis sometido a
salinidades bajas (Hitbish, 1985).

La existencia de alelos nules, comin entre moluscos bivalvos, ain no se ha probado
en gasterdpodos; no obstante, entre los bivalvos se ha propuesto como una causa de
correlacion entre heterocigosidad v crecimiento, viabilidad v fecundidad (Zouros y Mallet,
1989; Zouros v Pogson, 19943} Ya que, la presencid de alelos nulos puede disminuir la
eficiencia comparando con otros genotipos, por ejemplo, Gaffney (1994) encontrd que en

Mulinia lateralis los organismos heterocigotos para alelos nulos tienen una viabilidad y
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crecimiento ligeramente reducidos, aunque no significativamente. Sin embargo, Hoare y
Beaumont {1995) encontraron que en M. edulis los genotipos heterocigotos con alelos nulos
para Odh v Gpi, crecen méas rapidamente que los homocigotes con alelos nulos, pero estas
diferencias no son significativas, ademas, a diferencia de lo reportade por Zouros et al.
{1980), encontraron que los alelos nulos en condicion homocigdtica no tienen clectos
letales. Asimismo, Del Rio-Portilla v Beaumont (1999) no encontraron una diferencia
significativa en organismos de rapido v lento crecimiento que presentaban alelos nulos.

A partir de lo anterior, en el caso de abuldn cultivado serfa de gran importancia
detectar ya sea un efecto positive o negativo de los alelos nules, para mantenerio o evitarlo
en la progenie producida en granjas de cultivo.

Las tres posibles causas de deficiencia de heterocigotos (seleccion, alelos nulos v
aportacion desproporcional de gametos) no se pudieron probar con el presente estudio, sin
embargo la primera podria evidenciarse mediante el analisis genético de las poblaciones en
diferentes ctapas de desarrollo y la segunda se podria detectar con andalisis genéticos de
familias sencillas (Foltz, 1996) en las que alguno de los padres tenga alelos nulos, en la
progenie se observard que ¢l genotipo heterocigoto para el alelo nulo se presentard como
homocigoto en el zimograma, mientras que los homocigotos para alelos nulos no mostraran
bandas en el gel. Respecto a la cantidad de gametos que aportaron los reproductores en los
desoves, la empresa no cuenta con esos registros.

El exceso de homocigotos encontrado para algunos loci coincide con lo encontrado
para muchas especies de moluscos marinos (Singh y Green, 1984). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que el exceso de homocigotos puede deberse a interpretaciones

inadecuadas en los zimogramas, ya que cuando se tienen alelos nulos el heterocigoto se
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muestra déntico al homocigoto, en estos casos habra una aparente deficiencia de
heterocigotos (o exceso de homocigotos) en los analisis alozimicos (Holzel y Dover, 1991).
En los lotes D al H (27-17 meses) no se observo tendencia hacia el exceso o
deficiencia de heterocigotos, v fue contrario a los lotes de 7 v 8 meses (J v K) en los cuales
la tendencia fue hacia el exceso de heterocigotos. Esto se puede explicar por el hecho de
que [os organismos en crecimiento (edades tempranas, lotes J y K) presentan exceso de
heterocigotos con mayor frecuencia que los organismos juveniles o cercanos a la etapa
adulta (Zouros v Foltz,1984; Diehl y Koehn, 1985; Volkaert v Zouros, 1989), como sc ha
probado en algunas especies de moluscos, como en C. virginica (Singh, 1982) o en
Chiamnys operaidaris (Beaumont, 1982 y 1984).
1y el presente estudio no pudo seguir el modelo de Herencia Mendeliana, debido a
que se desconoce el genotipo de los reproductores, sin embargo, debido a la cantidad de
progenitores utilizados en los desoves (minimo 10, mdxime 56) solamente se podria tener
una aproximacién de sus genotipos. La mayor parte de loci se ajustaron al Modelo de
Hardy- Weinberg, solo tres casos mostraron desviacion significativa después del ajuste de
Bonferroni, un caso por deficiencia (Gpi en el lote D) y dos por exceso (Ldh v Hk en el lote
E) de heterocigotos, por estos resultados se puede peuéa{”que los lotes de abulén de la
Empresa se encuentran en equilibrio y que las cruzas ﬁan sido aleatorias, sin embargo seria
conveniente anabizar a organisrﬁés de edades mas a\faniaaés, ¥ prébar su eficiencia ante

condiciones cambiantes en el medio.
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L.as medidas de variabilidad genética de los lotes analizados no difieren mucho de
las reportadas para abulon rojo silvestre (Gaffney er al., 1996) y cultivado (Brown, 1993 y
Gaffney, er al., 1996), considerando que se analizé aproximadamente un 21% de los lotes
de las Islas de Todos Santos correspondiente al 0.015% de los organismos, se puede
inferir que los lotes se mantienen en equilibrio y que la variabilidad genética (elevada para
un cultivo) que poseen se debe principalmente a la utilizacién de un adecuado namero de

reproductores en tos desoves.

¥.2.5. Relacién heterocigosidad-talla y genotipos-talla

El encontar una coreelacion entre heterocigosidad v eficiencia depende
fundamentalmente de la funcion de la enzima, es decir, del papel que desempeific en las
rutas metabdlicas. Por ejemplo, las enzimas involucradas en el catabolismo proteico.
glicolisis o las rutas metabdlicas asocladas a ella (preglicoliticas) tienen mayor importancia
al relactonarlas con la heterocigosis (Zouros v Pogson, 1994).

Dependiendo del estado del ciclo de vida en el que se encuentren los individuos
examinados (o del estilo de vida de las especies) (Volkaert y Zouros, 1989) la eficiencia en
la conversidn de energia se reflejard en crecimiento, acumulacién de depoésitos de energia,
tamaiio de la gonada (Rodhouse et al., 1986) o actividad locomotora (Garton, 1984),

[.a relacion entre heterocigosidad y ap.titud (ﬁtnes.s) entre mvertebrados no es
predecible ni general (Volckaer’t y 701;109 1989) por ejempio ta tasa de crecimienio esta
asociada al numero de loci heteromootos en mejlilones (Koenh y Gaffﬂey, 1984), almejas
(Kohenh et al., 1988) vy ostlones (vah y éouros 1978 Zouros ef al., 1980). En ¢l ostion

japonés C. virginica se han encontlado asocxadas a la. heterocwos&dad mayor sobrevivencia
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(Zouros ef al., 1983), menor consumo de oxigeno y un caslo metaboélico dos veces menor al
de os homocigotos (Koehn y Sumway, 1982) y menor pérdida de peso durante periodos de
manicion (Rodhouse y Gaffney, 1984},

En mejillon se han realizado la mayoria de los estudios en relacion a estos temas:
Zouros ef al. (1988) encontraron una tendencia hacia un mayor grado de heterocigosidad a
mayor talla en mejillones, ademas de que poseian mayores cantidades de glucdgenc
acumulado. Fn relacion a crecimiento v heterocigosidad los estudios son numerosos
{(Kochn v Gafiney, 1984; Diehl v Koehn, 1985; Gentili y Beaumont, 1988, Skibinsk: y

Roderick

.

