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RESUMEN de la Tesis de José Manuel Grijalva Chon presentada como requisito 
parcial para la obtención del grado de DOCTOR EN CIENCIAS en OCEANOLOGÍA con 
opción en ECOLOGÍA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Enero de 1995. 

ANÁLISIS GENÉTICO POBLACIONAL DEL PEZ ESPADA (Xi phi as gladius) 

Con el objetivo de analizar la variabilidad genética y detenninar si existe más de 
tma población en el pez espada (Xi phi as gladius) del Pacifico, se utilizaron las técnicas 
de ADN mitocondrial (ADNmt) y electroforesis de protefnas. 

En el caso del ADNmt se analizaron 4 7 organismos del Pacffico Norte Occidental 
(Japón y Mar de China), 42 del Central (Hawai) y 59 del Oriental (México), utilizando 17 
endonucleasas de restricción de seis bases. Se revelaron un total de 27 genotipos 
compuestos y el 50% o más de los individuos dé cada área compartieron el genotipo más 
común. Las diversidades de nucleón y de nucleótido fueron 0.637 y 0.0019, 
respectivamente y la divergencia de la secuencia de nucleótidos media füe de 0.88% 
(intervalo 0.11-2.80%). Las diferencias de nucleótido y el valor de Gst mostraron valores 
muy bajos. No se detectaron diferencias en las frecuencias genotípicas .de acuerdo a la 
prueba G y al análisis de Monte Cario con 1000 réplicas. Esto nos llevó a la conclusión 
preliminar de que existía tm suficiente flujo de genes a través del Pacifico Norte para 
evitar la diferenciación genética y que la hipótesis de que el pez espada representaba ,m 
simple stock genético no podfa ser rechazada. 

Por otro lado, el análisis electroforético de protefnas se llevó a cabo en 44 
organismos de Hawai y en 50 de México. Este análisis se llevó a cabo con 16 sistemas 
protefnicos, los cuales codificaron 28 loci. Cinco de ellos fueron polimórficos: ODH*, 
IDH-2*,GPJ-A*, PROT-2* y PROT-3*. La diversidad de gene promedio para las 
localidades combinadas fue de 0.028, mientras que la distancia genética sobre todos· los 
loci fué de 0.004. El locus GPI-A * mostró tma deficiencia de heterocigotos, mientras que 
IDH-2* mostró un exceso; el coeficiente de endogamia (Fis) promedio fué negativo. Se 
detectaron diferencias en las frecuencias alélicas entre mnbas localidades y de acuerdo a 
la varianza estandarizada de estas frecuencias (Fst) el 9% de la variación total se debe a 
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la diferenciación genetica entre México y Hawai. Estos resultados son incongruentes con 
el análisis del ADNmt. Nuestra hipótesis es que alg6n tipo de selección mantiene la 
heterogeneidad a pesar del flujo genético. 
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ABSTRACT. 

To analize the genetic variability in Pacific swordfish (Xiphias gladius), and to 
prove the existence of more than one population, both mitochondrial DNA (mtDNA) and 
protein electrophoresis analysis were carried out. 

In the case ofmtDNA, 47 organisms from Western (Japan and China Sea), 42 from 
Central (Hawaii), and 59 from Eastem North Pacific were anaJysed, using 17 six-base pair 
restriction endonucleases. A total of 27 composite mtDNA genotypes were revealed, and 
50% or more of individuals from each area shared the most common composite genotype. 
Pooled nucleon diversity and nucleotide diversity were 0.637 and 0.0019, respectively, 
and the mean nucleotide sequence divergence amoog genotypes was 0.88% (rank 0.11 to 
2.80%). Both mJcleotide differences between populations and Gst analysis reveaJed low 
values. No significant geographic variation in genotypic frequencies was revealed by G­
test and Monte Cario randomization anaJysis with 1000 replicates. The prelimimuy 
conclusion was that has had suflicient gene flow across the North Pacific to prevent genetic 
differentiation and the one stock hypothesis could not be rejected. 

In the other hand, the protein electrophoresis analysis was carried out on 44 
organisms from Hawaii and 50 from Mexico. Starch gel analysis of 16 protein systems, 
which encoded 28 presumptive loci, revealed five polymorphic loci: ODH*, I DH-2*, 
GPI-A*, PROT-2*, rutd PROT-3*. Pooled gene diversity was 0.029, whereas mean genetic 
distance over ali loci was 0.004. GPJ-A* showed heterozygote deficiency and IDH-2* 

showed heterozygote excess; the mean inbreeding coeflicient (Fis) was negative. There 
were differences in allelic frequencies among localities, and according to its standardized 
variance (Fst), 9% of totaJ variation was explained as genetic differentiation between 
Mexico and Hawaii. The results are inconsistent with mtDNA restriction annJysis. I 
hypothetize that sorne kind of selection supports heterogeneity in the face of genetic flow. 
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PREFACIO. 

Deseo en este espacio hacer algunos comentarios con relación a la estruch.lra de 

esta tesis. En el Capitulo I se define el marco conceptual sobre el cual descansa la razón 

de ser de este trabajo. De esta fonna empiezo con la definición de stock, sin tratar de dar 

detalles sobre la evolución del concepto en sf, ya que esto está suficientemente analizado y 

discutido en la literatura disponible. Existen varios métodos que se utilizan, o utilizaron, 

para la caracterización de stocks, sin embargo, sólo explico en detalle los métodos 

genéticos que se aplicaron en esta tesis. En el Capitulo II se presenta cual es la 

problemática a resolver y los objetivos del trabajo. Los Capftulos ID y IV corresponden a 

la aplicación de los métodos genéticos para tratar de resolver el problema planteado para 

el pez espada Cabe aclarar que estos capfh.dos corresponden a las versiones en Espaftol 

de los manuscritos "Mitochondrial DNA analysis of North Pacific Swordfish (Xiphias 

gladius) population strnch.lre" y "Allozyme evidence of genetic heterogeneity within North 

Pacific swordfish (Xiphias gladius, L.)", respectivamente. El manuscrito correspondiente 

al análisis del ADN mitocondrial se encuentra actualmente en prensa en la revista Marine 

Ecology Progress Series, mientras que el correspondiente al análisis de alozimas fue 

sometido al Joumal of Fish Biology. Es por esto que en las introducciones de los 

Capítulos ID y IV se encontrará información que es inevitablemente repetitiva con algunos 

datos expresados en los dos primeros capftulos de esta tesis. Esto se trató de evitar al 

máximo. En el Capitulo V, a manera de epilogo, expongo las conclusiones generales. 

Para las personas que no estan familiarizadas con los términos utilizados en 

genética de poblaciones, he anexado un glosario. Los términos escritos en negritas en el 
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texto son explicados en dicho glosario. Además, incluyo la traducción en Inglés de los 

télTilinos ya que en algunos casos no existe un equivalente "oficial" para el Espaflol y 

pienso que esto ayudará a ubicar dichos té1TI1inos. 
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ANÁLISIS GENÉTICO POBLACIONAL DEL PEZ ESPADA (Xiplúaa 
gladb,s) EN EL OCÉANO PACÍFICO. 

l. INTRODUCCIÓN.

1.1 El concepto de stock. 

Desde los inicios de la Ciencia Pesquera en la segt.mda mitad del siglo pasado, ha.CJta 

nuestros df as, el concepto de stock ha sufrido cambios sustanciales. De una manera más 

simple, los recursos pesqueros o stocks podían definirse con una base geográfica, 

dependiendo del radio de acción de la flota o la distribución geográfica del recurso, o bien 

de acuerdo a la vulnerabilidad para un cierto tipo de arte de pesca (Oauldie, 1991). Sin 

embargo, estas fonnas de definir a los stocks representaban formas muy generales y dejaban 

fuera todos los aspectos que implican una identidad con un sentido más biológico. 

Aunque todavía existen quienes consideran a los stocks como meras ooidades de 

explotación (Royce, 1984), el interés mlllldial de poder definir a los stocks con lllla base 

biológica está reflejado en las memorias del Symposium sobre el Concepto de Stock (Berst y 

Simon, 1981). Thssen et al. (1981) definen stock como 1Ul grupo intraespeclfico de individuos 

que se reproducen al azar con integridad espacial y temporal. Desde tm ptmto de vista 

pesquero, esta integridad se refiere a lllla homogeneidad en las tasas de reclutamiento, 

crecimiento y mortalidad (Cushing, 1968). Desde el ptmto de vista genético, la integridad 

implica un acervo genético en común que debe mantenerse diferenciado de ob-os stocks 

(Kutkuhn, 1981). Es importante mencionar que términos como deme, raza y subpoblaciones 

se han utilizado para describir unidades poblacionales equivalentes a stock (Horrall, 1981). 

En la conceptualización moderna de stock, la genética es importante ya que la 
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identificación por otros métodos, como el análisis de parémetroe poblacionalee, marca.do­

recaptura, fisiologfa y comportamiento, morfometrfa, merfstica, estructmas calcificadas y 

citogenética tienen dificulta.des implfcitas que les restan confiabilidad (Thssen et al. 1981 ). 

Una de estas dificultades es que, en la variación fenotípica, el medio ambiente ejerce tma 

influencia que en la gran mayorfa de los casos es imposible de cuantificar (Thssen et al.

1981; Allendorf et al. 1987). 

A partir del inicio del último cuarto de este siglo se ha da.do atención a la genética en 

la administración de los recursos pesqueros. Los estudios de genética de poblaciones han 

encontrado eco en pesquerfas, ya que en algtmos casos la separación entre las poblaciones o 

stocks de lllta especie no es muy evidente. A partir de los mios cincuenta los métodos 

bioquímicos empiezan a incursionar dentro de la problemática de diferenciación de 

poblaciones, primero como estudios complementarios hasta ocupar hoy en d(a tm lugar 

preponderante como herramienta de trabajo (Utter, 1991) y se ha demostrado con nrucho la 

gama de problemas especfficos que se pueden resolver (Wirgin y Walchnan, 1994). Sin 

embargo, todavía en la década de loe ochentBB se reconoc(a lllla deficiencia en la interacción 

genética-recursos pesqueros (MacLean y Evans, 1981; Allendorf et al. 1987). Allllque se

insistía que una buena administración de los recursos y los exitosos programas de 

conservación no debfan de dejar de lado los aspectos genéticos (Ryman, 1981; Allendorf et

al. 1987), parecfa ser que esto sólo lo sabfen los genetistas poblacionales. Afortunadamente 

esta mentalidad esta cambiando a medida que se van desarrollando técnicas bioqufmicas con 

mayor resolución en la identificación de genotipos y por el incrementado interés en el 

manejo adecuado y la conservación de los recursos pesqueros. 
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1.2 Métodos genéticos para evaluación de stocks. 

Para la caracterización de stocks o poblaciones, el método electroforético de 

proteínas ha sido el que ha ocupado tm lugar importante debido a su versatilidad y

resolución (Utter et al. 1974, 1987; Thssen et al. 1981). Para la caracterización de 

poblaciones es importante medir las frecuencias alélicas (Utter et al. 1987). El fimdamento 

del método electroforético se basa en las cargas eléctricas netas de las proteínas, las cuales 

responden al campo eléctrico que se hace fluir a través del gel. Estas cargas netas dependen 

del pH del amortiguador en el cual se encuentran las proteínas en solución (Richardson et al.

1986). En base a esto es importante tomar en cuenta las siguientes consideraciones (Leery y 

Booke, 1990): 

a) La composición de aminoácidos y la carga eléctrica de una protelna son

características genéticamente determinadas y la variación de esos atributos puede ser usada 

para obtener tma idea de la divergencia genética que existe entre poblaciones. 

b) Las proteínas pueden estar compuestas de múltiples cadenas polipeptf dicas,

influyendo esta estructura sobre el número de estados cargados que una proteína puede 

poseer en un individuo y por lo tanto sobre el número de componentes que podrán ser 

separados por electroforesis. 

c) Es posible determinar con seguridad las posiciones de enzimas particulares en tma

electroforesis ya que ellas catalizan reacciones químicas altamente especificas y para lo cual 

se han formulado tinciones. 

En relación al último punto, lo que observamos al final de tma corrida electroforética 

es una serie de bandas indicando la presencia de una enzima particular. Las tinciones 
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bioqufmicas formuladas que permiten visualizar esas bandas en el gel contienen el sustrato 

especffico para la enzima y un colorante que precipita cuando octnre la reacción (Hmtl, 

1988). 

Existen cuatro métodos principales utilizados en la electroforesis de proteinas, 

siendo el medio de soporte (gel) la diferencia entre ellos (Murphy et al. 1990). Estos medios 

de soporte son: almidón, poliacrilamida, acetato de celulosa y agarosa No es posible 

jerarquizar entre estos medios de soporte ya que cada mm tiene sus propias ventajas y 

desventajas y la opción depende de los recursos disponibles y de la experiencia y gusto 

personal (Murphy et al. 1990; Leary y Booke, 1990; Richerdon et al. 1986). El método del 

gel de almidón ha sido el más utilizado hasta la fecha en estudios poblacionales de peces 

(por ejemplo: Alves y Coelho, 1994; Gold et al. 1994; Toline y Baker, 1994) y entre BUS

ventajas principales estan el bajo costo y la capacidad de obtener varias rebanadas 

horizontales de tll1 sólo gel que permiten analizar diferentes enzimas en tma sola corrida 

(Aebersold et al. 1987). 

La electroforesis de protefnas ha llegado a ser tm método estándar y de relativa 

sencillez de uso, pudiendo generar rápidamente grandes volúmenes de datos de genotipos y 

frecuencias de alelos entre las presuntas poblaciones. La literatura en relación a la utilidad 

de este método en estudios de peces es basta Allendorf y Utter (1979) presentan lDI buen 

enálisis de la genética de poblaciones de peces con bese en estudios electroforéticos, desde 

sus inicios hasta los aftos setenta Este método ha sido extensivamente utilizado durante los 

ochentas, y aún en los noventas, para verificar el número de poblaciones de peces presentes 

en áreas determinadas del océano o zonas costeras (Richardeon, 1982a, 1982b; Beckwitt,
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1983; Grant, 1984; Shaklee, 1984; Ramsey y Wakem� 1987; Crawford et al. 1988; 

Wakeman y Ramsey, 1988; Hedgecock et al. 1989; Alves y Coelho, 1994; Gold et al. 1994; 

Toline y Beker, 1994; entre otros). Esta técnica también ha sido 6til pera calcular la 

contribución porcentual de varias poblaciones de mta misma especie que confluyen en mt 

área detenninada. Un ejemplo tfpico es el caso de los salmones, en donde existe una 

pesquería en alta mar que abarca varias poblaciones simultaneamente, lo que se conoce 

como pesquer(a mezclada (Pella y Milner, 1987; Grant et al. 1980; Beacham et al. 1985� 

1985b). 

Los estudios de sistemática de peces también se vieron enriquecidos por las 

herramientas genéticas disponibles (Avise, 1974). Con ayuda de la técnica electroforética de 

prote(nas has sido posible revisar las relaciones filogenéticas intrafamilieres (Johnson, 

1975; Graves y Somero, 1982; Lee y Chao, 1990) e inclusive ha sido posible detectar nuevas 

especies (Sheklee et al. 1982; Leavery y Shaklee, 1991) y proponer eubespecies (Fairbaim, 

1981). Por otro lado, tambien ha sido posible resolver controversias en relación a la 

presencia de especies en áreas de pesca determinadas (Wilson yAlberdi, 1991). 

El lugar que ocupa mt gen en 1Dl cromosoma se conoce como locas (en plural loci) y

los alelos son las diferentes formas de un gen en un locus determinado (Utter et al. 1987). 

Para que se puedan obtener datos confiables es necesario analizar al menos 50 individuos y

30 loci (Utter et al. 1987). La precisión en el cálculo de las frecuencias alélicas esta 

estrechamente relacionada con el n6mero de organismos muestrados, por esto no se 

recomiendan tamaflos de muestra pequeftos. 

Mientras que las distancias detectadas electroforéticamente entre poblaciones son 
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indicadores positivos de las diferencias genéticas, la ausencia de diferencias no puede ser 

atribuida a identidad genética al nivel del ADN (Utter et al. 1987). Esto se debe a que no 

todas las sustituciones de las bases en el ADN resultan necesariamente en sustituciones de 

aminoácidos en las proleinas, además no todos los cambios en aminoácidos llegan a ser 

detectados por la electroforésis (Avise, 1974; Utter et al. 1987; Hartl, 1988). Para resolver 

este problema, durante la década pasada se desarrollaron técnicas con tm gran poder de 

resolución que implican el uso de endonucleasas de restricción (Ferris y Berg, 1987). Estas 

enzimas cortan el ADN en sitios especificos de reconocimiento, produciendo :fragmentos de 

diferentes longitudes. En esta técnica el ADN utilizado es el .que se encuentra en las 

mitocondrias. 

El ADN mitocondrieJ (ADNmt) es tma molécula circular de 15,000 a 18,000 paree 

de bases de longitud en los vertebrados y codifica dos A.RN ribosomalee, 22 ARN de 

transferencia, 13 polipéptidoe y la región control de replicación (Ferris y Berg, 1987). 

A1D1que el ADNmt contribuye con menos del 1% del genoma total de cada célula, posee dos 

características importantes: tma elevada tasa de evolución y se hereda (con contadas 

excepciones) por via malema (Brown eta!. 1979). El ADNmt evoluciona de 5-10 veces más 

rápido que el ADN nuclear, proporcionando por lo tanto 1D1a visión amplificada de las 

diferencias entre poblaciones. Esta alta tasa evolutiva se ha atribuido a la combinación de 

dos factores: una elevada tasa de mutación y tma elevada tasa de ftjación de esas 

mutaciones. Esto puede ser favorecido por una deficiencia, o inclusive carencia, de tma 

efectiva fimción editora en el complejo de replicación y de un sistema reparador eficiente 

(Brown et al. 1979). Este descubrimiento fue de vital importancia y con tma gran utilidad 
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práctica. La técnica estándar de electroforesis de proteínas fue el único método utilizado en 

los aflos setenta para medir la distancia genética entre especies o poblaciones, sin embargo 

las diferencias tenfan que acunrularse sobre tm largo periodo de tiempo evolutivo para que 

pudieran ser detectadas. Debido a la alta tasa de evolución del ADNmt, cmnbios pequeftos 

generados relativmnente poco tiempo atrás podf an ahora ser detectados y medidos. 

La herencia por vía materna ee posible ya que las. ,nitocondrias del esperma se 

encuentran en la cauda, la cual queda fuera del óvulo en la fectmdación. Esta transmisión 

pennite el seguimiento de lfneas maternas ya que el genoma mitocondrial no experimenta 

recombinación. Esto no significa que la participación paterna sea completamente excluida ya 

que Gyllesten et al. (1991) demostraron que en repetidas retrocmzu hibridas en ratones la 

frecuencia de transmisión paterna era del orden de 1 en 1000. En la naturaleza es dificil tm 

caso similar de retrocruzas en esa magnihld, sin embargo este descubrimiento demunbó el 

dogma de la herencia materna exclusiva del ADNmt. 

La utilización del ADNmt como herramienta genética en estudios poblacionales se 

realiza por medio del método conocido como Pollmorflsmo de la Longitud de los 

Fragmentos de Restricci6n o RFLP por sus siglas en inglés. Esto implica el uso de enzimas 

de restricción que reconocen tma corta secuencia especffica de bases (cuatro, cinco o seis) 

del ADN y rompen la cadena en lD1 sitio de la secuencia. Las enzimas de restricción que 

reconocen secuencias grandes producirán tm menor número de fragmentos, ya que estas 

secuencias estarán presentes en un menor número de veces en el genoma. Tlpicamente, las 

enzimas de restricción que reconoce tma secuencia de seis bases producirán de tmo a ocho 

fragmentos de ADNmt, mientras que las que reconocen cuatro bases producirán de tres a seis 
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veces más frsgmentos que las hexonucleasas (Ferris y Berg, 1987; Tegelstr6m, 1992). De 

esta fonna, utilizando varios tipos de enzimas, se obtiene tma serie de fragmentos de 

diferentes tamaflos que se pueden separar por electroforesis. Obviamente, el número de 

fragmentos producidos será equivalente al número de sitios de reconocimiento que tenga tma 

molécula de ADNmt de un organismo dado (Avise y L811.Btnan, 1983). Esto complementa la 

baja resolución de la técnica de electroforesis de protefnas. Dada la especificidad de las 

endonucleasas, cualquier cambio al nivel de bases dentro de la secuencia de reconocimiento, 

es decir tma mutación pmrtual, es detectado, produciéndose lDlR pérdida o tma ganacia para la 

restricción enzimática. Comparando la ubicación de los sitios de restricción o bien 

comparando el tamafto de los fragmentos producidos, es posible obtener el grado de 

similitud (o divergencia) genética entre especiee relacionadae o entre las diferentes 

poblaciones de una especie. 

El primer estudio en peces que utilizó el análisis de restricción del ADNmt para 

definir poblaciones fue el de Graves et al. (1984), quienes no encontraron diferenciación 

genética entre los barriletes (Katsuwo12us pelamis) del Atlántico y del Pacffico. Graves y 

Dizon (1986) propusieron que cualquier consideración administrativa de los barriletes que 

implique la separación de la población en diferentes tmidades, debe estar basada en criterios 

no genéticos. Por esto se entiende que sólo se implicarfan criterios jurisdiccionales y 

aspectos de conservación del rectn110. 

Después de 1984, el uso del ADNmt en estudios poblacionales de peces se ha venido 

incrementando poco a poco. Estos estudios han venido a confinnar resultados preliminares 

de identificación de stocks (Komfield y Bogdanowicz, 1987; Hanzawa et al 1987; Graves y 
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Dizon, 1989), a poner en evidencia IBB diferencias que por otros métodos no era posible 

discernir (Avise et al. 1986; Komfield, 1986; Ward et al. 1989; Seyomn y Komfield, 1992; 

Mulligan et al. 1992) o eliminar las diferencies que otros métodos proponían (Graves y 

Dizon, 1989; Shields et al. 1990; Nmnachi et al. 1990). Como es de suponerse, la 

versatilidad y grado de resolución de esta técnica también fue de gran importancia en la 

solución de los problemas de pesquerías mezcladas (Fenis y Berg, 1987; Bermingham et al.

1991; Birt et al. 1991; Nolan et al. 1991) y en estudios filogenéticos (Dowling y Brown, 

1989; Bowen y Avise, 1990; Grewe et al. 1990). 

Los datos obtenidos por electroforesis de protefnas y por el estudio del ADNmt son 

aJtamente complementarios (Allendorf et al. 1987). Pocos son los trabajos que comparan 

directamente ambas metodologfes. La tendencia general ha sido probar la metodología del 

ADNmt tiempo después del anáJisis electroforético de protefnas. Esto es obvio si tomamos 

en cuenta que primero se desarrolló la técnica electroforética. El poder analizar amhBB 

metodologías simultáneamente en una especie determinada permite la posibilidad de conocer 

el alcance de la electroforesis de prote(nas en el reconocimiento de poblaciones de esa 

especie. 
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11. PRESENTACIÓN DEL PROBLEMA.

11.l Generalidades biológico-pesqueras del pez espada.

Un caso de sumo interés para resolver en pesquerlas y que concierne a México es el 

pez espada, Xiphias gladius (Figura 1). Este pez es ooa de las doce especies de picudos, los 

cuales son de interés comercial y deportivo (Nakemura, 1983). El pez espada puede ser 

considerada 1ma especie cosmopolita y su limite de distribución latitudinal está entre los 

45°N y 45°S, con extensiones de hasta los 60°N (Nakmnura, 1983). 

Neknrnura (1983) en 9U exten9a revisión sobre los picudo9, sitúa al pez espada como 

la única especie de la familia Xiphiidae, el resto de las especies las agrupa en la familia 

Istiophoridae. Además sugiere que la similitud entre ambas familias se debe a tma simple 

convergencia adaptativa Sin embargo, Nelson (1994) propone que los picudos se agrupen en 

la familia Xiphiidae y ésta a 9U vez se divida en dos 9Ubfamilias: Xiphiinae, en donde se 

incluye al pez espada; e lstiophorioae con todas las demás especies. Esta propuesta la hace 

con base en que las semejanzas entre ambas familias no son tma mera convergencia sino 

rasgos que involucran una divergencia a partir de tm ancestro en común. 

La pesquerfa de picudos en aguas mexicanas data de inicios de los eflos sesenta, 

cuando la flota palangrera japonesa incursionó en nuestras aguas (Polenco-Jaime et al. 

1987). De hecho, \Dla de las cinco áreas de agregación del pez espada en el Océano Pacifico 

se encuentra en aguas frente a Baja California (Sakagawa, 1989). A la fecha se han realizado 

excelentes evaJuaciones pesqueras del estado del recurso, sin embargo en ningtula de ellas la 

designación de stock tiene una base genética Barloo y Coan (1989) realizaron la evaluación 
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Figura l. El pez espada, Xi phi as gladius. 
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del recurso a partir de datos de captura por tmidad de esfuerzo tomando como base dos 

hipótesis: el pez espada se compone de lUlO o tres stocks. En el caso de tres stocks, éstos 

esterian confinados al Pacifico Noroeste, Sm-oeste y Este, con la designación de los límites 

en tma fonna más bien arbitraria. La conclusión de estos autores es que para ambas hipótesis 

el estado del recurso es bueno. Skillman (1989a) consideró que el pez espada del Pacifico 

consistía de un stock, el cual se encontraba en tma buena condición. Este autor propuso que 

el Pacífico Noroeste podía considerarse como tm área indice ya que fue ahí en donde se 

concentraba la mayor abundancia del recurso. Más recientemente, Sosa-Nishizaki y Shimizu 

(1991) presentan cuatro áreas de 98fegación muy importmrtes, definidas con base en loe 

datos de captura de la flota pesquera japonesa. Estas áreas se presentaron a) frente a Japón, 

en el Pacífico Cenfra.l y Noroeete; b) frente a la Península de Baja California; e) frente a la 

costa Oeste de Sudamérica; y d) frente a la costa Este de Ausfra.lia y Norte de Nueva 

Zelenda. Estas agregaciones presentaban períodos de expansión y contracción quedando sus 

limites relativamente cerca, a excepción del correspondiente a Australia y Nueva Zelanda, el 

cue.l se mantenfa. relativamente aislado. Un hecho importante que Sosa-Nishizaki (1990) 

reporta es que las hembras que se encontraban en Baja California no presentaban evidencias 

de madm-ez sexual avanzada ni se encontraron larvas de esta especie. Esto sugería que Baja 

California podría ser lDla zona de alimentación y premaduración, sin embargo es importante 

poder discernir el origen de loe organismos preeentee en aguas mexicanas. La solución de 

este problema tendrá fuertes implicaciones desde el punto de vista del manejo y 

administración de este recurso. 
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112 Objetivo. 

El objetivo de este estudio es analizar la estructura genética poblacional del pez 

espada, Xiphias gladius, en el Océano Pacffico Norte. Esto fue con el fin de conocer la 

variabilidad genética de este recurso pesquero y comprobar si en realidad existe más de tm 

stock en esta región del Pa.cffico. 

Este estudio se llevó a cabo en dos niveles: 

A) El análisis del ADN mitocondrial que se llevó a cabo a través de la

determinación del polimorfismo en la longib.Jd de los fragmentos de restricción (RFLP), lo 

que permitió obtener ooa estimación fina de la extensión de la variabilidad genética entre las 

tres zonas del Paclfico norte estudiadas: Occidental (Japón y Mar de China), Central 

(Hawai) y Oriental (Baja California). 

B) El análisis electroforético de proteínas en gel de almidón que permitió determinar

el porcetaje de loci polimórficos, la heterocigosis, la variación en el equilibrio de Hardy­

Weinberg, la heterogeneidad de las frecuencias alélicas, la distancia y el grado de 

diferenciación genética en dos localidades del Pa.cffico Norte: Central y Oriental. 

c1ce:se: 
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Il. 2 Objetivo. 

El objetivo de este estudio es analizar la estructura genética poblacional del pez 

espada, Xlphias gladius, en el Océano Pacffico Norte. Esto fue con el fin de conocer la 

variabilidad genética de este recurso pesquero y comprobar si en realidad existe más de lU1

stock en esta región del Pacífico. 

Este estudio se llevó a cabo en dos niveles: 

A) El análisis del ADN mitocondrial que se llevó a cabo a través de la

determinación del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP), lo 

que permitió obtener ooa estimación fina de la extensión de la variabilidad genética entre les 

tres zonas del Pacifico norte estudia.das: Occidental (Japón y Mar de China), Central 

(Hawai) y Oriental (Baja California). 

B) El análisis electroforético de protefnas en gel de almidón que permitió determinar

el porcetaje de loci polimórficos, la heterocigosis, la variación en el equilibrio de Hardy­

Weinberg, la heterogeneidad de las frecuencias alélicas, la distancia y el grado de 

diferenciación genética en dos localidades del Pacifico Norte: Central y Oriental. 

c1ce:se: 
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111. ANÁLISIS DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL A PARTIR DEL

ADN MITOCONDRIAL.

ID. l Introducción. 

El pez espada (Xiphias gladius) es tm pez pelágico con tma distribución mtmdiaJ 

(Nakamura, 1983). Es tma especie apreciada, conocida por su carne blanca y firme, sabor 

agradable y 1D1 alto valor en la proporción de came:bueso (Sakagawa, 1989). Los mayores 

mercados para el pez espada son Emopa oriental, Japón y los Estados Unidos (Sakagawa, 

1989). En Japón es una especie cara y se utiliza como sashimi o se vende como filetes para 

ser cocido o frito (Ueyanagi et al. 1989). Las capturas de pez espada en el Océano Pacffico 

representaron el 43% de la captura anual mundial de 43,274 toneladas métricas para el 

periodo de 1975-1987 (FAO, 1977, 1983, 1988). 