1989; Gaffney, 1990) v en todos ellos coinciden en encontrar una relacion
positiva, aunque en ocasiones no fue significativa. Por el contrario en la escalopa Pecren
maximus silvestre v cultivada (Beaumont ef af 1985} y un gastropodo estuarine (7has
haemastomata) (Garton, 1984) no se enconiré asociacion entre heterocigosidad y
crecimiento,

la tasa de crecimiento de un organismo es una caracteristica que estd controlada por
muchos loci génicos (ademas de la influencia ambiental y de la mteraccion entre ambas), de
manera que el nimero de loci analizados en el presente estudio representa una fraccion
pequeia del total del genoma. La electroforesis puede revelar solo una parte de la variacion
total del genoma, por lo que si se desea encontrar una mayor cantidad de loci asociados al
crecimiento se deben estudiar una mayor cantidad de loci (Beaumont er al,, 1983) o bien
analizar a loci que estén relacionados a las rutas - metabdlicas. Adicionalmente, Alvarez el
al. {1989) encontraron una correlacion significativa entre heterocigosidad y crecimienio en
Ostrea edulis (30 meses) proveniente de. 60 progemitores;: Gaffney y Scott {1984) no

encontraron correlacion en desoves masivos que involueraron de 9 a 33 progenitores de C.



virginica, Spisula solidissima y M. lateralis. Beaumont {1991) utilizd 9 machos y 9

hembras, los cuales aportaron aproximadamente una cantidad proporcional de gametos, y

no encontrd correlacion significativa. Menciond que para encontrar mayor probabilidad de

correlacion entre heterocigosidad y crecimiento, sea necesario que en los desoves masivos

se cuente con un nimero de progenitores mayor de 40.

Para explicar la relacion entre heterocigosidad-eficiencia (crecimiento) Zouros y

Maliet, 1989) han propuesto seis hipotesis:

1.

]

Sobredominancia: Propone que para un locus dado, los heterocigotos son superiores a
los homocigotos (Zouros ef al., 1988) como resultado directo de los loci por si mismos
mas que de un efecto indirecto de los loci asociados (Skibinski y Roderick, 1989).
Dominancia de locus multiples. La asociacion aleatoria de loci y el apareamiento
aleatorio aseguran que en individuos homocigotos multiples algunos loci seran
homocigotos para el alelo superior v algunos para el inferior, asi, ta combinacion de
estos individuos (locus mltiple) tendra un promedio menor que ¢l de los individuos
heterocigotos maltiples (Zouros y Mallet, 1989).

Rutas enzimaticas balanceadas: Ciertas combinaciones de variantes enzimaticas pueden
formar una ruta mas balanceada que otra. Los heterocigotos simples o dobles estan
también balanceados. De acuerdo a esta hipotesis no existen desventajas intrinsecas a la
homocigosidad multiple. Algunos homocigotos miltiples estan mejor balanceados que
otros. Asi, la asociacién aleatoria de alelos en-diferentes loci y el apareamiento
aleatorio, hace que las rutas enzimaticas estén en promedio, mejor balanceadas en los
heterocigotos multiples que en los homocigotos multiples. 'El efecto de un locus

depende de los genotipos de otros loci en la ruta {Zouros v Mallet, 1989).
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4. Alelos nulos: Mediante electroforesis es imposible distinguir entre homocigotos para
alelos activos y helerocigotes para alelos nulos, si estos ultimos tienen tasas de
crecimiento mas bajas, se puede considerar que en general la clase de homocigotos (que
incluyen a los heterocigotos para alelos nulos, indistinguibles de los homocigotos)
tienen crecimiento menor ¢n comparacién con los heterocigotos (Zouros ef al., 1988}

5. Pérdida de segmentos de cromosomas: Como la ancuploidia en la cual se podria perder
el segmento que tiene el material genético que incluye al locus marcador (Zouros & al.,
1988). Los aneuploides pueden tener tasas de crecimiento bajas y en la electroforesis
pucden aparecer como homocigotos para el marcador, de manera que la relacion
crecimiento-heterocigosidad resultard positiva (Zouros y Mallet, 1989},

6. Sobredominancia asociada o asociativa: Es una propiedad de poblaciones mds que de
organismos individuales. La continua reintroduccion de genes por mutacion o flujo
genético, seguida por deriva génica, genera un desequilibrio ligado con variantes
neutrales segregadas en loci vecinos. Esto introduce una tendencia para la
homocigosidad alta para genes detrimentales entre homocigotos para el locus marcador
mas que entre heterocigotos (Zouros y Mallet, 1989). Asume que la heterocigosidad
alozimica esti correlacionada con el total de la heterocigosidad gendmica (Skibinski v
Roderick, 1989). Las alozimas son marcadores neutrales de los efectos causados por
otros genes con lo cual, los loci alozimicos estan en un estado de asociacion ligada
(desequilibrio ligado). Esta asociaciéon puede darse por endogamia, deriva génica o
mezcla poblacional (Zouros y Pogson, 1994).

Las hipotesis principales que explican - correlacion entre  heterocigosidad v

crecimiento en bivalvos son- la sobredominancia {Koehn et al., 1988) y la de
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sobredominancia asociada (Zouros v Fiotz, 1984), sin embargo ninguna es mutuamenle
exclusiva y es dificil proveer evidencias experimentales directas para estimar cual es el
efecto de cada una. De las seis hipotesis, se pueden probar de manera sencilia la de alelos
nulos y la aneuploidia, disefiando los experimentos adecuados, en los que la progenic
mostrara las anormalidades genéticas creciendo a una velocidad inferior 2 la de organismos
normales. La hipétesis de sobredominancia se puede probar como lo han hecho en algunos
estudios (Hoare v Beaumont, 1995). Para seleccionar una hipotesis se recurre mas bien a la
eliminacion de las otras (Zouros v Mallet, 1989),

En el presenie estudio, el unico lote que mostrd una correlacion posiive entre
heterocigosidad y talla fue el analisis global dei lote J, solo el 14% del comportamiento de
i0s datos se explica por el modelo propuesto. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
encontrar una correlacion positiva en estudios posteriores, ya que fue el nico caso en que
se tuvieron mas de 40 progenitores como lo sugirié Beaumont (1991).

Por otra parte, también se ha encontrado que algunos loci pueden contribuir a
encontar correlacion positiva con el crecimiento. Esto, como se menciond anteriormente,
porque participan de forma directa en las rutas metabdlicas aseciadas al crecimiento, por
ejemplo en mejillon: Zouros er al. (1988) encontraron que ¢l locus Pep-2 tuvo un gran
efecto en la tasa de crecimiento, Gaffney (1990) encontrd que Lap v Odlt tuvieron un efecto
directo sobre la relacion heterocigosidad-talia, Zowros er al. (1988) encontaron esta misma
retacion para Ap.

En el analisis para abulon rojo se encontrd que para el lote J10 el locus Me fue el
tnico que mostré correlacion positiva entre el genotipo y la talla (largo y peso total). La

explicacion a esto puede fundamenterse en el papel fisioldogico que desempea esta enzimna,



va que cataliza la carboxilacion del piruvato, ¢l cual es parte importante en la sintesis de
glucodgeno (gluconcogénesis), ruta metabolica fundamental para organismos en creciniento
(Hochachka v Somero, 1984) como es ¢l caso de este jole. A pesar de que en los
oreanismos heterocigotos se tuvo la mayor talla, no existieron diferencias significativas a
excepeion de los heterocigotos 80-100 con los homocigotos 100-100. Esto puede indicar
cierto grado de superioridad de los heterocigotos sobre los homocigotos, pero € necesario
corroborar esta relacion en el locus Me. La relacidn positiva entre heterocigosidad y talla
debe tomarse con cautela y realizar mas experimentos que involucren un Ne mayor de 40
con el fin de determinar si hay esta correlacion para abulon.

Contando con los estudios que se sugieren se pueden hacer mejoras sustanciales en
el cultivo, por ejemplo se pueden elevar las tasas de crecimiento mediante la seleccion de
organismos que muecstren superioridad genotipica. De Ja misma manera, manteniendo Ios
niveles de heterocigosidad elevados, mediante el uso adecuado de reproductores en los
desoves, se puede esperar que los organismos alcancen una mayor talla en periodos mis

cortos de tiempo.
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VI CONCLUSIONES.

El andlisis morfométrico en los lotes de 27 a 17 meses mostré que en este rango de
cdades el crecimiento tiende a ser isométrico (13 casos) v alométrico negativo (13 casos),
lo cual concuerda con otros estudios en los que se analizan organismos en crecimiento, los
que tienden a incrementar fa talla en fa etapa juvenil y porteriormente la masa corporal.

La t¢enica utilizada en el presente estudio resultd util para conocer la variabilidad
genctica de los lotes de “Abulones Cultivados”, de trece loci seleccionados, 10 fueron
polimérficos y permitieron conocer ¢l estado genético de los lotes de esta Empresa. Se
encontro que la variabilidad genética fue elevada en comparacién con la de otros cultivos
en California, y en general se puede afirmar que los lotes se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg debido en mayor medida al nimero de progenitores adecuado (Ne de 10 2
56, promedio=24.5) utilizados en los desoves lo cual favorecio el mantenimiento de la
“salud genética” en la semilla, anuque se sugiere incrementar el nimero de reproductores
en los desoves con la finalidad de evitar un cuello de botella en las futuras generaciones.
Particularmente en los lotes de 6 v 7 meses de edad (J y K) se observé un incremento en la
heterocigosidad hacia las tallas mayores, lo cual puede sugerir un efecto de heterosis. Sin
embargo, al correlacionar talla y heterocigosidad individua! se obtuvo un sélo caso
significativo (lote J) en el cual el 14% de la la varianza observada se explica por el modelo

propuesto.

De los 13 loci probados, sélo Me en el lote J10 mostré una correlacion positiva con



la talla, 1o cual puede sugerir que este loci o algunos loci aledafios tengan cierto efecto
directo sobre ¢l crecimiento, sin embargo es necesario profundizar al respecto para poder

corroborario.
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VII. RECOMENDACIONES.

Para verificar si el manejo del cultivo es adecuado y por lo tanto la variabilidad

genética se mantiene elevada en las generaciones futuras, se sugiere:

o

Hacer un analisis alozimico de la progenie de familias sencillas y verificar si se
mantiene el nimero de alelos por loci, el porcentaje de loci polimorficos, st hay fijacion
v/o pérdida de alelos respecto a los reproductores y a poblaciones naturales.

Los genotipos de los reproductores se podrian deducir de los genotipos encontrados en
la progenie de familias sencillas, de esta manera se evitaria sacrificar a los
reproductores en los analisis alozimicos.

Mantener el numero efectivo de reproductores utilizados en los desoves alrededor de
50.

Analizar poblaciones naturales de abulén rojo y compararlas con las cuitivadas por la
Empresa o cualquier otra compafiia que cultive abulén.

Referente a las medidas morfométricas, seria de gran utilidad hacer un estudio que
incluyera mediciones de diferentes edades hasta llegar a ia talla comercial,
determinando si algin parametros fisico, quimico o bioldgico mfluye sobre el tipo de
crecimiento.

La tasa de crecimiento es una medida que puede ser diagnosticada mediante estudios de
herencia de caracteres en las siguientes generaciones, por lo que seria imporlante
seleccionar a los reproductores que haya alcanzado tallas superiores a las esperadas de
acuerdo a su edad, y hacer el seguimiento en su progenie, para determinar el grado de

heredabihdad.
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% Para corroborar la existencia de una correlacion entre heterocigosidad y crecimiento,
seria conveniente diagnosticarla en desoves cuyo Ne sea mayor de 40,

% Serla recomendable profundizar en la dependencia del genotipo en relacion a la enzima
mélica, va que si se encontara un patron de dependencia positiva de mayor talla en los
organismos heterocigotos, se tratarfa de preservar la heterocigosis de este locus en fa
progenie,

% En caso de que se descen obtener lineas mejoradas, se recomienda iniciar con un gran
nimero de reproductores y realizar el proceso de seleccion manteniendo, de igual

manera, clevado el nimero de reproductores.
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APENDICES.
APENDICE 1.

Amortiguadores v recetas para las soluciones de tincién de las enzimas utilizadas para
abulon rojo Haliotis rufescens.

Amortiguadores.

1.~ Tris'Maleato/EDTA/MegCl, TME pH 7.8 v 7.4, Amortiguador para gel y electrodo.

Volumen hnal 51

060.2 ¢ Tris (Tris[hidroximetil] amino metano})

580 ¢ Acido maleico

186 ¢ EDTA (Acido etilen diamine tetra acétice, sal disodica, dihidratadaj}
203 ¢ MegCls 6H,O

41 Agua destilada

25-27 ¢ NaOH

Usar NaOH al 40% para el ajuste finalapH 7.8 0 7.4 y completara 5 1.

2.- Amortiguador 0.15 M Tris-Citrato pH 8.0 para gel y electrodo.

Volumen final ] lztro
18.17 ¢ Tris
~5.5-0¢ Acido citrico anhidro

Ajustar ¢l pH con NaOH al 40% y completar a 1 litro con agua destilada.

3. Amortiguador Citrato-Fosfato 0.1 M pH 7.4 para gel.

Veolumen final 200 ml
5.88 ¢ Citrato trisodico
algunos cristales NaH,POy

4.-Amortiguador Lactato I M pH 7.0 para tincion.

Volumen final 100 mi
O ml Acido Lactico
70 ml Agua destilada

Ajustar el pH con NaOH al 40% y completar a 100 ml con agua destitada.

5.~-Amortignador Malato pH 7.0 y 8.0 para tincién.

Volumen final 100ml .
2.8¢ Acido L- malnco
100 mi Amortiguador Tris/HCI 0. 1 M pH 8 0

Ajustar el pH con NaOH al 40%.
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6.- 0.5 M Tris/T1CI pH 8.0. Amortiguador para tincion.

Volumen final il
6055 ¢ Trns
80 ml Agua destilada

Ajustar con HCla pH 8.0 y completar a 100 ml.

7.- 0.1 M Tris/HHC1 pH 8.0. Amortiguador para tincion.

Volumen final 100 ml
20 ml Amortiguador 0.5 M Tris'HCI pH 8.0
80 ml Agua destilada

§.- 0.2 M Tris/HCIL pH 7.5, Amortiguador para tincion.

Volumen final 500 mi
1211 g Tris
400 ml Agua destilada

Ajustar con HCla pH 7.5 v completar a 500 ml

9,- 0.1 M Tris/HCI pll 7.5. Amortiguador para tincion.