Para evaluar el estatus del pez espada en el Océano Paclfico, varios autores han 

intentado delimitar fronteras entre stocks putativos. Skillman (1989a) sugirió que babia tm 

simple stock. Bartoo y Coan (1989) llevaron a cabo tm análisis pesquero basado en la 

existencia de tmo y tres stocks. Sakagawa (1989) mencionó cinco áreas de alta abtmdancia 

relacionadas con zonas frontales y Sosa-Nishizaki (1990) sugirió la existencia de cuatro 

unidades pesqueras en el Pacifico. Estos estudios fueron basados en el análisis de la 

distribución de las capturas y la necesidad de otros métodos de identificación de stocks ha 

sido altamente recomendada (Skillman, 1989b). 

La utilidad del ADN mitocondrial (ADNmt) para evaluar la estructura de los stocks 

en peces marinos ya ha sido demostrada (Ovenden, 1990). F.o los vertebrados, el ADNmt es 

,....,,....,,..,,.,,.., 



una molécula circular cerrada de 15,000 a 18,000 pares de bases (pb ). Cada molécula 

codifica dos ARN ribosomales, 22 ARN de transferencia, 13 proteinas y la región de 

replicación (Ferris y Berg, 1987). Atmque el ADNmt comprende menos del 1% del genoma 

total de cada célula, presenta dos caracterlsticas muy importantes: tma alta tasa de evolución 

y una vfa materna de transmisión. El hecho de que los genes del ADNmt evolucionan de 5-1 O 

veces más rápido que sus contrapartes nucleares proporciona una visión amplificada de la 

diferenciación poblacional (Brown et al. 1979). 

Existen pocos estudios sobre genética poblacional del pez espada. Alvarado-Bremer 

(1992) realizó un análisis de RFLP de la molécula total del ADNmt con tmos pocos 

organismos capturados en el Océano Atlántico. Este mrtor propuso la existencia de tma 

estruch.u-a poblacional tomando como base los valores de la divergencia de la secuencia 

obtenida (> 1. 6% ), pero su promedio fue bajo, ---0. 79%. A tma mayor escala, Magoulas et al.

(1992), trabajando también con toda la molécula, encontraron evidencia de diferenciación 

entre los peces espada provenientes del Mar Mediterráneo y del Océano Atlántico. Por otro 

lado, Chow (1992), utilizando el análisis de RFLP en el gen del Citocromo b del ADNmt, no 

encontró evidencia de diferenciación entre los océanos Pacifico e Indo-Pacifico. Finnerty y 

Block (1992) secuenciaron el gen del Citocromo b de un pequeflo número de organismos de 

los océanos Atlántico, Pacifico y Mediterráneo y encontraron baja variación intraespecffica. 

Por otro lado, análisis de alozimas pera esta especie no han sido reportados en la literatura 

El objetivo de este capitulo es medir la variabilidad genética intraespecifica y 

probar que existe una homogeneidad genética en el pez espada del Pacífico Norte. 

CIC€5€ 
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Ill.2 Material y métodos. 

Se colectaron 148 organismos de tres áreas del Pacffico Norte (Figura 2). F.o el 

Pacifico Occidental (Japón y Mar de China) se capturaron 47 organismos por la flota 

comercial palangrera durante enero a marzo de 1992. F.o el Pacifico Central (Hawai) se 

colectaron 42 organismos durante un crucero de pesca cienU.fica exploratoria durante abril­

mayo de 1992, utilizando palangre. F.o el Pacifico OrientaJ (Baja CaJifomia) se capturaron 

59 organismos por la flota comercial durante el periodo de noviembre de 1991 a febrero de 

1992, utilizando redes agalleras de deriva. Las muestras del Pacífico Occidental fueron 

mantenidas a bordo entre -20ºC y -70ºC (dependiendo de la embarcación) y a -70ºC en el

laboratorio, mientras que las restantes (Hawai y México) se preservaron en etanol. 

El ADN total se aisló a partir de 50-100 mg de músculo esquelético. Las muestras se 

homogenizaron en 500 µJ de amortiguador STE (Trie-HCI 10 mM pH 8, NaCI 10 mM, 

EDTA 50 mM). La pared celular se rompió con 25 µJ de SDS al 20% y las moléculas de 

protefnas fueron desnaturaJizadas con 25 µJ de proteinasa K en solución (20 mglmJ) durante 

una incubación a 37ºC durante toda la noche. Después de Wl tratamiento con fenol­

cloroformo-isoamilalcohol, el ADN fue precipitado con etanol. Este precipitado fue 

redisuelto en 200 µJ de amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM). 

Las muestras de ADN fueron digeridas con 17 endonucleasas de restricción de seis 

bases (Apal, Bamm, Bg/1, Bg/11, Dral, EcoRI, EcoRV, HindUJ., Kpnl, Pstl, Pvull, Sacl, 

Sacll, Sa/1, Smal, Xbal, Xhol). Se utilizaron de 10 a 12 ooidades de cada enzima en las 

mezclas de reacción, siguiendo las instrucciones de los fabricantes (Talcara Shuzo, Toyobo y 
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Figura 2. Mapa del Pacífico Norte mostrando los sitios de colecta y el tamaflo de muestra. 
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New England Biolabs). Las reacciones fueron finalizadas agregando 2 µ1 de tma solución 

colorante conteniendo urea 7 M, bromofenol azul al 0.1%, EDTA 10 mM y suerosa al 50%. 

Los fragmentos de ADN fueron separados por tamafto en geles horizontales de agarosa al 

0.S°/4 utilizando amortiguador TAE lx (50x: Tris-HCl 2M pH 8, ácido acético 1 M, EDTA

50 mM), corriendo a 75-80 V (45 mA) por dos horas. El estándar de tamaftos utilizado fue 

ADN Lamba digerido con Hindill. Después de la electroforesis se llevó a cabo una 

transferencia Southem para pasar los fr88Jl)entos a Wla membrana de nailon (Hybond-N, 

Amersham). Para este paso se utilizó tma cámara de soporte con presión negativa, :fijando los 

fragmentos de ADN a la membrana con luz UV (Sambrook et al. 1989). 

Se utilizó como sonda la molécula circular cerrada de ADNmt de salmon 

(Oncorhynchus Jceta), purificada por centrifugaci6n gnmdiente de CsCI de acuerdo a 

Nume.chi et al. (1990) y mercada con digox:igenina-dUTP por el método de promotores al 

azar, siguiendo las instrucciones del fabricante (Boeh.-inger Manheim GmbH). En el 

apéndice B se detallen los protocolos de laboratorio. 

La Vllfiabilidad genética intrepoblacional fue medida en dos formas: la diversidad 

ele nucleón (Nei y Tajims, 1981) y la diversidad de nucle6tldo (Nei, 1987). En ambos 

casos, el error estándar se calculó de acuerdo a Nei (1987). Estas diversidades fueron 

calculadas para ceda área por separado y en la combinación de las tres. Se estimó el número 

de sustituciones netas de nucle6tldos entre las áreas muestreadas de acuerdo a Nei (1987). 

Para probar la homogeneidad de las frecuencias de hsploüpos entre las zonas nruestreadas 

se utilizaron dos métodos: la proba G (Sokal y Rohlf, 1981) y la aproximación aleatoria de 

Monte Cario (Roff y Bentzen, 1989) con 1000 réplicas. Se calcul6 el porcentaje de la 
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divergencia de secuencia entre los heplotipos a partir de los patrones de los fragmentos de 

restricción, utilizando el método de las diferencias de longitud (Nei, 1987). Se realizó el 

análisis Gst de diferenciación de gene entre las muestras (Nei, 1987), considerando los 

haplotipos como alelos. 

m. 3 Resultados.

De las 17 enzimas de restricción utilizadas, tres (Bamlll, Xhol y EcoRI) no cortaron 

el ADNmt del pez espada. Seis enzimas (X'bal, Hindill., EcoRV, Pstl, Bglll y Sa/1) 

dividieron la molécula en dos o más fragmentos pero no revelaron variación. Ocho enzimas, 

Bgll, ApaI, Dral, Sacl, Kpnl, Pvull, Sacll y Smal mostraron de dos a seis patrones de 

fragmentos de restricción diferentes (Apéndice C). Se estimó que el tamaflo de la molécula 

de ADNmt del pez espada es de 16,423±740 pb. En esta estimación no se tomó en cuenta a 

Dral debido a que bandas pequeftas o comigrantes no pudieron ser detectadas. En el patrón 

C de Pvull inferimos tma banda comigrante por el color intenso. Aunque los fragmentos 

pequeftos no pudieron ser visualizados, se asumió que los patrones resultantes son producto 

de simples susUtuciones de nucleótldos. 

Con base en los patrones de restricción de las enzimas que mostraron polimorfismo, 

se distinguieron 27 haplotipos. Sólo cuatro haplotipos fueron comtmes en las tres áreas 

muestreadas y 250% de los individuos de cada área presentó el haplotipo más común (Tabla 

1). El resto de los haplotipos ocWTieron en baja frecuencia. Tanto la prueba O como la de 

Monte Cario indicaron homogeneidad de las frecuencias genotípicas entre las áreas (P>0.1 
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Table. l. Distribución de haplotipos en el pez espada del Pac(fico Norte. Las letras de loe 
genotipos compuestos denotan, de izquierda a derecha, los patrones de digestion para 
Kpnl, Bgll, DraI, Pvull, Apal, Smal, Sacl y Sacll. 

GENOTIPO 

HAPLOTIPOS COMPUESTO ESTE CENTRO OESTE 

1 AAAAAAAA 39 21 28 

2 MAMABA 5 2 5 

3 AAACABBA 3 3 l 

4 AAAAABBA 1 2 

5 AAAAAEM 2 

6 AAAAAACA 1 

7 AABAAADA 1 

8 AABABAAA 

9 AlillABAAA 

10 ACAAAAAA 

11 Af!.AAABBA 

12 MAABAAA 

13 MMCAM 

14 AABAAABA 

15 AAAADAM 

16 AABAAACA 1 1 

17 AABMAAA 2 3 

18 /illAAAAAA 2 

19 AAAJ!,;FAM 

20 AAABCAAB 

21 ABAAAAAA 

22 ACACABBA 

23 MCMAAA 

24 CAAAMM 1 

25 BAAAMM 1 

26 A/'illAAABA 1 

27 AFAAAAAA 

Num. de orgeniemo8 59 42 47 

Nt.nn. de genotipos 15 17 12 
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en ambos casos). 

En la Tabla II se muestran las diversidades de nucleón y de nucleótido; los valores 

combinados fueron de 0.64 y de 0.0019, respectivamente. El porcentaje de la divergencia de 

secuencia entre los haplotipos varió de 0.11 a 2.80, promediando 0.88±0.47 (ver apéndice D 

para mayor detalle). El número de eustituciones netas de nucleótidos fue de -0.0016 para 

Pacifico Occidental vs Oriental; -0.0020 para Occidental vs Central; y de -0.0019 para 

Central contra Oriental. La Gst media estimada fue de 0.046. 

ill.4 Discusión. 

El tamaflo de la molécula del ADNmt del pez espada esté dentro del rango reportado 

para otros peces y los valores de la divergencia de secuencia entre los haplotipos 

corresponden al nivel intraespecffico en peces marinos (Becker et al. 1988; Billington y 

Hebert, 1991). A partir de nuestros datos, no podemos rechazar la hipótesis de 

homogeneidad genética en el pez espada del Pac(.fico Norte. Las diferencias en frecuencias 

genotfpicas revelan estructura poblacional (Chakraborty y Leimar, 1987). En este sentido, la 

seftal poblacional en una población estructurada puede estar definida por el genotipo 

dominante. El pez espada del Pacffico Norte no está estructurado ( de acuerdo a nuestros 

datos) y el análisis de frecuencia de los haplotipos no mostró diferencias estadisticamente 

significativas. Además, sólo el 4.6% de la diversidad total es atribufble a las diferencias 

genéticas entre las áreas. Adicionalmente, los valores negativos de las sustituciones netas de 

nucleótidos entre las áreas indican tma relación muy cercana entre ellas (Nei y Tajima, 
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Tablall. Diversidades de nucleón y de nucleótido en cinco especies de picudos. E.S. = error 
estándar. 

DIVERSIDAD DIVERSIDAD DE 
DE NUCLEÓN E.S. NUCLEÓTIDO (%) E.S. 

Pez espada• 
(){iphias gladius) 

Este 0.56 0.05 0.17 0.15 
Central 0.75 0.08 0.26 0.23 

Oeste 0.63 0.17 0.16 0.15 
Combinado 0.64 0.02 0.19 0.13 

Marlin rayado•• 
(Tetrapturus audax) 

Pacifico 0.74 0.54 

Mmtin azut••

(J.falcaira nigricans) 
Atténtico-Pacf flco 0.86 1.99 

Pacifico 0.45 0.JJ

Pez veta•• 
(lstiophorus platypterus) 

Atlmtico-Pacf fico 0.62 0.87 
Pacifico 0.00 0.00 

Marlfn blanco•• 
(Tetrapturus albidus) 

Atlúrtico 0.70 0.35 

• Este estudio
•• Graves y McDoweD (1992)
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1981 ). Estos resultados apoyan la hipótesis de homogeneidad genética en el pez espada del 

Pacifico Not1e. 

En 8llsencia de aislamiento reproductivo por barreras geográficas o por diferencias 

en períodos de desove, la capacidad natatoria de los peces puede vencer el aislamiento por 

distancia en grandes áreas oceánicas. La similitud genética encontrada en la albacora 

(Thunnus alalunga) y en el bonito (Katsuwonus pe/amis) pór Graves et al. (1984) y Graves 

y Dizon (1989) entre los océanos Pacifico y Atlántico se puede explicar por la alta 

capacidad de movimiento de esas especies. Esta alta capacidad migratoria en los ahmes se 

ha demostrado por estudios de marcado (Joseph et al. 1988). 

Los picudos también poseen tma alta capacidad de movimiento. Un caso notable es 

un marlfn azul (Ma'/caira nigricans) marcado en aguas frente a Baja California y recuperado 

cerca de Nueva Zelanda, a casi 6,000 km de distancia (Pepperell, 1990). Atmque no existen 

resultados de programas de marcado en el Océano Pacífico, suponemos, en base a los 

movimientos de la especie en el Océano Atlántico (Miyake y Rey, 1989), que se pueden 

mover sobre largas distancias. 

Scott y Tibbo (1968) sugirieron que el pez espada se alimenta sobre lD1 amplio rango 

de profundidad. Este comportmniento fue confirmado por telemetr( a acústica y ecogrmnas 

(Carey y Robinson, 1981� Carey, 1990) y aparentemente el pez espada se alimenta sobre las 

aguas de la pendiente (Carey, 1990). Si este comportamiento es la regla, entonces la 

mobilidad del pez espada estarla limitada en tll18 escala oceánica y se esperarla tD1a 

estructuración de la población. Sin embargo, nuestros datos sugieren que el intercambio de 

genes es suficiente para evitar una estructuración genética. 
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Graves y McDowell (1992) analizaron la estructura genética poblacional de picudos, 

encontrando altos niveles de estructura de stock en comparaciones interoceánicas en el 

merHn azul y pez vela (Jstiophorus platypterus). Para el marlfn raya.do del Pacifico 

(Tetrapturos audax) ellos encontraron tma alta variación, sugiriendo más de tma población. 

Entre los picudos, el pez espada tiene tma baja diversidad de rmcleótido (Tabla 11), sin 

embargo esta comparación se debe de tomar con cuidado ya que se utilizaron tm número 

diferente de endonucleasas de restricción. 

El pez espada puede estar estructurado a tm nivel interoceánico corno el rnarlin azul y 

el pez vela Esto lo sugiere las diferencias de los resultados de Dral de Alvarado-Brerner 

(1992) y de EcoRV, Bgll y PvuII de Magoulas et al. (1992). Creemos que tm estudio 

comparativo utilizando las mismas enzimas de restricción podrfa mostrar resultados 

interesantes. Para obtener una idea completa de la estructura poblacional de este recurso en 

el Océano Pacffico se debe de realizar tm análisis con organismos provenientes del Pacffico 

Sur. 

La estructura genética poblacional es tma pieza fimdarnental de información para 

cualquier especie que requiere manejo (Baverstock y Moritz, 1990). En el Pacifico el pez 

espada habf a sido previamente dividido en varias áreas (stocks) considerando sólo los datos 

pesqueros. Sin embargo, no es posible delimitar fronteras administrativas con diferentes 

estrategias de manejo, ya que la presión de pesca en tm área puede afectar al r�sto de las 

áreas. En este sentido, los programas de manejo del pez espada, al menos en el Pacffico 

Norte, deben incluir un acuerdo internacional entre las naciones involucradas en esta 

pesquerfa, considerando los nuevos datos sobre la estructura genética poblacional. 
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IV. EVIDENCIA DE HETEROGENEIDAD GENÉTICA A PARTIR DE

ALOZIMAS.

IV. l brtroducción.

El pez espada (Xiphias gladius) es tma especie cosmopolita y se encuentra en todos 

los océanos tropicales y templados (Nakmnura, 1983). Es tm pez apreciado como alimento y 

esta sujeto a t.ma pesquerfa multinacional en todo su rango de distribución (Sakagawa, 1989). 

En 1991, la captura global fue de 67,142 t, de las cuales se pescaron en el Pacífico 29,245 t 

o aproximadamente el 44% (FAO, 1993).

Se han propuesto tma variedad de estructuras poblacionales para el pez espada, que 

van desde mm a cuatro stocks tomando como base los datos de la pesquería del Pacifico 

(Barloo y Coan, 1989; Skillman, 1989a y Sosa-Nishizaki y Shimizu, 1991 ). El análisis RFLP 

del ADN mitocondrial presentado en el Capítulo 3 apoya la hipótesis de tm stock 6nico. 

Los análsis de alozimas se han utilizado extensivamente para estudiar la estructura 

poblacional en peces, especialmente recursos pesqueros, debido a su relativa facilidad 

(Utter et al. 1974, 1987; lhssen et al. 1981). Atmque los estudios sobre ADNmt han 

demostrado una mayor resolución para detectar subestructura poblacional (Ferris y Berg, 

1987), ambos métodos son complementarios ya que cubren diferentes tipos de herencia: la 

electroforesis de prote(nas analizan datos fenotfpicos a partir de loci y allelos diploldes ( en 

la mayorfa de los casos) trasnmitidos por reproducción sexual; y la metodología del ADNmt 

analiza .fr8gmentos de ADN haplolde heredado (usualmente) por v(a materna y de rápida 

evolución (AJlendorf et al. 1987). Sin embargo, existe evidencia de resultados incongntentes 

utiliz.ando ambas metodologfas, es decir, en algunos caso el análisis del ADNmt no ha sido 
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capaz de detectar estructuración poblacional (Ferguson et al. 1991� Stott et al. 1992; Ward 

et al. 1994). Debido a que el estudio de las variantes alélicas rrucleares involucra un 

intercambio sexual entre los individuos, es posible inferir la salud poblacional por medio de 

la variación genética (Nevo, 1978). Esta salud poblacional puede estar influenciada por 

sele<:elón natural y/o deriva genética. Además, en el caso de tm rect.m10 pesquero, las 

prácticas de captura pueden afectar tales rasgos evolutivos (Nelson y Soulé, 1987). 

La intención de este estudio fue conocer la variación genética diploide del pez 

espada y probar la homogeneidad genética a la luz del análisis alozimático. 

IV.2 Material y métodos.

Para el estudio de variación alozimática se utilizaron muestras de músculo blanco, 

higa.do y corazón de 44 individuos provenientes de Hawai y .50 de México (ver Capitulo 3 

para detalles de muestreo). Las muestras se conservaron a bordo a -20ºC y en el laboratorio

a -70ºC. En algunoe organiemoe ocurrió desactivación de enzimas debido quizá al lapso de

tiempo transcurrido entre la colecta y el análisis de las muestras (1-1..5 aftos). 

Las muestras, aproximadamente .5 g, fueron homogenizadas en tm volmnen igual de 

tma solución consistente de Tris-HCI 0.1 M pH 8, NAD, NADP y polivinilpirrolidona 

(100:0.1:0.1:1, v:w:w:w), utilizando tm homogenizador eléctrico de acero inoxidable 

(Tissmnizer Tekmar). En el caso del higa.do se agregó 0 . .5 mi de tolueno. Las muestras 

homogenizadas se centrifugaron a 20,000 xg por 20 minutos a 4ºC y los sobrenadantes

fueron traneferidos a tubos con tapa y almacenados a -70ºC.
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El enálisis de alozimas comprendió 16 sistemas proteínicos, los cueles codificaron 28 

presuntos loci (Tabla ID). Se siguió, en generaJ, la metodolog(a descrita por Aebersold et al.

(1987) con la única excepción de que no utilizamos agar en el procedimiento de tinción. El 

medio de soporte fue gel de almidón (Sigma S4501) al 12%. En el Apéndice E se describen 

en detalle IBS soluciones amortiguadorBS y los sistemBS enzimáticos utilizados. 

Para la interpretación de los zimogramaJ se siguieron los criterios de Gnmt y Utter 

(J 980) y Grant et al. (1984 ). Se tomó en cuenta la nomenclahu-a. de Shaklee et al. (1990), de 

esta fonna los loci se designaron en fonna ascendente empezando con el número 1 para el 

locue más cercano al cátodo. Los alelos para loe loci polimórficoe fueron designados con 

letras minúsculBS, empezando con la letra «fi' para los alelos más cercenos al ánodo. 

Loe datos se analizaron con el programa Biosys-1 de Swofford y Selander (1981). 

Un locos fue considerado polimórfico si la frecuencia del alelo más común no excedió 0.95. 

La heteroclgosis media sobre todos los loci se calculó de acuerdo a la formula insesgada de 

Nei (1978). La hipótesis de equilibrio de Hardy-Weinberg se probó para todos los loci 

polimórficoe por medio de tma prueba de ji cuadrada, agrupando los genotipos cuando se 

observaron más de dos alelos. Se aplicaron las correcciones de Lavene para muestras 

pequefles y de Yates para continuidad (Swofford y Selander, 1981). Se calcularon las 

probabilidades exactas de la significancia sólo para verificar la concordancia con la prueba 

de ji cuadrara.. 

Se calculó la distancia genética (Nei, 1978) entre 188 localidades, asf como el F'u o 

coeficiente de endogamia y el Fst o varianza estandarizada de las frecuencias alélicas para 

medir la cantidad de diferenciación entre las wbpoblacionee (Wright, 1965). Se probó la 



28 

Tabla m. Sistemas proteínicos y loci resueltos en el pez espada del Pacifico Norte. 
C.E.= Número asignado por la Comisión de Enzimas (IDBNC, 1984).

PROTEINAS C.E.

lsocitrato deshidrogenasa 1.1.1.42 

Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27 

Glucosa-6-fosfato isomerasa 5.J.1.9

Enzima malica 1.1.1.40 
Fosfoglucomutasa 5.4.2.2 

Aspartato aminotransferasa 2.6.1.1 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 1.1.1.49 
Xanthina deshidrogenasa 1.1.1.204 
Glutarnato deshidrogenasa 1.4.1.3 

Fosfatasa acida J.1.3.2

Octanol deshidrogenasa 1.1.1.73 
Sotbitol deshidrogenasa 1.1.1.14 

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 1.1.1.8 
Proteinas generales 

Esterasa 3.1.1.-
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1.2.1.12 

Amortiguador: 

� Tris-citrato II continuo, pH 8.0 (Selander et al. 1971 ). 
B) Tris-maleato, pH 7 .4 (Selander et al. 1971)

C) Tris-EDTA-borato, pH 8.0 (Shaw y Prasad, 1970).

D) Tris-citrato, pH 8.0 (Tracey et al. 1975).

AMORTI-

LOCUS TFJIDO GUADOR TINCION 

IDHP-J• Corazon A 3 
IDHP-2• Hígado. 
LDH-J+ Corazon A 1 
LDH-2• Corazon 
GPI-A• Corazon A 1 
GPJ-B• Corazon 
MEP• Corazon A 2 
PGM• Musculo A 2 
AAT-J• Hígado A 2 
AAT-2• Hígado 
G6PDH• Corazon B 2 
XDH• Hígado e 2 
GDH• Hígado e 2 
ACP-J• Hígado D 1 
ACP-]• Higado 
ODH• Higado D 1 
SDH-J• Hígado D 2 

SDH-2• Higado 
G3PDH• Higado D 2 
PROT-J• Corazon D 4 
PROT-2• Corazon 
PROT-3• Musculo 
PROT-4• Musculo 
EST• Higado E 1 

GAP DH-J • Corazon E 2 

GAP DH-2 + Corazon 
GAPDH-3• Corazon 

GAP DH-4 • Corazon 

Tinción: 

1) Shaw y Prasad (197 O)

2) Shcaal y Anderson (197 4 ).

3) Abreu-Grobois (1983).

4) Rosa-Velez (1986).

E) Aminopropil-morfolina, pH 6.1 (Clayton y Tetriek., 1972).
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hipótesis nula Fis=0 por medio de -,:=Filn, con k(k-1)2 grados de libertad, en donde k 

denota al número de alelos (Li y Horvitz, 1953). Se probó la hipótesis rrula Fst=O por medio 

de 7..2=Fst2n, con (s-l)(k-1) grados de libertad, en donde e denota el número de localidades 

geográficas y k el número de alelos (Workman y Niswander, 1970). La heterogeneidad de 

las frecuenciHB alélicas en los loci polimórficos entre las localidades se probó utilizando la 

prueba G log-verosimilitud con la corrección de Yates de continuidad (Zar, 1984). El 

número de migrantes por generación se estimó por medio de Nem=(Fsr1 -1 )/4 (Hartl, 1988). 

IV.3 Resultados.

De 28 loci resueltos, cinco fueron polimórficos: ODH*, JDH-2*, GPJ-A*, PROT-2* y 

PROT-3*. En la Tabla IV se muestra la variación genética en ambas localidades. El número 

de alelos por locus fue de 1.21 (México) y 1.32 (Hawai). La heterocigosis observada por 

locus fluctuó entre 0.000 y 0.592 (Tabla V), con una media de 0.031 en México y de 0.025 

en Hawai. La diversidad media de gene para las localidades combinadas fue de 0.029. 

En México, dos loci estuvieron fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg: GPI-A*

mostró una deficiencia de heterocigotos e JDH-2* mostró un exceso (Tabla V). Este 

resultado se vió reflejado en los valores de Fis para esos loci (Tabla VI). 

La distancia genética entre las poblaciones fue muy baja, varió entre 0.000 y 0.078, 

con una media de 0.004 sobre todos los loci. El análisis de heterogeneidad de las 

frecuencias alélicas mostró diferencias significativas (Tabla VI), llegando a ser la G total 

muy significativa (0=23.815, P<0.001). Los promedios ponderados de Fis y de Fst fueron 
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Tabla IV. Variación genética del pez espada del Pacifico Norte. Error estándar entre 
paréntesis. 

MÉXICO HAWAI 

Núm. de organismos 50 44 

Núm. de loci examinados 28 28 

N6m. de loci polimorficos 3 2 

Porcentaje de loci polimórficos• 10.71 7.14 
Núm. de alelos por locus 1.21 (0.08) 1.32 (0.10) 
Heterocigosis promedio 

Observada 0.031 (0.021) 0.025 (0.013) 

Esperada 0.027 (0.016) 0.026 (0.012) 

• criterio 0.95
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Tabla V. Frecuencias aMlicas, heterocigosis y frecuencias fenotípicas de acuerdo a la ley de 
Hardy-Weinberg en los cinco loci polimórficos. Número de organismos entre 
paréntesis. La diferencia en el tamafto de las muestras se debe a la inactivación de 
las enzimas en algunos organismos. 

FRECUENCIAS ALELICAS HE I EROCIOOSIS mtCUENCIAS F'ENO ! !PICAS 
LOCOS LOCALIDAD A B c OBSERVADA ESPERADA F'ENOIIPO OBSERVADAS ESPERADAS ncUADRAOA 

ooo· Ml!:XICO O.OSI 0.949 0.103 0 099 A o 0.180 0.000 (11.s.) 
[39) AB ◄ 3.844

B 35 35,071 

HAWAI 0.000 1.000 0.000 0,000 A o 

[42) AB o 

8 42 

GR-A• MRXICO 0.000 0.930 0.070 0.060 0.132 B 45 43212 9.296 e··, 

[SO} BC 3 d.51d
e 2 0.212 

HAWAI 0.012 0.9d3 0.024 0.073 0.072 A o 0.000 0.OOO(n..s.) 
[41) AB 1 0.915 

AC o 0.025
B 38 38.037 

BC 2 1.951 
e o 0.012

lDH-r Ml!.XICO 0.29d 0,704 0592 0.421 A o 4.18d d.810 e••) 
[49] AB 29 20.d2!>

B 20 24.186

HAWA! 0.000 1.000 0.000 0.000 A o 

[42] AB o 

B 42 

mar-z· Ml!:XICO 0.010 O.!>!>O 0.020 0.020 A o o 0.000 (11.S.) 
{SO} AB 1 1 

B 4!l 4!l 

HAWAI 0.083 0.917 0.161 0.155 A o 0253 0.000 (11.s.) 
[42] AB 1 0.49◄ 

B 3.5 35.253 

mor-1· MRXICO 0.020 0.980 0.0◄0 0.0◄0 A o 0.010 0.000 (11.s.) 
(SO) AB 2 1.980 

B 48 48.010 

HAWAI 0.111 0.82!> 0.341 0.287 A o 1.123 0.619(u.) 
[41) AB 14 11.753 

B 27 28.123 

11.s. • m sÍRJtÍfle:rliw 
• •p<0.05

- -p<OOI 
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Tabla VI. Distancia genética, prueba G de máxima verosimilitud para las frecuencias 
alélicas y la estad(stica F en los cinco loci polimórficos del pez espada. 