Volumen final 100 ml
50 ml Amortiguador 0.2 M Tris/HCL pH 7.5
50 mi Agua destilada

10.- Tris/Pyrophosphate. Amortiguador para tincién.

Volamen final 100 ml
0.60¢ Tris
0.90¢ Pirofosfato tetrasddico

Ajustar con HCl a pH 7.8 y completar a 100 ml

11.- Amortignador “R para cubeta” pH 8.1 para tinciom de las Esterasas.

Volumen {inal 200 ml
0503 ¢ Hidréxidoe de Litio
3.709 ¢ Acido bérnico
150 ml Agua destilada

Ajustar el pH con HCI y completar a 200 ml.

12.- Amortiguador “R” pH 8.0 para tincién de las Esterasas.
Volumen final 200 ml

0.726 g Tris (0.03 M)
1.921¢g Acido citrico anhidro (0.005M)
200 ml Amortiguador “R para cubeta” .. .- . .

Verificar que el pH s¢ mantenga cercano a 8.0, . '
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13.- Amortiguador AAT para tincion.
Volumen final 106 ml

0.075 ¢
0275¢
0.1g
[
1.5¢
1.5¢

a-Ceto-glutarato

Acido L-aspartico ¢ acido L-aspartato
EDTA

Polivinil pirrolidona

Nal;PO4

NaEHPO4

Completar a 100 ml con agua destilada.

Colorantes.

Soluciones madre (patron) para:

a) MTT: 5 mg ml”

b)) Azul de Meldola: 0.8% E
¢) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH): {40 unidades ml”
d) Fosfoglucosa isomerasa (PGI): 700 unidades i’

Reactivos y procedimiento para la tincion.

i

[

s

=2

1. Aconitasa ACON (4.2.1.3).

. Mezclar
75 mg
16 mg
25 mi
16 unidades
1 ml
25 ul

Acido Cis-aconitico

NADP

Amortiguador 0.2 M Tris/HCI pH 8.0
Isocitrato deshidrogenasa

Solucion patrdn de MTT

Azul de Meldola

. Afadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel e incubar a 35° C.

2. Adenilato kinasa AK (2.7.4.3).

. Mezclar:
5mg
10 mg
40 mg
5 mg
25 i
25 ul
25 ml

MgClz 6H0

ADP (sal disédica)

Glucosa.

NADP

Hexoquinasa (280 umdades/ml)

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD, 140 un/mi)
Amortiguador Tris/HC1 0.1 M pH 8.0

. Afadir 25 m! de agar al 2% y mezclar.
_ Colocar sobre el gel e incubar a 357 C.
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3. Adenosina desaminasa ADA (3.5.4.4).

. Mezclar:
15 mg Adenosina
25 ud Nucledsido fosforilasa (25 umidades/ml}
25 ud Xaniina oxidasa (4 unidades/ml)
25 ml Amonliguador Tris/HC1 0.1 M pH 8.0
| ml Solucidn patrén de MTT
25 ul Azul de Meldola
25 mt Amortiguador
_ Afadir 25 ml de agar al 2% v mezclar.
. Colocar sobre ¢l gel e incubar a 35° C.

4. Alcohol deshidrogenasa ADH (L.1.1.1).

. Mezciarn
20mg NAD
2 ml Eianol absolulo
25 m] Amortiguador Tris/HC1 0.1 M pH 8.0
1 mi Solucion patron de MTT
25 ul Azul de Meldola
. Afiadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel ¢ incubar a 35° C.

5. Aldolass ALD (4.1.2.13).

. Mezclar:
100 mg Fructuosa 1,6 ~difosfato
50 mg Acido arsénico
10l Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (100 unidades/100 ul)
20 mg NAD
25 mi Amortiguador Tris/HC1 0.5 M pH 8.0
I ml Sotucion patron de MTT
25 ul Azul de Meldola

2. Anadir 25 ml de agar al 2% y mezclar,

Lad

(SRS

. Colocar sobre ¢l gel e incubar a 35° C.

6. Aspartato aminotransferasa AAT {2.6.1.3).

. Afiadir sobre el gel:

35ml Amortiguador AAT

. Incubar 1 hora
. Recuperar el amortiguador y adicionarle:

10 mg Sal de Fast Gamet GBC

4. Incubar hasta que aparezcan las manchas. -
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7. Diaforasa DIA (1.6.2.2).
1. Mezclar:

10 mg NADH (Nas sal)

25 mi Amortiguador Tris/HCL0.025 M pH 8.0
fml Sotucion patron de MTT

0.1 mg Diclorofeno! indofenol

. Afiadir 25 mi de agar al 2% y mezclar,
. Colocar sobre ¢l gel e incubara 35°C,

el N2

8. Enzima Malica MFE (1.1.1.40).
1. Mezclar

5myg MgCl,y 61,0

5 mg NAD'

I mi Solucion patrén de MTT

25 mi Amortiguador Malato {Acido [-méalico} pH 7.0
25 ul Azui de Meldola

. Afadir 25 mi de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel e incubar a 33° C.

el It

9, Esterasa D ESD (3.1.1.1).
1. Vertir sobre el gel:
30 ml Amortiguador Tris/Maleato 0.1 M pH 5.3
. Esperar 10 minutos
Pisolver independientemente:
10 mg Metitumbeligeril acetato

(WA )

En:
5 ml Acetona
4. Adicionarle a la mezcla antenior:
25 mi Amortiguador Tris/HC1 0.1 M pH 5.3
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5. Absorber la solucién con papel flitro (cromatografia cortado al tamaiio det gel) v colocar

sobre el gel
6. Monitorear constantemente bajo luz UV hasta que aparezcan las bandas.

10. Esterasas EST (3.1.1.-).
1. Disolver en 5 ml de acetona:

20 mg « Naftil acetato
20 mg [} Naftil acetato
2. Adicionar la mezcla a:
40 ml Amortiguador “R”
20 mg Fast blue BB sal
3. Cubrir el gel con esta mezcla e incubar a 35° C.
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. Colocar sobre el gel e incubar a 35° C

11. Fosfo-glucomutasa PGM (2.7.5.1).

. Mezclar:
5 mg MgCly 6H,0
5 myg NADP
SO mg (ilucosa 1 fosfato.
20 ul G-6-PDH.
25 ml Amortiguador 0.1 M Tris/HCL p
I ml Solucion patron de MTT
25 ul Azul de Meldola
- Anadir 25 m! de agar al 2% y mezclar.

12. 6-Fosfogluconato deshidrogenasa PGD (1.1.1.44).

. ABadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel ¢ incubar a 35° C.

13, Fumarasa FUM (4.2.1.2).

. Anadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel ¢ incubar a 35° C.

H 8.0

. Mezclar:
Smg MgCly 6H,0
15 mg Acido 6-fosfoglucdénico (Sal trisodica)
5 mg NADP
25 ml Amortiguador Tris/HC1 0.5 M pH 8.0
i ml Solucion patrén de MTT
25 ul Azul de Meldola

. Mezclar:
60 mg Acido fumarico
20 mg NAD
20 mg Acido pirtvico
10 ul Malato deshidrogenasa (6000 unidades ml'i) 60U
25 ml Amortiguador Tris/HC1 0.5 MpH 8.0
1 mi Solucion patrén de MTT T
25 ¢l Azul de Meldola

14. Glicerato deshidrogenasa G2DH (1.1.1.29).

. Mezclar:
50 mg Acido glicérico
10 myg NAD :
25 mi Amortiguador Tris/HC1 0.1 M p
1 mi Solucion patron de MTT '
25 ut Azul de Meldola

. Afiadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel ¢ incubar a 35° C.