D o FI! -,.2 F!t -,.2 

ODH"" 0.001 0.615 -O.OS4 0.236 0.026 4.212 ("") 
GPI-A "" 0.000 1.837 0.338 20.792 (••> 0.008 2.912 
IDH-2 "" 0.078 B.023 ("""""') -0.420 16.052 ("""""') 0.174 31.668 ("'"'"')
PROT-2 "' 0.002 1.489 -0.082 0.619 O.OJO s.,20 ("")
PROT-3• 0.014 4.8Sl ("') -0.183 J.047 0.066 12.012 <·••)

TOTALES 2J.81S (•••) -0.BJ 40.746 <·••) 0.090 S6.J24 (•••)

"'= 0.01 < P < O.OS 
•• = 0.001 < P < 0.01 
··-= P < 0.001 
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fueron -0.153 y 0.09, respectivamente, ambos diferentes de cero (P<0.001). Considerando el 

valor de Fst, el número estimado de migrantes por generación fue de 2.5. 

IV.4 Discusión.

Las dos zonas muestreadas del Paclfico Norte exhibieron una baja heterocigosis y tma 

significante heterogeneidad en las frecuencias alélicas. La beterocigosis del pez espada, 

0.029, es baja comparada. con el promedio reportado pera. peces marinos, el <:ual es de 

0.055 (Smith y Fujio, 1982) y para osteictios en general: 0.051 (Nevo, 1978) y 0.048 

(Winans, 1980). Se ha reportado que para el marHn BZUI del Paclfico, otro picudo, la 

heterocigosis media es de 0.06 (Shaklee et al. 1983). 

Por otro lado, la heterogeneidad de las frecuencias alélicas es un resultado 

inesperado. Además, el análisis de ambas localidades combinadas (México+Hawai) dió 

como resultado una deficiencia de heterocigotos en GPI-A * (l2=6.404, p=0.011), debido al

efecto de Wahlund, confinnando la naturaleza independiente de ambas localidades. Fn esta 

heterogeneidad de frecuencias alélicas IDH-2* jugó tm papel muy importante y descartmnos 

la posibilidad de haber hecho una mala interpretación debida a "artefactos" electroforéticos. 

De acuerdo aRichardson et al. (1986), IDH es una prote[na suceptible a mostrar sub-bandas 

anodaJes relacionadas con el tiempo de conservación de la muestra, pudiendo confundirse 

estas anomaHas electroforéticas con 1lll polimorfismo genético Este bandeo artificial estuvo 

presente en nuestras muestras como una banda extra de menor intensidad. Debido a que IDH 

es una protema dimérica, los organismos heterocigotos presentaron mt patrón de tres bandas, 

lo cual eliminó las posibilidades de una interpretación equivocada. 
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Los resultados del Capitulo 3 no pudieron rechazar la hipótesis nula de que el pez 

espada consiste de una sola población. La opinión generalizada es que el análisis del 

ADNmt es tma aproximación más sensitiva que las alozimas para definir la estructura 

poblacional (Ferris y Berg, 1987). De hecho, muchos estudios basados en ADNmt han 

confirmado resultados preliminares de identificación de stocks o han demostrado las 

diferencias que por otras metodologías no hablan sido detectadas (Avise, 1986; Komfield, 

1986; Hanzawaet al. 1987; Komfield y Bogdanowicz, 1987; Ward et al. 1989). 

Recientemente se han reportado resultados incongruentes al utilizar el ADNmt y las 

alozimas. Ferguson et al. (1991) no encontraron evidencia de estructura poblacional en la 

trucha Sa.lvelinus fontinalis utilizando el ADNmt, sin embargo, la variación alozimática 

mostró tma significativa diferenciación entre las localidades muestreadas. Stott et al. (1992) 

concluyeron que el lenguado Hippoglosoides platessoides se compone de lDla población en 

la costa Atlántica Canadiense, mmque el análisis del ADNmt mostró tma menor resolución 

que las alozimas. De la misma fonna, Ward et al. (1994) reporta para el atún aleta amarilla 

(Thunnus albacares) del Pacifico al menos dos grupos o poblaciones de acuerdo al análisis 

de alozimas, contrastando con la homogeneidad propuesta por el análisis del ADNmt. 

Los resultados obtenidos aqu( podr(an explicarse hipotetizando tm reciente cuello de 

botella, el cual puede tener tm efecto mayor sobre el ADNmt que sobre los genes nucleares 

(Ferris y Berg, 1987). Sin embargo, es muy dificil localizar en el tiempo a tm cuello de 

botella para el pez espada debido a que, por lDl lado, se ha reportado en la literatura que 

para tm valor especifico de distancia genética, obtenido a partir de alozimas, el intervalo del 

tiempo de divergencia puede ser muy amplio (Hillis y Moritz, 1990). Por otro lado, el uso 
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del ADNmt como un reloj molecular implica muchas dificultades (Hillis y Moritz, 1990). 

Para calcular divergencias y linajes en peces generalmente se usa la tasa mutacional media 

del ADNmt de mamíferos, sin embargo esto no es válido ya que existe evidencia que 

demuestra que la tasa media de sustituciones de bases del ADNmt en peces puede ser mucho 

más lenta que en los mamíferos (Martín et al. 1992� Rand, 1994). 

Otra posible explicación descansa en la proporción de sexos poblacional. Birky et

al. (1989) mencionaron que los genes organelares pueden mostrar una población más 

subdividida que los genes nucleares debido a que los primeros tienen una tasa de migración 

efectiva menor por la herencia uniparental y que esto se puede revertir si las hembras se 

encuentran en exceso. La proporción de sexos en nuestras muestras indican un sesgo hacia 

las hembras y datos de varias cmnpaflas de pesca en Baja California durante 1992 y 1993 

indican consistentemente altas proporciones hembra:macho (Castro-Longoria1 ). Sin embargo, 

la proporción de sexos observada en aguas de Baja California (<5.8:1) no es lo 

suficientemente sesgada para explicar la diferencia observada. De acuerdo con Birky et al.

(1989), el número de hembras siempre debe de ser mayor de siete por macho para que los 

genes nucleares muestren 1D1a mayor subdivisión que los genes organelares. 

Debido a que el fhtjo genético sugerido por N.m fue mayor que el valor requerido 

para prevenir la diferenciación debido a la deriva genética, la tercera alternativa puede ser 

algún tipo de selección. A\lllque, de acuerdo a Lewontin (1991), no es posible discriminar 

entre seleccionismo y neutralismo con datos del tipo estático (como los nuestros), existe 

1Cestro-Longoria, R. CICESE, Lab. de Ecología Pesquera. Apdo. Postal 2732. Ensenada, B.C., México. 
Comunicación personal, Febrero de 1994. 
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evidencia en la literatura de que la selección puede influ{r en la variación genética (por 

ejemplo: Mitton y Koehn, 1975; Buroker, 1979; Ropson et al. 1990; Brown y Chapman, 

1991). 

Karl y Avise (1992) mostraron resultados interesantes en ostras (Crassostrea gigas). 

El análisis de alozimas sugerfa una tmiformidad geográfica a lo largo de las costas del Golfo 

de México y del Atlántico de los Estados Unidos. Sin embargo, el análisis RFLP de ADN 

nuclear de copia única propon(a dos regiones geográficas que estuvieron en concordancia 

con el análisis del ADNmt Después de analizar todas las causas posibles, ellos concluyeron 

que la selección balancea.dora fue la causa más probable del mantenimiento de la 

homogeneidad de los caracteres proteínicos electroforéticos. 

De acuerdo aKarl y Avise (1992), la selección nahu-al mantuvo 1D1a homogeneidad a 

pesar del flujo genético restringido. Si la selección nanu-al puede operar en tD1 sentido, 

tambien lo podría hacer en el sentido opuesto. F.n nuesto caso, la hipótesis es que la 

selección nahu-al (quizá del tipo direccional) mantiene 1D1a heterogeneidad protefnica 

significativa entre las poblaciones a pesar del flujo genético evidenciado por N.m. El probar 

esta hipótesis va más allá del objetivo de esta investigación. 

Para propósitos de manejo es importante establecer claramente la presencia o 

ausencia de diferenciación genética de los recursos pesqueros entre las áreas geográficas. 

De todos es conocido que la 8Usencia de diferencia genética eugerida por los análisis de 

alozimas no se pueden atribuir a 1D1a identidad genética al nivel del ADN (Utter et al. 1987). 

Sin embargo, cuando a partir de un análisis alozimático las diferencias se hacen evidentes, 

existe la posibilidad de que en realidad exista tma diferenciación en algún grado. De acuerdo 
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a los presentes resultados, la eelructura genética poblacional del pez espada en el Paclfico 

Norte es mlÚI complicada que lo previamente descrito en el Capitulo 3. Desde el ptmto de 

vista del manejo de los recursos pesqueros, es necesario corroborar el estatus de las 

poblaciones de pez espada en todo el Océano Pacifico con tm análisis de restricción del 

ADNmt que implique el uso de endonucleasas de cuatro bases para incrementar la 

posibilidad de detectar polimorfismos, ademlÚI del análisis ,alozimático. AdemlÚI ee debe 

incluir una estrategia de muestreo que analize la variación temporal. De esta forma, es 

evidente que en estudios poblacionales es muy importante utilizar más de un método genético 

para describir la estructura poblacional. 
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V. CONCLUSIONES GENERALES.

El uso de las dos técnicas de mayor uso (alozimas y ADNmt) en la caracterización 

genética de poblaciones en el pez espada proporcionó infonna.ción complementaria pero 

contradictoria En el genoma mitocondrial, debido a m modo de herencia, no existe 

recombinación genética y por lo tanto el tamaflo efectivo de )a población de los genes 

organelares es menor al correspondiente para los genes rrucleares (Nei, 1987). Esta 

dismirrución del tamaflo efectivo pob)acional es pmticuJannente útil desde el ptmto de vista 

práctico, ya que significa que el genoma mitocondrial, al resultar más afectado por las 

reducciones poblaciooales, fimciona como tm registro de eventos pasados. Además, su 

velocidad muta.cional y el alto grado de polimorfismo ha.ce que sea especialmente útil para 

el estudio de la estructm-ación geográfica de las especies. Todas estas caracterfsticas 

hicieron que el ADNmt fuera considerado 1D1a herramienta muy efectiva para resolver las 

dudas relacionadas con )a identificación de stocks. 

La técnica de electroforesis de alozimas se ha considerado Upicamente como una 

herramienta de baja resolución en estudios poblacionales debido a su inhabilidad de detectar 

toda la variación relacionada con )a sfntesis de protefnas. De esta fonna, el uso de las 

alozimas se ha generalizado cotno una prueba a priori. Sin embargo, en nuestro caso el 

análisis RFLP de la molécula de ADNmt en el pez espada resultó ser e) método de baja 

resolución, por lo que el resultado inesperado obtenido con )as alozimas es una nueva 

evidencia de la utilidad de esta técnica. 

Dada )a diferenciación genética entre México y Hawai a pmtir de las frecuencias 

alélicas de los genes nucleares y del valor de Fst, es posible pensar que el pez espada posee 
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lllla estructura poblacional compleja en el Océano Pacffico. Esto no le resta validez al 

ADNmt como lllla herramienta útil para el estudio de diferenciación de stocks. Sin embargo, 

hay que tomar en cuenta que la respuesta diferencial de los genes organelares y nucleares a 

las fuerzas evolutivas y a los cambios drásticos poblacionales (naturales o inducidos por el 

hombre) pueden generar resultados inesperados cuando ee desconocen dichas fuerzas y 

cambios. 

Dowling et al. (1990) menc10nan que en especies que presentan valores de 

divergencia de secuencia menores al 2%, el uso de enzimas de restricción de seis bases no 

será muy útil para detectar los niveles de variación genética. Estos autores recomiendan el 

uso combinado de endooucleasas de cuatro y eeie bases. Sin embargo, si la respuesta de los 

genes organelares y nucleares es diferencial, entonces existe la poeibilidad de que en el pez 

espada del Pacifico Norte, lll1 análieis RFLP con endonucleasas de cuatro y seis bases no 

aportarla infonnación euetancialmente diferente a la reportada en el Capitulo 3 con respecto 

a la frecuencia de los haplotipos dominantes. 

Con relación a la administración de recureos pesqueros, la. toma de decisiones es lll1 

paso muy importante que requiere de lll1 completo análisis previo con lll1 fundamento sólido. 

Este análisie previo, o dicho de otra forma, el estudio biológico-pesquero, debe comprender 

no sólo las herramientas tradicionales para la caracterización de stocks, sino también las 

nuevas técnicas disponibles en el campo de la Biologfa Molecular. Con esta rmeva filosofla 

en el campo del manejo de loe recm-eoe pesqueros se espera que el Hombre pueda 

aprovechar al máximo loe recureoe con lll1 m(nimo impacto. 
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APÉNDICE A. Glmmrio. 

L�s fü<>ntl;'R consultada.q Re enlisbm fll final de este npéndice. LoR términos equivalentes 

en rn�léR se pn:'sf:'nt::m en negr·ita!I; ni final de cada definición. 

deso,;irriho11ucleótid{)R el cual eR el material genétic{) fimdmnental de hu; células. 

B�RÍcllmente f:e compone de baseR nitrogenadas (pnrinas y pirimidinas) q11e forman 

eRlnhones con gr11pos fosfatoR y nz<1cares (pentmms) 1
. DNA. 

AUN nndem· de rnpln ñnirn - Un gen o sec11encia de ADN que ocurre sólo tma vez por 

genoma'. SinJ?1e cnry nudem· DNA. 

Alo1.ima� - Cualquiera de las fonnas múltiples de una enzima multimérica, en la cual las 

1mb1miclmies son codificadas por aJelos del miRmo gen. LoR individuos homocigotos 

para nn itlelo en pi1rtic11h1r producen un sólo tipo de protefnas, pero esta enzima será. 

diferente de tm individuo a otro dependiendo del alelo en particnl:tr llevado por el locus 

en cnestión. Lofl individuos heterocigotos mm;trnnm, en gertér1\J, formas adicionales de 

la en7im:t ya que l1evm1 dos alelos diforentes1
• Allor.ymes. 

Alf'lo - Una de dos o mfüi form�s aJtemas de un gen q11e ocupa el mismo locus en un 

cromosoma particular y que difiere de otros alelos de ese locus en 1mo o más sitios 

mutacionales'. ARele. 