H 8.0

a9
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15. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa GPD 6 GAPDH (1.2.1.12).

. Mezelar:
55 mg Fructosa 1,0 difosfato
2 ml Amortiguador Tris/HC1 0.05 M pH 7.5
100 unidades  Aldolasa
20 mg NAD
150 mg Arsenato sodico
25 ml Amortiguador Tris/HC1 0.1 M pH 8.0
Il Solucion patrdn de MTT
25 ul Azul de Meldola

. Amadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre ef gel e incubar a 35° C.

16. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa G6PD 6 GD (1.1.4.9).
- Mezclar:

{0 mg Glucosa-6-fosfato

S mg NADP

S mg MgCly

25 ml Amortiguador Tris/HCl 0.2 M pH 8.0
L mt Solucion patrén de MTT

25l Azul de Meldola

. Afiadir 25 ml de agar al 2% y mezclar,
. Colocar sobre e gel e incubar a 35° C.

17. Glucosa-6-fosfato isomerasa GPI (5.3.1.9).

. Mezclar:
5 mg MgCly 6H;0
5mg NADP
20 mg Fructosa 6 fosfato,
20 1l Glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH).
25 ml Amortiguador 0.1 M Tris/HCI pH 8.9
1 ml Solucién patrén de MTT
25 ul Azul de Meldola
. Afiadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.

. Colocar sobre el gel ¢ incubara 35° C.
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18. Glucosa deshidrogenasa GDH (1.1.1.47).

Mezclar:
9g Glucosa
20 mg NAD
25 mi Amortiguador Tris/HCI 0.1 M pH 7.5
bl Solucion patron de MTT
25 pt Azul de Meldola

CAfadir 25 ml de agar al 2% y mezctar,
_Colocar sobre el gel e incubara 35° C.

19. Givtation reductasa GSR {1.6.4.2).

. Mezclar:
40 me Glutation oxididado
10 me NADPH
0.1 mg 2, o-diclorofenol indofenol
0.1 M Amortiguador Tris/HC1 0.1 M pH 8.0
I mi Solucion patrén de MTT
. Afadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre ¢l gel ¢ incubar a 357 C.

20. Hexoquinasa HK (2.7.1.1).

. Mezclar:
40 ml Amortiguador Tris 0.1M /HClL pH 7.5
400 mg (Glucosa
40 mg ATP
5mg NADP
5mg MgCl,6H,0
40 ul Glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (140 unidades/ml)
i ml Solucion patron de MTT
25 ul Azul de Meldola

. Apadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre ¢l gel e incubara 35° C.

21. 3-Hidroxibutirato deshidrogenasa HBDH (1.1.1.30).

. Mezclar:
100 mg D, L, B- Hidroxibutrato
Smg NAD
25 ml Amortiguador Tris/HC1 0.5 M pH 8.0
t ml Solucién patrén de MTT y
25 ul Azul de Meldola

_ Adiadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
_Colocar sobre ¢l gel e incubara35°C
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22. Isocitrato deshidrogenasa IDH (1.1.1.42).

. Mezciar:
5 mg MgCi; 6H,O
0 mg NADP
20 mg Acido 1socitrico
25 ml Amortiguador 0.5 M TrisfHCI
I ml Sclucion patrdn de MTT
25 ul Azul de Meldola
CAnadir 25 mi de agar al 2% y mezclar.

. Colocar sobre ¢l gel ¢incubara 33" C.

23, L-Lactato deshidrogenasa LDH (1.1.1.27}.

. Mezclar:
25 mi Amortiguador Lactato 0.5 M pH 7.0
5 mg NAD
{ml Solucién patrdn de MTT
25 ul Azul de Meldola
CAnadiv 25 mi de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre e} gel e incubara 33° C.

24, Leucin amino peptidasa LAP (3.4.11.-).

1. Mezclar:
40 mg L-leucin-P-naftilamida
40 mi Agua destilada
2. Colocar sobre ¢ | gel e incubara 35° C.
3. Observar bajo luz UV hasta que aparezcan las bandas (15-20 min). Cuando las bandas
estén claras enjuagar el sustraio con agua corriente y eliminar el exceso de agua,
4. Mezclar:
10 mg Fast Garnet
30 ml Amortiguador 0.1 M Tris/HCI pH 8
5. Anadir 25 mi de agar al 2% y mezciar,
6. Colocar sobre el gel e incubar a 35° C.
25. Malato deshidrogenasa MDH (1.1.1.37).
1. Mezciar:
Smg MgCl; 6H,0
5 mg NAD'
I ml Solucion patron de MTT
25 ml Amortiguador malato (Acido L-malico) HCI pH 8.0
25 ul Azul de Meldola
2. Anadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.

L]

. Colocar sobre ¢l gel e incubar a 35° C.
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26. Manosa-fosfato isomerasa MPI (5.3.1.8).

Mezclar:
Smg
10 mg
5Smg
20 mg
23 mg
25 mi
20 ul
25 ud
I'ml
25 ul

MgCly 610

NADP

NAD

Acido piravico

Manosa-6-fostate

Amortiguador 0.2 Tris/HCI pH 7.5
PGl

G-6-PDH

Solucion patron de MTT

Azul de Meldola

CAfiadir 25 ml de agar al 2% y mezelar,
. Colocar sobre el gel ¢ incubara 35° C.

27. Oxidasa hidroxiacida GOX (1.1.3.1).

. Mezclar:

S0 my
25 mli
T mi
25

Acido glicdlico

Amortiguador TristHCI 0.2 M pH 7.5

Solucidn patron de MTT
Azul de Meldola

. Adladir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
- Colocar sobre ¢l gel e incubara 35°C.

28. Purina nucledsido fosforilasa NP (2.4.2.1).

. Mezclar:

200 mg
200 mg

2 umdades
23 ml

I ml

25 pi

[nosina

Acido arsénico

Xantina oxidasa

Amortiguador Tris'HCI 0.1 M pH 7
Solucion patron de MTT

Azul de Meldola

. Afladir 25 mi de agar al 2% y mezclar.
. Colocar sobre el gel e incubara 35° C.

%3



29. Pirofosfatasa Inorginica IPP (3.6.1.1).
Fase [.
1. Mezciar:

25 mg MgCl, 6H,0
25 mi Amortiguador Tris-Pirofosfato pH 7.8

2. Afadir 25 mi de agar al 2% y mezclar.
3. Cubrir el gel con la mezcla ¢ incubar a 35° C por 50 minutos

Fase [1.
1. Reurar ef agar
2. Mezciar:

50 mg Acido molibdico
245 ml Agua destiiada
0.5 m! HoS0y

3¢ Acido ascorbico

. Anadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.
4. Colocar sobre ¢l gel e incubara 35° C.