AJefo!li ldklfko!I; por d�cmdmcia - Alelos derivados de tm mismo ancestro, siendo copias 

exacf f'R del mismo y que por lo tanto tienE'n la miRmR fimci6n y IR misma secuencia de 
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nncle6ti<lo, a menos que h�st ocurrido una muhtci{m7 . Nleles identkal hy descent� 

AminoAddo - l Tnicfades a pm tir de lnR cunles Re con,::tmye una profefn�, existiendo 1m total 

de 20. El onle-n linefll de loR aminoácidos en una protefna esta detenninado 

gent<t i cnmente 1• Amino,.rid.

ARN - J\cidn ribom,cl('ico. F'.!:i nn polínucleúfí<lo q1te cc1nciii::fe eR('ncialmente de cadenas con 

un esqueleto re-petitivo de fosfntos y azúcnres a los cuales se les 1men bases 

oitro�f>mHlns. El ARN eR único entre hm mncromoléculas biológicRs ya que puede 

co,fificnr i11formnci6n genética, sirve como nn nbunrtante componente estrnch.rrnJ del las 

célnlt'IR y 1�mbié-n po�ee nctivicladeR catnlftic:u: 1 • RNA. 

Bn"-e - Son cornpnestos nilrogemuloR en fonna de Anillo. Se les conoce como "bnse" porque 

pueden r.omhirmrse con n'. LnR bm1es presentes rn los ácidos nucléicos ,rnn de dos 

tipm;: pirimicfio:1s ( citocina, timinn y in·acilo) y pnrinmi (guanina y ::.denina.)3. Bn�e. 

Crnmo�nmA - ERtntch,rnR preRenfeR en el núcleo celnlnr y que contienen a IR rnayorfa de loé 

gene!{ Se componen de ADN y protelmu1". ERencialmente los cromosomas se 

involncrnn en dos activid1H.les: las relacionadnR con la trani:imisión de la infonnación 

gf:"né-tica de célula a cél11):1, de una generación a oh·:t. y la relaciomuJa con la liberación 

orde,mda de esta infonnnción para controlar laR fimciones celulares y del desarrollo'. 

Cneflo ffe hntf'lln - Fluchmciones en f recuencillS aJélicaR cuando una grnn población pasa a 

tnwéR <le una contrncción {reducción en el número de individuos) y se expande de 

nne-vo con 1ma compoRici6n genética Rlternda como ,ma consecuencia de la deriva 
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Detivfl gmétka - Fluctm,ciones irregulares (al azar) en la frecuencia de alelos en tma 

pobl�dón de una generación n otra debido al tamaflo finito poblacional o a la intensidad 

lluctunnte de la selección. Estas fluctuaciones en la frecuencia de alelos puede conducir 

ah, fijación de unoR y a la extinción de otros sin importar su valor adaptativo1
. Genetic 

dtift. 

J)iphtide - Condición preRentada por orgamsmos con dos coajuntos de cromosomas

hom6logoR (uno derivado del padre y otro de la madre) en los cuales ca.da tipo de 

crommrnma (autosoma), excepto el crommioma se�ial del sexo heterogamético, esta 

rept E'Rentndo dm1 vecE's 1
• Dipfoid. 

Distancia genética - En genética de poblaciones es 1ma medida cuantitativa de la relación 

genética entre dos indivichJOs o poblaciones y partir de la cual se puede construir un 

árbol evolutivo. La medida es en ténninos de la prohabilidad de poseer un gen o 

caracter dacio en común. La diferencia genética acumulativa entre dos poblaciones es un 

resumen de su historias evolutivas y es proporcional al tiempo de separación e 

inversrunente relacionndn a la inmigración entre ellas1
. Genetk distante. 

Uiva·genda ele secuencia - La diferencia porcent,ml en In secuencia de m1cleótidos entre 

dos cmlenas de ácidos nucléicos relacionadofl. También se aplica en la secuencia de 

aminoácidos entre doR proteinas1
• Sequence dive,·gmce. 

Divn-sidod de nucleón - Es 1ma medida de polimorfismo al nivel del ADN. Es equivalente a 

In lw\erocigosis o diversidad de gene utilizada en el estudio de polimorfismo 

prote(nico5
. Nucleon divenity. 

Dive rsi1'mt de nucleótido - Es el número promedio de diferencias de nucleótido por sitio 
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enke <loR Recuenci8.R de ADN eRcogidas 81 �- Nm:lefltide divenity. 

F.ndonnde1111;m, de .-�bicdftn - Ctmlquier clase {le endonucleasas ele sitio especffico

(reRtrictnsmi) que reconocen aec11encim1 eRpecfficmi de ADN y lo dividen en o cerca de 

esofl Ritios p8rn producir frngmentos con pe,mR moleculareR ctiscretoR 1
• Rertriction 

mcl onndenses. 

E'1nilib1io JJ11nly-Wrinhf't·g - Un eqnilihrio de genotipos alcanzmJo en poblaciones de 

l01Titú\o infinito (en lrui cn�les no exime migrnci6n, Rele-cci6n o mutación) después de al 

meno!l nnl\ gene-rnción cnn reproducción p:mmíf icJt. Con doR alelmi A y B con 

f iec11f>ncimi p y q, reRJ)ectivrunente, IM frecuencins <fp loR genotipo!! AA, AB y BB en el 

e<Juilíb,io de Tlmdy-Wei11ht-rg Ron <le p 7
, 2pq y q2, rf'Rpeclivnmente.6 llm·dy-Weinherg

CfJtdJiJninm. 

Fi.'< - Conocido hm1bien como coeficiente de endog11miit Es um, medida de la tasa de 

endogmnia o el grado en el cual nn individuo es emfogámico. (1) Fis individual.- Es. 

In prohnbiliclnd ele que doR alelos en tm locus de un individuo se derivan de tm gen 

stOCE"Rlr,.I en común o, i.lte-mativmnente, unst medidn de la disminución proporcional del 

número promedio eRperndo de loci heterocigóticos en un individuo, comparados con el 

número promedio en sus m1cestrns. (2) F;s poblncionaf.- Es la probabilidad de que dos 

g("m:•1-1 en Hn loc11i:i tomfldoR :ti st7.M en algún miembro de m1a pobhtci(m senn idénticos 

por de-Rcendencift, o la dismim1ción promedio de la heterocigosis poblacional sobre 

tocios loR loci1
• Jnhrttding coeffirlettt. 

Fst. - Conoc.ido trunhien como coeficiente de dife-rencillci6n genétic1t (1) Es la magnitud 

rehdiv,. ele la rliferencinci6n gen�tica entre lmi snhpoblaciones5
. (2) ER la reducción de 
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la heterncigoRis de tma subpoblación debida la deriva genética al a7..ar7
. Coefficient of 

gme diff e.-en1.ifftion. 

FrecuendA� Alélicas - La medirla de la frecuencia de un alelo en una población, es decir, la 

proporciófl de todoR los alelos de 110 gen especifico en ht población1
. Allele frequmcy. 

Gen - La imirls-ul básica de la herencia Mendeliana el cnttl representa una Recuencia de ADN 

( o ARN en algunos virus) correpondiendo mmalmente a una unidad (rarn vez dos o más)

de frmmcripción. Ln f!ecuencia particular de nucleótidos a lo largo de la molecnla de 

ácido nucleico repre1:1enfa tmR. unidad fünciona.1 de IR herencia. Como tm resultado de la 

muf11ción Fte pueden prorlucir formas altenms, las cuales se conocen como aJelos. En 

orgimismoR diploides los genes ocurren como pares de alelos. Los miembros de tm par 

se seg regRn dnrnnte la meiosiR por lo que la progenie recibe sólo un miembro del par de 

cadapadre 1
• Gene. 

Genotipo - Es la suma toh1I de la información genética contenida en los cromosomas. El 

genotipo no determim\ tm fenotipo único sino no nmgo de capacidades fenotfpicas 

referichtR como una "norma de reacción" individual al ambiente. La contribución de un 

genotipo pm-ticulRr en el acervo genético de la siguiente generación esta determinado 

por la vi3bilidfld y éxito reproductivo de sus porhulores1 . Gmotype. 

IJAplolde - Células o individuos con tm simple genoma o conjunto cromos6míco 1
• Haplold. 

U11pl0Upo� - Un patrón cletem1inado ele fragmentos de ADN, producto de un análsis de

rest ricción. Una vez (lUe los haplotipos o nucleomorfos son identíficftdos se calculan sus 

rrec\tenci::is relativf-lR de ig1111J forma que las frecuenciaR alélicas en tm locus 

eleclrnforético1
. llftplotype. 
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Jlf'1:t'l·od2()sis - La condición de poseer un p}lr de Alelos disímiles en un locus4
• La 

heterocigoi:;is proporcion:1 1m almacén de reRervas genéticas y plasticiciad potencial que

pemlile q11e 1ma gnm proporción de individuos exhiban combinaciones de propiedades 

fenotfpicaR cercana!'! al óptimo1 • Hehrnzygosity.

lfomeoshlsis - La tendencia de un siPiema (individuo, población, proceso) de mantener \Dl 

equilibrio cJinrunico. En el c::.Ro de distu rbio el equilibrio es restaurado por sus propios

mecnnii::moi:: reg11lndoreR 1 . Homeostnsis.

Mutnfi6n - Cmdqnier alternciún bE>re<h,ble, ya sea ,m i:imple cambio ele bm:eR en el ADN (o 

ARN) o tm renrreglo a mayor escala, en el material genético de una c�lulR o virus 1 .

Nude6tidos - Cuah111iern de lm; tmidndes monom�ricas que constituyen el annazón de los 

ácidoR nncléicos o pofomcleótidos. Un m1cleótido consiste de tma base nitrogenada 

(pm im, o pirimidina), tma pentosa (D-riboi::a en ARN y 2'-desoxi-D-ribosa en ADN) y 

m1 grupo fosfato (PO-1). La combinación de una bru::e nitrogenada y de un azúcar se

conoce como ribonucle6Rido (cmmdo la pentosa es D-ribosa) y desoxirribonucleósido 

( cmmrlo la pentoRSJ. es 2' -desoxi-D-riboRa). Los m1cleótidos Fie forman por la agregación 

de un grnpo foRfRto a los nucleóRidos pRra llegnr a ser ribonucleótidos (en ARN) o 

desoxirTibooucleófülos ( en ADN).1 Nodeotide.

Polimorfismo - La ocurrmcin regular y simultánea, en la misma población, de dos o más 

alelos ( o genotipos) en el mismo locus 1 • Polymo1-phim1.

Polimol'fismo de In fon�tnd ele lo� frngmmtos de r�trkción - Mut.aciones en sitios de 

rei::tricci(m qne c�mrnn qne mm N17.Íma ('le reRtricci(m no corte el ADN en eRe sitio (y 
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rmtl:1.cioneR qne generan nmwos sitios de restricción), produciendo füigmentos de ADN 

de diferentes longitudes entre los individum:{ Restridion frnament length 

polymorrhic;m. 

frnmotttres nl ft1mr - Mecanimno mediante el cnaJ una corta secuenci11 de nucleóticfos se 

alh1e11 t·on una banda de ADN, proporcionando un extremo libre 3'-OH para que una 

ADN polimernsa inicie la l'lin1esis efe una nueva cadena\ RMdom priming. 

Prnti':tm1. - Compuestos orgnnicos nitrogermdos de forma y composición compleja Se 

conr.truyen a partir de f!nbunidades moleculares conocidmi como polipéptidos los cuales 

a su vez se componen de aminoácidos, de loR cuales hay 20 tipos diferentes. Estos 

11mino,kidoF1, en números repetitivos de 200 o mm:, Re unen parafonnar Jargrui cadenas1
. 

Prntem. 

Reloj molecoh•r - Es una hipótesis que poshdA. que la taRa de evolución molecular es 

nproxim1:tdnmente consf�mfe Robre el tiempo entre lofl diferentes linajes evolutivos y que 

refleja el tiempo de clivergencia entre los laxa. Esto implica que las mutaciones de 

genefl ocurren a un intervalo suficiente.mente regulnr que pem1ite el fechado de las 

dicotom{as filogenéticas1
. Molecnlru- dock. 

Re trncmz11 - La crn1.n de un heterocigoto con uno de sus pndres o con tm individuo con un 

genotipo muy similar n. los padres. Las generaciones se simbolizan como B 1 para la 

primera, B2 para IR segunde, ele. La retrocnv..as segunda y posteriores se realizan 

cruzlln<lo los individuos B1, B2, etc. con el mi fimo padre 1. Backnoss. 

Srlecci6n nntnrnl - Es el resnltndo de dos actividades impneRta!'l sobre todos los orgsnismos 

vivientei:i: (1) la necesidnd de la reproducción y (2) la. necesidad de una interacción 
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penmmente con el ambiente. La interacción de los dos factores dan como resultado una 

reproducción diferencial. La selección natural da dirección a los cambios (mutaciones, 

recombinaciones), oriento. las oportunidades, filtra las adaptaciones genotípicas y 

promueve lentamente los cambios evolutivos1
• Natural selection. 

Sondn - Un Regmento de ADN o ARN marcado radioactivamente o en fonna no radiactiva 

que se utilizan pare. locali7.M secuencias similares -en una colección heterogénea de 

secner1cin,:,, _ Probe. 

Sustituciones de nucle6tldos - La presencia de diferentes nucleótidos en posiciones 

equivalentes de secuencias homólogas de ADN o ARN 1 . Nucleotide substitutlon. 

Tr·mtdf fencia Sonthem - Es la transferencia de fragmentos de ADN de banda única. 

separndoR en tm gel de agarosa. a un filtro de nitrocelulosa (o de otra matriz), la cual es 

posterionnente analizada por hibridación con tma sonda radioactiva o no radioactiva. 

Los hlbridos son detectndos por autoradiografla o cambio de color, según sea el caso1 :

Southe111 blotting. 

Wahhmd, efecto de - Una deficiencia de heterocigotos en una población, de acuerdo e. lo 

esper�do con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Ocun-e cuando dos poblaciones 

divergentes (previamente aisladas y sajelas a fuerzas que conducen a una diferenciación 

de frecuencias alélicas entre ellas) ocurren simpátricamente y se muestrean como una 

simple poblnción 1
• WRhhmd eífect. 

ZJmogn1mn - Es el pat rón de un gel electroforético de alozimas visualizado por medio de 

1ma ti!1ción histoqufmict { Zymogrnm. 
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APF:NDICE B. Protocolos del análisis RFLP. 

En hm metodolog(as que se describen a continuación los procesos de reacción se 

llevan R c�ho en tubos Eppendorf de 1.5 mi (esterilizados). Esto implica qne las cantidades 

nmnejadas son muy pequeftru; y que por lo general las pequeflas gotas de los reactivos 

quedRn 11<the, idas a 1.n pared de los tubos. Lo más recomendable y práctico para que las gotas 

se concentren en el fondo es el uso de las pequeflas "micro" centrffügas para tubos 

Eppimdorf con rnpRcidad pFtTa seis tubos. Un simple "toque" de centrifuga es suficiente para 

qne las got:u� b�jen. Este paso esta indicado por la palabra "microcentrffuga". Los reactivos 

y soluciones necesarias se detaJhm al final de este apéndice. Estos protocolos corTesponden 

a los utilizmlos en el Laboratorio de Dinámica de PobÍac-iones del Instituto de 

Jovestigaciones Oceánicas de la Universidad de Tokio, bajo la dirección del Dr. Ken-ichi 

Nimmchi (artuaJmente el Dr. Numachi se encuentra adscrito a la Facultad de Ciencia y 

Tecnología Marina de la Universidad Tokai en Shimizu, Japón). 

l. EXIRACCIÓN DE ADN TOTAL.

1. - Poner en cada tubo 5 00 J tJ de bt1ffer homogenizador.

2.- Poner la muestra de tejido, eliminando el exceso de a.lcohol. 

3.- Hornogeniz::ir manualmente para romper la fibra muscular. 

'1.- Agreg�r 25 pi de SOS al 20'>/o. Agitar brevemente. 
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5.- Microcentrffüga. 

6. -AgrE-gnr 25 ,.1 de Proteinasa K (20 mg/ml).

7.- Incubar en nn bnflo de agna a 37ºC. 

8. - Cht"cru- lit rnuel'l1rn deRpués de una hora, si eR necesario agregm- 20 µJ de Proteinasa K.

9.- Jncubitr Coda la noche en baffo de agua a 37ºC. 

10.- Microce111rifüga. 

11.- Agrrgnr 60 pJ de NnCI 5 M. 

J 2.- Mícroceub lfoga. 

13.-AgTeg1tr 500 pJ de fenol-cloroforrno. 

M.- Agitnci6n cif-cular lenta por 20 minutos. 

15.- Centr ifügar a 13,000 rpm por 20 minutos A 3-4ºC. 
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16.- Trnm�frrir la ctipa Ruperior a un h1bo limpio sin disturbar la interfase, utilizando tma 

punta (de pipeta Eppendorf) de boca ancha. Descrutar el resto. 

17. - Agregar 1 mi de eti 1-éter.

18.- Agit11ci6n circulru- r1\pida por 10 minutos. 

19. - .Mi crocentr{füg�-

20. - Descmtar la cnpa superior (etil-éter).

21..- Repetir los pasos 17 al 20. 

22.- Agr("�ffr 500 111 de ehmol ni 99.5%. 

23.- Mezclnr mammlmente de 2 a 3 minutos. 

H.- Congeh,r a -80ºC por non hora o a -20ºC por c111t1To hora.�. 
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25.- Ceotrifügar a 13,000 rpm por 20 minutos a 3-4ºC. 

26.- Descartar la fase líquida sin disturbar el pelet 

27.- Agregftr 500 Jil de etanol al 70%,. 

28.- CentTifügsu· a 13,000 rpm por 20 minutos a 3-4ºC. 

29.- Desctu1ar 1a fa.c;e Hquida sin disturbar el pelet. 

30.- Secar al vado por 10 mim1tos. 
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31.- Agregar 200 µJ de solución amortiguadora TE. Dejar disolver por media hora a 

temperahira ambiente. 

32.- Almacenar a -20ºC (hasta por ,m afto). 

JI. ELECTROFORESIS EN MINIGEL. 

Esln pnrte es útil para comprobar el estado de la muestra y la concentración relativa 

de J\DN entre las muestras. 

l.- Prep11rar Hgarosa al 0.8% en amortiguador TAE xl (0.8 gen 100 mi). 

2. - Disolver completamente en baflo de agua a 65ºC o en horno microondas.

3.- Vertir en los moldes. Si se disolvió en horno microondas esperar que la temperatura baje 

un poco. 

4. - Sembrnr el gel con una mezcla de 5 J.11 del extracto de ADN más 2 µJ de colorante. En llll 

e:ictremo sembrar una mezcla de 1 11.l de marcador PUC (50 nglµl) más 2 µJ de colorante. 

5.- Aplicar la corriente eléctrica (100 v) por aproximadamente media hora. 

6.- Colocar los geles en una solm:i6n de Bromuro de etidio, con agitación por 10 minutos si 
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la solución es nueva, de lo contrario 20-30 minutos. 

7.- En nn tnmsiluminador UV tomar lafotografla con película Polaroid 667. 

III. DIGESTIÓN CON ENDONUCLEASAS.

1.- Tlpicamente en la digestión se mezclan 8 f'J del extracto de ADN, 1 µJ de la 

endonucleasa y l µl del mnort.iguador correspondiente. Para cada reacción se utilizan de 

10 a 12 unidades de enzima. El volumen del extracto de ADN puede variar dependiendo 

de 111. concentración de la muestra, la cual se verifica en la fotografla del minigel. Si la

muestra ei:;tá muy concentrada entonces se diluye con agua ultrnpura. Si la muestra es de 

baja concentración, entonces se aumenta el volumen del extracto, manteniendo las 

proporciones con la endonucleasa y el mnortigundor. 

2. - Mi crocentrlfuga

3.- Mezclar en el vm1ex o con golpes de dedo por tn1os segundos. 

4. - Microcentrlfüga.

5.- Incubnr a 37ºC por cuatro horas. 

6.- Microcentrífuga 

7.- Parnr la digestión agregmido 2 µI de colorante. 

8.- J\lmncenar a -20ºC. 

IV. ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA SOU11IERN.

1.- Pre1rnrar los geles con 3gru-osa al 0.8%. 
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2.- Sembrnr el gel con las muestr!l8 digeridas. Colocar el marcador en los extremos y en la 

pruie media. 

3.- Aplicar corriente eléctrica ('15 mA). Parar la electroforesis cuando el colorante haya 

avanzado 2/3 de la longitud del gel. 

4.- Poner los geles en tma solución de HCI 0.25 N y agil8T por 12 minutos (depurinación 

ácida). 

5.- Descruittr el ácido y ertjuagar con agua ultrnpura dos veces. 

6.- Poner los geles en amortiguador de desnahrra1ización y agitar por 30 minutos. 

7.- Descartar el amortiguador y enjuagar con agua ultrepura dos veces.

8.- Poner loR geles en amortiguador de neutralización y agitar por 30 minutos. 

9.- Transferir el ADN del gel a la membrana de nailon. Si se utilizan cámara.e de 

transferencia al vaclo aplicar presión de 10-15 cm de Hg por 45-60 minutos. Utilizar 

amortiguador SSC x 1 O para mantener la humedad. 

10.- Al finalizar la b"anRferencia marcar el origen en la membrana y la posición del 

colorante. Opcional: revisar el gel con bromuro de etidio para ver si la transferencia fué

completa Lavar el material a la brevedad o ponerlo en remojo. 

ll.- Enjuagar lns mernbranns en amortiguador SSC x2 por 2-3 minutos. 

12.- Eliminur cuidadosamente el exceso de humedad con servilletas. 

13.- Colocar las membranas en la cámara ultravioleta (crosslinker) para fijar el ADN a la 

membrana. 

14.- Secar las membranas. 

15.- Almacenar las membnums en bolsas de plástico sellada.q_ 
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V. PREPARACIÓN DE LA SONDA DE ADNmt.

Preferentemente se debe de utilizar la molecula circular cerrada de ADNmt aJtmnente 

pm·ificada de la misma especie. En este caso utilizmnos ADNmt de saJmon, cuya 

purificación no la. detallo aqu( por no haberla realizado personalmente. El marcador sonda 

(A-Hindlll) se prepara de la misma forma inicinndo con los pasos. clel segúndo d(a. Este 

protocolo y el de hibridación y detección corresponden a1 método de promotores al azar 

marcando con digoxigenina de acuerdo, en el aspecto general, al kit comercial distribuido 

por Boehringer Mmmheim GmbH. 

A) Primer dia.

1.- Digerir el ADNmt de ,mlmon con la siguiente mezcla: 

ADNmt de salmon .............................. 20 '" 

Endonucleasa Hindlll (10 u/µl) ......... 2.4 µJ 

Amortigm,dor K* .............................. 2.4 �ti 

* El Amortiguador K es el que cor responde a la endonucleasa

2.- Microcentrffuga 

3.- Incubar en bnflo de agua a 37ºC por tres horas. 

4.- Microcentrlfuga. 

5.- Agregar 475 til de agua ultrnpura. 

6.- Mezclar y microcentr(füga. 

7.- Agregar 50 J .tl de NaCI 5 M. 

8.- Repetir los pasos 13 al 30 del protocolo de extracción. 
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9.-Agregar 20 µJ de amortiguador TE. 

1 O. - Almacenar a -20ºC. 

B) Segundo d(a.

l.- Agreg:1r 1 O µJ de agua ultrapura. 

2.- Poner el htbo con la tapa sellada en ma baflo de agua hirviendo por 10 minutos. 

3.- Enfriar en agua-hielo por cinco minutos. 

4.- Microcentrffuga. 

5.- Agregar 4 µJ de la mezcla de hexanucleótidos y 4 µJ de la mezcla de marcado (dNTP). 

6. - Mezclar y microcentrffuga.

7.- Agregar 2 JJJ de enzimaKlenow (4 u/µJ). 

8.- MezclBr y microcentrffuga. 

9.- lncubar en baflo de egua e 37ºC por tres horas. 

10.- Microcentrffuga. 

11.-Agregnr 20 itJ de ARNt (2 µg/ml). 

12.-Agregar 4 µJ de LiCI 4 M. 

13.- Mezclar y microcentr(füga. 

14.- Agregar 120 µJ de etanol al 99.5%. 

15.- Congelar a-80ºC por una hora. 

16.- Centrifügar a 13
>
000 rpm a 3-4ºC por 20 mim1tos. 

17. - Descartar la fa.qe Hquida sin disturbar el pelet.
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18.- Agregar 500 JJI de etanol ni 70%, y mezclar. 

19.- Centrifügar a 13,000 rpm a 3-4ºC por 20 minutos. 

20. - Desc�rtru- la fase líquida.

21.- Secar el vado por 10 minutos. 

22.- Agregar 500 µ1 <le amortiguador TE. 

23.- Alnmcenar a-20ºC. 

VI. HIBRIDACIÓN Y DETECCIÓN.
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La solución de hibridación se puede preparar con antelación, almacenando en

aHcuotas a -20ºC. 

A) Primer dla.

1.- Colocar la(s) membrnna(s) en una bolsa de plástico y agregar la solución de hibridación 

(para tma membrana 1 O mi es suficiente). 

2.- Eliminar burbujas y sellar. 

3.- Incubar en b1dlo de agua a 65 ºC por cuatro horas. Distribuir de vez en cuando la solución. 

4.- Media hora antes de parar la incubación preparar la siguiente mezcla de hibridación en 

un htbo Eppendorf 

�Jiindlll sonda digoxigenina. .......................... 2 µ1 

ADNmt de saJmon sonda digoxigenina. .......... 50 µ1 

ADN efe espenna de arenque .......................... 20 µ1 

5.- Colocar el tubo con la tapa sellada en un bafto de agua hirviendo por 10 minutos y enfriar 
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en egua-hielo por cinco minutos. Agregar esta mezcla a 4 mi de solución de hibridación. 

6.- Despues de la incubación (prum 3) descartar la solución de hibridación y agregar la 

mezcla de hibridación. Utilizar la misma bolsa de plástico. Eliminar burbujee y sellar. 

7.- Incubar toda la noche en beflo de agua a 65ºC (mfnimo seis horas). Si es posible,

distribuir la mezcla a intervalos de tiempo.

B) Segundo dfa.

1.- Preparar amortiguador #2. 

2.- Parar incubación. La mezcla de hibridación se puede reusar hasta cinco veces 

desnrouralizandola previamente en cada uso y revitalizandola con ADNmt sonda si es 

necesario. Almacenarla a -20ºC.

3. - Enjunger la membrana con solución de lavado por 1 O minutos. Hacerlo tres veces.

4.- Enjuagffr con amortiguador #1 por un minuto. Hacerlo tres veces. 

5.- Enjuagar con amortiguador #2 por JO minutos. 

6.- Eajuagar con amor1iguador #1 por tm minuto. Hacerlo tres veces. 

7.- Mezclar 10 mi de amortiguador #1 con 2 µJ de conjuado AP anti-digoxigenina Esta 

cantidad es suficiente para una membrana. Si se tienen varias membranas se debe de 

mantener esta proporción. 

8.- Poner la membrana en una bolsa de plástico con la mezcla anterior. Eliminar burbujee y 

sellar. 

9.- Poner en agitación por una hora. 

10.- Enju:¡gar con amortiguador #1 por 10 minutos. Hacerlo tres veces. 
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11.- EnjuHgru- con mnortiguador #3 por cinco minutos. Hacerlo dos veces. 

12.- Preparar la solución reveladora: 

Amortiguador #3 ..................... 5 ml 

NBT (75 mg/ml) .................. 22.5 µJ 

X-fosfato (50 mg/ml) .......... 17.5 �LI 

Esta cantidad es suficiente para lllla membrana Aumentar las cantidades de acuerdo al

número de membranas. 

13.- Poner la membrana en una bolsa de plástico con la solución reveladora, eliminando 

todas las burlntjas. Si no se eliminan las burbujas quedarán marcas en la membrana. 

Ha.cer este prum rápidamente porque la luz afecta a la solución. 

U.� Poner la bolsa en la incubadora a 37ºC (es importante la oscuridad). Usualmente en lllla

hora se revelan las bandas, pero si es necesario se puede dejar revelando toda la noche.

15.- Parnr el revelado enjuagando la membrnna con agua destilada. 

16.- Secar la membrana en la secadora. 

17. - Almacenar la membrana en una bolsa de plástico sellada. Las anotaciones se pueden

hacer sobre una fotocopia de la membrana.
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REAC11VOS. 

Amortiguador homogenizador. 
Tris-HCI pH 8.0 0.01 M 
NaCI 0.01 M 
EDTA0.05M 
Mantener frío.

SDS al 20%. 
SDS ....... 200 g 
Agua ...... 750 mi 
Ajustar el pH a 7.2 con HCI. 
Af ornr a un litro. 

Proleinasa K. 
Proteinasa K. .......... 100 g 
Agna. ......................... 5 mi 

Mantener a-20°C.

Amortiguador IB. 
Tris 0.01 M 
EDTA0.001 M 
pH7.5 

Fenol-clorofonno. 

1.- Fundir 500 g de fenol en baffo de agua a 65ºC.
2:- Agregar 0.5 g de 8-hidroxiquinolina. 
3.- Agreg::u- 300 mi de Tris-HCI 1 M, pH 8. 
4.- Descartar la capa superior. 
5.- Agregar 300 mi de Trie-HCI 0.1 M, pH 8. 
6.- Mezclar y dejar separar las dos capas. 
7.- Descartar la capa superior. 
8.- Agregar 300 mi de clorofonno-isoamilalcohol (24:l). 
9. - Almacenar a 4 ºC. Se utiliza la capa inferior. Es bueno por IBl mes.