{s3

30. Sorbitol deshidrogenasa SDH (1.1.1.14).
1. Mezclar

125 mg Sorbitol

S5mg NAD

5mg MgCly

50 mg Piruvato de sodio, inhibe Ldh

50 mg Pirazol inhibe ADH

50 ml Amortiguador Tris/HC1 0.05 M pH 8.0
1 ml Solucion patrén de MTT

25 ul Azul de Meldola

2. Anadir 25 mi de agar al 2% y mezclar.
.Colocar sobre el gel ¢ incubara 35° C.

Lad

31. Superéxido dismutasa SOD (1.15.1.1).
1. Mezclar:

20 mg NAD
1 ml Solucidn patrén de MTT
25 ul Azul de Meldola

2. Afiadir 25 ml de agar al 2% y mezclar.

3. Colocar sobre el gel, exponer por 15 seg 4 rayos solares € incubar a 35° C.

G4



32, Triosa fosfato isomerasa TPI(5.3.1.1}

Fase L.
i. Mezelar:
325 mg o Ghicerofosfato
220 mg Piruvate de sodio o 4cido pirtivico
20myg NAD
10l o Glicerofosfato deshidrogenasa {80 unidades/ml)
5.1 ul lLactato deshidrogenasa (2750 unidades/mi)
2. Incubar la mezcla a 37° C por 2 horas
3. Detener la reaccion con gotas de HC hasta pH 2.0,
4. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH
Fase ][
1. Afiadir
20mg NAD
S0l Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (800 unidades/ml)
50 mg Arsenato de sodio (arsénico)
i ml Sotucion patrén de MTT
25 ul Azul de Meldola

2. Agregar 25 ml de agar al 2% v mezclar.
3. Colocar sobre el gel e incubar a 35° C.

93



APENDICE 2.

96

Analisis de Covarianza para la comparacion de las pendientes de regresion linealdel
peso total (log) (¢) contra el largo (log) (mm), se utilizé una correccion delnivel de

significancia con un o' =0.01%.

En este andlisis se comparan:

1. Silos interceptos son iguales entre si.
2. S1 las pendientes son iguales a cero.
3. 51 las pendientes son iguales entre 5§

Comparacion de las pendientes de los lotes D,E, F, Gy H
Fle.Var Gl SC S5C CM

secuencial  ajustada ajustado

i 4 321231 0.0344 0.0086

2 1 15.7691 14.4676 14.4670

3 4 0.0241 0.0241 0.0060
Error 288 0.800% 0.8009 0.0028
Total 297 48.7172

Comparacion de las pendientes de los lotes J6, J8 y J10
Fte.Var Gl SC SC CM
sccuencial  ajustada ajustado

! 2 232868 0.0034 0.0017

2 ] 3.3747 3.3487 3.3487

3 2 0.0040 0.0040 0.0020
Error 201 03175 0.3175 0.00106
Total 206 209830

Coemparacion de las pendientes de los lotes K6 y K8
Fte Var Gi SC SC CM
secuencial  ajustada  austado

] 1 3.4912 0.0114 0.0114

2 1 3.5047 3.4140 3.4140

3 1 0.0125 0.0123 0.0123
Error 20 0.2328 02328 0.0012
Total 203 7.2409

# Significativo, las pendientes de los lotes K6 v K8 son diferentes

F

3.09
5202.29
217

F

1.07
211978
1.26

F

9.81
2933.53
10.57

0.016
0.000
(.072

0.346
(.000
0.287

i

p

0.002
0.000
0.001 «
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Comparacién de las pendientes de los lotes D, E, I, G, H, J6,J8 vy J10

Fte. Var Gl SC S5C CM F p*
secuenclal  ajustada ajustado
1 7 495.793 0.059 0.008 3.66 (0.001
2 I 19.111 15.174 15.174 6634.37 0.000
3 7 0.061 0.061 0.009 3.80 0.001 ¢
Error 489 118 1118 0.002
Total S04 516,083

# Significative, las pendientes de los Jotes son diferentes

Comparacion de fas pendientes de los lotes J6, J8, J10 y K8

Fte Var (i SC SC CM F p¥
sccuencial  ajustada ajustado
1 3 23.3379 0.0034 0.0011 0.81 0.488
2 1 4.7362 4.6680 4.6680 3316.17 0.000
3 3 0.0040 0.0040 0.0013 0.95 0.417
Error 300 0.4223 0.4223 0.0014
Total 307 28.4944



APENDICE 3.

98

Analisis de regresion lineal simple vy ANDEVA de la regresion de la heterocigosidad
individual por conteo directo contra la marca de clase del largo (mm), se utilizé una
correccion del nivel de significancia con un oo'=0.00417*.by= ordenada al origen, b=

pendiente.

He: no existe correlacién entre heterocigosidad individual y talla (largo}

Ha: existe correlacion

Resumen de la Regresion Lineal Jote D
R=0.01564240 R%= (0.00024468 R? Ajustada= -~

F(1,51)=0.01248 p= 0.91148 Error estandar de la estunacion: 0.11865

by EF de by b; EE de b
[ntercepto 0145206  G.073319

Pendiente  -0.015642  0.140011 -0.660162 0.001450

Andilisis de Varianza de ia Regresion lote D

SC gl CM ¥
Regresion  0.000176 | 0.000176 0012482
Residual 0.717997 31 (0.014078

Total 0718173

Resumen de la Regresion Lineal lote
R=0.08050744 R*= 0.00648145 R* Ajustada= -----

F(1,329=0.33923 p<0.56279 Error estandar de la estimacion: 0.12

by EE de by by EE de by

Intercepto 0.221150  0.080275 |

Pendiente  0.080507  0.138225  0.001161 0.001994

Amnalisis de Varianza de la Regresion lote E

sC ol M P
Regresion  (L005181 i 0.005181 0.339234
Residual  0.794170 52 0.015272 :

. Total  0.799351

(51
1.980464
-0.111723

p¥

0.911482

358

¥52)
2.754909
0.582438

pv'f
0.562789

*

P
0.053058
0911482

*

P
0.008073

0.562789



Resumen de la Regresion Lineal lote F

F(1,52)=0.08200 p=0.7 7506 Error estandar de la estimacion: 6.1504

by EE de by b EE de b, 1(52)
Intercepto 41.86796 1.25569 33.34250
Pendiente  0.039694  0.138360 3.41540 11.92284 0.28646

Analisis de Varianza de la Regresion lote F

5C il M F p*
Regresion 3.104 ] 3.10422 0.082062  0.775661
Residual  1967.033 52 37.82794
Total 1970157

Resumen de 1a Regresion Lineal lote G
R=0.17100044 R*= 0.02924115 R? Ajustada=0 .01126413
F(1,54)=1.620606 p<0.20764 Error estindar de [a estimacion: 6.6790
by EE de by b, EE de b, 1(54)
Intercepto 31.13070 1.607425 19.36082
Pendiente C.171000 (.134078 9.56887 7502784 1.27538

Amnalisis de ¥Varianza de la Regresion lote G
SC ¢l CM F p*
Regresion 72.3060 i 72.55982 1.626585 0207636
Residual 2408.86Y 54 4460808
Total 2481.428

Resumen de 1a Regresion Lineal lote H
F(1,79)=0.45207 p<0.50331 krror estandar de la estimacion: 3.6128
by EE de by by EE de b, u79)

intercepto 24.97992 0.612247 40.80038
Pendiente  0.075431 0.112188 2.98745 4.443197 067236

Amndilisis de Varianza de la Regresion lote H

SC gl CM F p¥
Regresion 5.901 1 5.90074 0.452074 0.503313
Residual 1031.155 79 13.0525%

Total 1037.056

p*
0.000000
0.775661

*

p
0.000000

0.207636

p'e‘s.‘-

0.000000
0.503313



Resumen de la Regresion Lineal lote J6

F(1,68)=2.9483 p<0.09052 Error estandar de la estimacion; 0.09668

by, EL de by b, EE de b; t(68)
Intercepto -0.078343 0099499 -0.787371
Pendiente (0.203853 0.118721 0.027338 0.015921 1.717069

Andlisis de Varianza de la Regresion lote J6

SC ¢l CM ¥ p¥
Regresién  0.0273536 1 0027556 2.948325 0090518
Residual G.635561 68 009340
Total (0.603117

Resumen de 1a Regresion Lineal lote J8
R= 026763518 R*= 0.07162859 R? Ajustada= 0.05734595
F(1,65)=5.0151 p<0.02856 Error estindar de la estimacion: 0.14573
by EE de by b EE de b Ho3)
Intercepto .269842 0192541 -1.40148
Pendiente 0.267633 0.119510 0.057103 0.025499 2.23944

Andlisis de Varianza de la Regresion lote J8

SC ¢l CM ¥ p*
Regresion  0.106509 i 0.106509 5.015081 0.028355
Residual 1.380453 63 0021238

Total 1.480962

Resumen de la Regresién Lineal lote J10
R=0 23128784 R*= 0.05349407 R* Ajustada=0 03957486
F(1,68)=3.8432 p<0.05405 Error estandar de 1a estimacién: 0.17052
by EE de by by EE de b t{68)
Intercepto -0.218847 . £223546  -(.978981
Pendiente 0.231288 0.117980 £.036734 0.018763 1.960404

Amnalisis de Varianza de la Regresidn lote J10 SIS Do
SC gl CM F p*

Regresidon  0.111743 1 0.111743 3.843184 0.054047
Restdual 1.977149 68 0.029076

Total 2.088892

100

*

p
(.433801

0.090518

*

0.1658
0.0285

I

8

L
Lh



Resumen de {a Regresion Lineal lote J Global

R= 037000381 R*=0. 141378806 R? Ajustada= 0.13719047

F(1,205p=33.755 p=<t0.00500 Ervor estandar de la estimacion: 0.14176

EE de by b Ef de b, 1(203)
Intercepto -0.033389  (.034102  -0.984957
Pendiente 0.376004 0.004718 0.022198 0.003821 5.509890

# Significative, existe correlacidn entre heterocizosidad individual y Talla (Jargo).

b{}

Analisis de Varianza de la Regresion tote J Global

SC gl CM F p¥
Regresion  0.678296 1 0.678296  33.75489  0.000000 ¢
Residual  4.119425 205 0.020095
Total  4.797722

# Significativo, cxiste correlacidn entre heterocigosidad individual v Talla (lazgo).

Resumen de la Regresion Lineal lote Ko
R=0.11270032 R*=0 01271489 R? Ajustada= 0.00293979
F(1,101)=1.3007 p=<0.25677 Error estandar de la estimacion: 0.14859
bo EE de by by EE deb; (101
Intercepto 0.242143 0.117844 2.05479
Pendiente  -0.112760 0098869  -0.020119%  0.017640 -1.14050

Analisis de Yarianza de 1a Reeresion lote Ko
.l

SC gl CM F 0¥
Regresion  0.028721 1 0028721 1.300743  0.256775

Residual 2230126 101 0.022080
Total 2.258847

Resumen de la Regresion Lineal lote K8

F(1,99)=0.14450 p<0.70467 Error estndar de la estimacion: 0.09615
by EE de by by EE de b, 1(99J
Intercepto 0.061992  0.099675 0.621937
Pendiente  0.038176 0.100431 0004497  0.011850 0.380127

141

&

P
0.325806
0.000000 +

P
(.533413
(3.7040666



Andlisis de Varianza de la Regresion lote K8

sC gl {M F
Regresion  0.001336 i 0.001336 0.1444%5
Residual (2915202 99 {.009244

Total (G.916538

Resumen de la Regresion Lineal lote K Global
R= 006352831 R*= 0.00403585 R* Ajustada= -----

F(1,202)=0.81854 p<<0.36668 Error estandar de la estiumacion: 0.12521

bg_; £E de [b@ b] EE de b]
Intercepto 0.153781 0.055401
Pendiente  -0.0633528 0.0702138 -0.006600  0.007295

Andalisis de Varianza de la Regresion lote K Global
5C ¢l M I
Regresidn (L.012832 | (.012832 0.818544
Residual  3.106753 202 0.015677
Tolal 3179588

kS

p
0.7040666

1{202)
2775797
£0.904734

p~

(.360684

102

p*
0.006024
0.366084
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APENDICE 4.

Analisis de regresion lineal simple y ANDEVA de la regresion de la heterocigosidad
individual por conteo directo contra ia marca de clase del peso total (g), se utilizd una
correccion del nivel de significancia con un «'=0.00417.

bp= ordenada al origen, b= pendiente.

Ho: no existe correlacion entre heterocigosidad individual y talla {peso total)

Ha: existe correlacion

Resumen de 1a Regresion Lineal lote D
R O 016 303 55’1 }<~ () O(} ?6\‘)? R? A_]Listcldclf' -----

b( LE_ dc be bE EE dc b (51) p*

Intercepto G.139777 0.027350 5.110693 0.000005
Pendiente  -0.01630  0.140009 -0.000114  0.000977  -0.116448 0.90775

Analisis de Varianza de la Regresion lote D

SC gl CM F p*
Regresion  0.00019] 1 0000191 0.013560  0.907753
Residual ~ 0.717982 51 0.014078

Total 0718173

Resumen de la Regresion Lineal lote E
Re= 004852111 R*= (.00235430 R* Ajustada= -----
F(1,52)=0.12271 p<0.72753 Error estandar de la estimacion; 0.12384
b EE de by by EE deb, 1(52) p*
Intercepto 0.259130 0.027782 9.327217 0.000000
Pendiente  0.048521  0.138512 0.000864 0.002465 0.350303 0.727526

Amnalisis de Varianza de la Regresion lote E

SC gl CM F p*
Regresion  0.001882 1 0.001882  0.122712  0.727526 -

- Residual 0.797469 52 0.015336 =
Total 0.799351 AR

Aesumen de la Regresion Lineal lote F :
R .04982273 R*= 0.00248230 R* Ajustada= < b
“F(1,52)=0.12940 p<0.72051 Error estandar de la est;macxon @@7145 SR

by EE de by b, EEdeb; (52) R
Intercepto 0.069313  0.027338 2.533550 0014345
Pendiente  0.049823 0.138503 0.G00785 0.002181 0.359724 0720511




Analisis de Varianza de la Regresion lote F

SO ol CM ¥ o
Regresion 0.000661 1 (.000661 0.129401 0.720541
Residual 0.265445 52 0.0051065

Total 0.266105

Resumen de la Regresion Lineal lote G
R=0.13292201 R*= (L.01766820 R? Ajustadas -----
F(1,54)=0.97125 p<0.32876 Error estandar de la estimacion: 0.12007

b EE de by b, EE deb, t(54)
Intercepto 0.150862 (.032031 4. 709906
Pendiente  (.132922 0.134875 (.005236 0.005313 0.985518

Analisis de Varianza de la Regresion lote G

5C ol CM F b
Regresién  0.014001 1 0.014001  0.971246  0.328765
Residual  0.778453 54 0.014416
Totl  0.792455

Resumen de Ia Regresion Lineal lote H
Re= (00342175 R*= 0,00872762 R* Ajustada= -----
F(1,79)=0.69555 p<0.40680 Error estandar de la estimacion: 0.09108
by EE de by b EE deb, 1{79)

Intercepto 0.081412 0.028961 281111
Pendiente  0.09342 0.112017 0.009386 0.011254 0.833998

Analisis de Varianza de la Regresion lote H

SC ¢l CM F p¥
Regresion  0.005770 1 0.005770  0.695553 (.406797
Residual  0.655388 79 0.008296 o

Total 0.661159

Resumen de la Regresion Lineal lote J6
R=0.14271053 R*=0.02036630 R? Ajustada= 0.00595992 - .
F 4{ 1,68)=1.4137 p<0.23858 Error estandar de Ia estimacién:: 0. 697?4

bo EE de by by EEdebi “53}“5 o
300342472

Pendiente 014271 0.120027  1.344598 1130873 - 1188991_’_;?;_5 0238579

Intercepto 0.041560  (.043474  0.955973

1064

*

P
(.000018
(.328765

%

P
0.000223

0.406797

p*
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Analisis de Varianza de la Regresion lote J6

Regresion  0.013505 i 0.013505 1.4137G0 0.238579
Residual (0.649612 68 0.009553

Total 0.063117

Resumen de la Regresion Lineal lote J8
R= 031652227 R*= 0. 10018635 R* Ajustada= 0.086343006
F(1,65)=7.2372 p=<0.00907 Error estandar de la estimacion: 0.14347

b() HE de b;; b} EE de b; t(ﬁ:S) p*
intercepto 0.032735 0.050273 0.651139 0.517252
Pendiente  0.21652 0.117657 2016350 0.749517 2.690201 0.009066

Analisis de Varianza de la Regresion lote J8

SC gl M I p*
Regresion 0148973 ! (148973 7237180 0.0090060
Residual 1.337989 65 0020584

Total 1.486902

Resumen de 1a Regresion Lineal lote J10
R= 0273561760 R* 0.07596506 R? Ajustada= 0.06237631
F(1,68)=3.5903 p<0.02092 Error estandar de la estimacion: 0.16848

by EE de by by EE de b; t(68) p¥
Imtercepto 0.035936 0.079407 0.452804 0.652132
Pendiente  0.27501 0.116371 0.797894 0.3374064 2364380, 0.020922

Analisis de Varianza de la Regresiéon lote J10

SC gl M F p¥
Regresion  0.158683 1 0158683 5.590291  0.020922
Residual  1.930210 68 0.028385

_Total 2 088802

Resumen de la Regresion Lineal lote J Global

R= (0137911247 R*= 0.14372627 R* Ajustada= 0.13954932

%(l 205)=34.409 p<0.00000 Error estandar de la estimacion: 0.14156 _ R

: by EE de by by EB deby o t(zos} L p" '
. Imercepto 0087785  0.015244 5758494 - - 0.000000
~Pendiente 037911 0.064629 0.621838 0. 1069{}8 5. 863954;_'_ <0€§01¢

e S;gmﬂcatwo existe correlacion entre heterocigosidad y talla {peso to%al}




Analisis de Varianza de la Regresién lote J Global

SC gl M F p*
Regresion  0.689539 { 0.689559 34.400942 <0001 ¢
Residual 4108163 205 0.020040
Total 4797722
# Significative, existe correlacion entre heterocigosidad y talla (peso total ),
Resumen de la Regresion Lineal lote Ko
R=0.10704840 R5= 0.01145936 R? Ajustada= 0.00167183
F(1,101)=1.1708 p=0.28181 Error estandar de la estinacion: 0.14869
by EE de by b EE de by H101)
Intercepto 015721 0.047093 3.33835
Pendiente  -0.107048 0.098932 -1.13313 1.047214 -1.08204
Analisis de Varianza de la Regresion lote Ko
SC el CM F p¥
Regresion  0.025885 1 {(.025885 1.170812 0.281811
Residual  2.232962 101 0.022109
Total 2258847
Resumen de 1a Regresion Lineal lote K8
R= 004781756 R*= 0.00228652 R* Ajustada= -----
F{1,99)=0.22688 p<0.63489 Error estandar de la estimacion: 0.09611
by EE de by b EE de b; 1(99)
Intercepto 0.083847 0.034640 2.420539
Pendiente 0.04781 0.100389 0.209951 0.440775 0.476324
Analisis de Varianza de la Regresion lote K8
SC al CM F p*
Regresion  0.002096 i 0.002096 .226884 0.634893
Residual  0.914443 99 0.009237
Total 0.91653

Resumen de la Regresion Lineal lote K Global

) F(1,202)=0.40854 p<0.52344 Error estandar de la estimacién: 0.12533

b(} EE de b() b] EE de b1
Intescepto 0.117785  0.022865 5.151282
Pendiente  -0.0449 0.070289 -0.22883 0.358019  -0.639171 -
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p-r':
0.001181

0.281811

*

p

- 0.017320

0.634893

» .

Y

- 0.000001

0523436



Analisis de Varianza de la Regresion lote K Global

Regresién
Residual
Total

SC

0.006418

.
2.
-

J.

173170
179588

ol
]
202

CM
0.006418
(L015709

F
0.408539

p:'c
(.5323430

107



APENDICE 5

138

Anilisis de varianza de para probar si existe correlacion eatre 1os senotipos y la talla

{largo & peso total).
Ho: largo 6 peso no dependen del genotipo
Ha: Dependen del genotipo

Se presentan solamente las tablas en las cuales se rechazd la Ho con su prueba a paosterion

correspondiente.
Melote J10 gl efecto CM efecto gle
Largo P 14.22404 45 1.387092

Para Me ¢l peso total depende del genotipo.

Probabilidades de las pruebas « posteriori (Tukey)

Or CM error

p
0.000214

00-100, pero son iguales

venotipos Me 80-80 80-100 100-100

tote 110

promedio largo 11.39833 1228167 9.993333

80-80 0109511 {.108538
30-100 0.004509

Los heterocigotos 80-100 son mas grandes que los homocigotos 1

a los homocigotos 80-80, v éstos son iguales a los homocigotos 100-100.

Melote J10 ol efecto CM efecto al error CM error
Peso total 2 (.028207 45 0.003246
Para Me el peso total depende del genotipo.

Probabilidades de las pruebas a posieriori

genotipos Me 80-80 80-100 100-100

fote 110

Promedio (.2036833 0.2452700 (01443833
peso total

80 0.185281 0.180371

80-100 0.010133

~—

F
8.688402

P

0.000645

Los heterocigotos 80-100 son mas grandes gue los homocigotos 100-100, pero son 1guales

2 los homocigotos 80-80, y éstos son iguales a 10s homocigotos 100-

100,