Amortiguador TAE (x50). 
Tris 2 M 
Ac. acético glacial 1 M 
EDTA0.05M 
pH8 

Amortiguador TAE ( x 1) 
TAE (x50) ...... 20 mi 
Agua. .......... 1000 mi 
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Colorant�. 
Urea 7 M 
RPB 0.1% 
EDTA0.01 M 
Suerosa 50% 
Autoclavar. 

Solución de bromuro de etidio. 

Bromuro de etidio ........ 1 O Jil 
Agua. ......................... 200 mi 

Estánclar-11,Hindill (Stock: 0.505 Jig/µJ). 
Estándar .................. 1 µJ 

Aguaultrnpura ..... 10 µJ 

Colornnte .............. 21 Jtl 

Sembrar el gel con 6 µJ 

Acido clorhidrico 0.25 N. 
HCl ............ 10.37 mi 
Agua para 500 mi 

Amortiguador de desnaturalización. 
NaOH 2 M ....... 50 mi 
NaCI 5 M ........ .-10 mi 
Agua. ............. 160 mi 

Amortiguador de neutralización. 
Tris-HCI 1 M pH 7.4 ......... 125 mi 
NaCI 5 M ............................ 75 mi 
Agua. .................................. 50 mi 

SSC (x20). 
NHCl... ..................... 350.64 g 
Citrato de sodio ....... 176.46 g 
Agua para dos litros. 
Utilizar agua caliente y disolver primero el citrnto de sodio. 
SSC xlO = 500 mi SSC x20 + 500 mi agua. 
SSC x5 = 250 mi SSC x20 + 750 mi agua 
SSC x2 = 100 mi SSC x20 + 900 mi agua. 

Solución de lavado. 

SSC x2 ........ 1000 mi 
SDS 20% .......... .5 mi 
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Solución de hibridación. 

SSC xS .......................................... 100 mi 
Reactivo bloqueador .......................... 1 g 
N-lauroylsarcosina, sal de Na. ....... 0.01 g 
SDS .............................................. 0.02g 

Almacenar en alícuotas a -20ºC.

Amortiguador #l. 
Tris-HCI 2 M pH 7.5 ............. 200 mi 
NaCI 5 M .............................. 120 mi 
Afornr a cuatro litros. 

Amortiguador #2. 
Reactivo bloqueador ................ 1 g 
Amortiguador #1.. ............... 200 mi 
Disolver en agua caliente. 

Amortiguador #3. 
Tris-HCI 2 M pH 9.5 ...................... 100 mi 
NaCI 5 M ......................................... 40 mi 
MgCI 2 M ........................................ 50 mi 
Aforar a 2 litros. 
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APÉNDICE C. Patrones de los fragmentos de restricción resultantes del análisis del ADNrnt. Los tamaftos de los 
fragmentos son en pares d,e bases. 

6 I ,tpd DtwI 

A B e D E : A B e D E F A B e D 

8323 8323 7429 6070 9179 8323 7077 7077 14264 7077 wn 10n 6245 6245 6245 6245 

3694 3694 3694 3694 3694 3694 6282 5771 2502 6282 3346 5593 2438 2438 6070 3643 

2799 2360 2799 2799 2799 1518 2502 2502 1748 2806 2502 2116 1442 2116 2438 

693 ó93 818 2341 693 969 506 506 716 2502 716 1442 1076 1442 1442 

693 693 693 506 506 506 1076 1076 1076 

15509 15070 15433 15597 16365 15197 16367 15856 16776 16329 16237 16394 13317 11201 16949 14844 

S«I !pd Pnzll S«II Smal 

A B e D A B e A B e A B A B 

t:2820 7084 17250 10581 7185 15237 11174 13274 11243 9680 13099 15819 8856 7186 

4241 5474 7005 5715 3049 5715 3031 3031 3031:1'.2 2098 1623 7186 5040 

4241 3049 1640 1623 3753 

17060 16799 17250 17586 15949 18286 16889 16305 15914 15742 16820 17442 16042 15979 

.X-1 m.nn ü.RV htI � S«il 6-1{[ XloI EcaRI 

A _A_ A A A A _A_ A A 

4742 11890 10394 11800 10274 12060 18345 17786 17702 

4525 2785 3424 5480 5756 4804 

3068 2355 '3178 

2269 

15J7 

16141 17030 16996 17280 16030 16864 18345 17786 17702 

'.RJ 
� 

\O 
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APÉNDICE D. Matriz del porcentaje de la divergencia de secuencia (arriba de la diagonal) y del número de los fragmentos 
de restricción compartidos (abajo de la diagonai) entre los 27 haplotipos del pez espada. Los valores sobre la diagonal 
se refieren a los fragmentos para cada haplotipo. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 
25 0.34 1.05 0.69 0.34 0.35 0.61 0.35 0.47 0.34 0.94 0.23 0.49 0.47 0.34 0.49 0.11 0.34 0.34 1.32 0.23 1.42 0.23 0.35 0.35 0.58 0.34 

2 24 26 0.66 0.33 0.69 0.47 0.72 0.72 0.83 0.69 0.55 0.58 0.87 0.11 0.69 0.60 0.47 0.69 0.69 1.75 0.58 1.01 0.58 0.72 0.72 0.22 0.69 

3 22 24 28 0.31 1.42 1.21 1.49 !.49 1.60 1.42 0.53 1.32 1.67 O.SO 1.42 1.38 1.21 1.42 1.42 2.32 1.32 0.30 1.32 1.49 1.49 0.90 1.42 
4 23 25 26 l7 1.05 O.S3 1.10 1.10 1.21 1.05 0.21 0.94 1.27 0.45 1.05 0.98 0.83 1.05 1.05 2.21 0.94 0.63 0.94 1.10 1.lO 0.55 1.05 
5 24 23 21 22 26 0.72 0.98 0.47 0.58 0.69 1.32 0.34 0.60 0.83 0.69 0.87 0.47 0.69 0.45 1.44 0.58 1.81 0.58 0.72 0.72 0.94 0.69 

6 23 23 21 22 22 l4 0.49 0.75 0.87 0.72 1.10 0.60 0.91 0.60 0.72 0.12 0.49 0.72 0.72 l.84 0.60 1.60 0.60 0.75 0.7S 0.72 0.72 
7 22 22 20 21 21 22 l4 0.75 0.87 0.98 1.38 0.87 1.20 0.60 0.98 0.37 0.49 0.98 0.98 2.20 0.87 1.90 0.87 1.03 1.03 0.72 0.98 
8 23 22 20 21 23 21 21 l4 0.11 0.72 1.38 0.11 0.63 0.60 0.72 0.63 0.24 0.72 0.47 1.51 0.60 1.90 0.60 0.75 0.75 0.72 0.72 
9 23 22 20 21 23 21 21 24 25 0.83 1.49 0.23 0.75 0.72 0.83 0.7S 0.35 0.83 0.58 1.63 0.72 2.01 0.72 0.87 0.87 0.58 0.83 

10 24 23 21 22 23 22 21 22 22 :26 1.05 0.58 0.87 0.83 0.69 0.87 0.47 0.45 0.69 1.75 0.58 1.01 0.58 0.72 0.72 0.94 0.69 

11 22 24 25 26 21 21 20 20 20 22 17 1.21 1.56 0.69 i.32 1.26 1.09 1.05 l.32 2.57 1.21 0.63 1.21 1.38 1.38 o.so l.32 
12 24 23 21 22 24 22 21 24 24 23 21 25 0.49 0.72 0.58 0.75 0.35 0.58 0.34 1.32 0.47 1.71 0.47 0.60 0.60 0.83 0.58 
13 22 21 19 20 22 20 19 21 21 21 19 22 23 1.03 0.87 1.08 0.63 0.87 0.60 0.78 0.75 2.10 0.75 0.91 0.91 1.15 0.87 
14 23 25 23 24 22 22 22 22 22 22 23 22 20 25 0.83 0.49 0.35 0.83 0.83 1.97 0.72 1.16 0.72 0.87 0.87 0.11 0.83 
IS 24 23 21 22 23 22 21 22 22 23 21 23 21 22 :26 0.87 0.47 0.69 0.45 1.75 0.58 1.81 0.58 0,72 0.72 0.94 0.69 

16 22 22 20 21 21 23 22 21 21 21 20 21 19 22 21 23 0.37 0.87 0.87 2.<J7 0.75 1.79 0.75 0.91 0.91 0.60 0.87 
17 24 23 21 22 23 22 22 23 23 23 21 23 21 23 23 22 l4 0.47 0.47 1.51 0.35 1.60 0.35 0.49 0.49 0.47 0.47 
18 24 23 21 22 23 22 21 22 22 24 22 23 21 22 23 21 23 26 0.69 l.75 0.58 1.53 0.58 0.72 0.72 0.94 0.69 

19 24 23 21 22 24 22 21 23 23 23 21 24 22 22 24 21 23 23 26 1.44 0.58 1.81 0.58 0.72 0.72 0.94 0.69 

20 19 18 17 17 19 17 16 18 18 18 16 19 20 17 i8 16 18 18 19 23 1.63 2.80 1.63 1.85 l.85 2.09 1.75 
21 24 23 21 22 23 22 21 22 22 23 21 23 21 22 23 21 23 23 • 23 18 25 1.71 0.47 0.60 0.60 0.83 0.34 
22 21 23 27 25 20 20 19 19 19 23 25 20 18 22 20 19 20 21 ' 20 16 20 l9 . 1.71 l.90 l.90 1.26 1.81 
23 24 23 21 22 23 22 21 22 22 23 21 23 21 22 23 21 23 23 23 18 23 20 25 0.60 0.60 0.83 0.5� 
24 23 22 20 21 22 21 20 21 21 22 20 22 20 21 22 20 22 22 22 17 22 19 22 l4 0.49 0.98 0.72 
25 23 22 20 21 22 21 20 21 21 22 20 22 20 21 22 20 22 22 22 17 22 19 22 22 24 0.98 0.72 
26 23 25 23 24 22 22 22 22 23 22 23 22 20 25 22 22 23 22 22 17 22 22 22 21 21 :26 0.94 
27 24 23 21 22 23 22 21 22 22 23 21 23 21 22 23 21 23 23 23 18 24 20 23 22 22 22 Z6 

00 
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APÉNDICE E. Sistemas enzimáticos. 

Las cantidades que squl se detallan son suficientes para procesur 1ma rebanada 

horizontoJ del gel, por lo que en el caso de tener varias rebanadas para una enzima 

determinado. hay que tomar en cuenta los volumenes necesarios. Los reactivos en solución y 

los amortiguadores se detallan al final de este apéndice. 

IDHP 
Jsocitrato de sodio .............................. 0.07 g 
NB'f ................................................... 0.01 g 
NADP ................................................ 0.01.5 g 
MgCh 10% ........................................ 0.2 mi 
PMS 0.1% ......................................... l mi 
Tris-HCI 0.1 M pH 8.0 ....................... 48.8 mi 

WH 

NAD ................................................. 0.025 g 
Solución sustrato WH ...................... 5 mi 
M'IT' 1 % ........................................... l. 5 mi 
PMS 0.1% ......................................... l mi 
Tris-HCI 0.5 M pH 7.1.. ..................... 35 mi 

Solución sustrato lDH 
Acido láctico 80% ............................. 0.562 g 
N8lC03 1 M ...................................... 2.45 ml 
Agua ................................................. 1. 987 mi 

OPI 
D-fiuctuosa 6 fosfato ......................................... 0.08 g 
NADP ................................................................ 0.005 8 
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (100 u/ml) ..... 0.8 mi 
M'IT' l�h ............................................................ 0.5 n1I 
PMS 0.1% .......................................................... 0.5 mi 
Tris-HCl 0.1 M pH 8.0 ........................................ 42.8 mi 

CIC€5€ 
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MEP 
NAT)P .............................................. 0.02 g 
NBT ................................................. 0.02 g 
Solución sustrato MDH ................... 5 mi 
PMS 0.1% ........................................ 20 mi 
MgCfi 10% ....................................... 0.2 mi 
Tris-HCI 0.1 M pH 8.4 ...................... 20 mi 
Agnn ................................................. 55 mi 

Solución sustrato MDH 
DL-ácido málico ............................... 1.34 g 
N8JCO3 2M ....................................... 4.9 mi 
Agua ................................................. 5.1 mi 
Ajustar el pH a 7.0 

PGM 
<1..-D-glucosa 1 fosfato ......................................... 0.25 g 
EDTA-Na;i .......................................................... 0.025 g 
Nn·r .................................................................... 0.01 8

N.AOP ................................................................. 0.005 g 
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (100 u/ml) ...... 0.4 mi 
MgCb ................................................................. 0.1 mi 
PMS 0.1% ........................................................... l mi 
Tris-HCI 0.1 M pH 7. l.. ...................................... 48.5 mi 

AAT 
Solución sustrato AAT. .................... 25 mi 
A.gua ................................................. 25 ml 
Azul rápido BB ................................. 0.125 g 

Post-unión: tomar 5 mi de la mezcla de solución sustrato y agua y agregsrle el azul 
nípido. fucm-porar al gel después de 15 minutos de incubaci6� a 37ºC.

Solución sustrato AAT pH 7.4 

Acido a.-cetoglutárico ....................... 0.01825 g 
Acido L-a.<Jpártico ............................. 0.0665 g 
Polivinilpirrolidona. ......................... 0.25 g 
EDTA-N11;i ........................................ 0.025 g 
N�IIPO.., .......................................... 0.71 g 
Agua ................................................ 25 ml 

CIC€S€ 
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G6PDH 
Glucosa 6 fosfato .............................. 0.08 g 
NAI>P ............................................... 0.015 g 
M'rf 1 �lo ........................................... 1 n1I

PMS 0.1% ......................................... l mi 
Tris-BCI 0.5 M pH 7.1.. ..................... 12.5 mi 
Agua .................................................. 35.5 mi 

XDH 
Hipoxantina ..................................... 0.05 g 
Tris-HCI 0.5 M pH 7.0 ...................... 5 mi 
Disolver perfectamente y mezclar con: 
NAD ................................................. 0.015 g 
MTI 1% ........................................... 1 mi 
PMS 0.1% ......................................... l mi 
Agua ................................................. 43 mi 

GDH 
NAD .................................................................. 0.025 g 
Solución sustrato GDH ..................................... 2.5 mi 
MTI 1% ............................................................ l.5 ml 
PMS 0.01% ........................................................ l ml 
Amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.0 ............. 12..5 mi 
Agua_ ................................................................. 32.5 mi 

Solución suRtrado GDH 
Glutamato de sodio ............................................. 0.2125 g 
Amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.0 .............. 5 mi 

ACP 
l•·naftil fosfato ácido ......................... 0.05 g 
Azul rápido BB .................................. 0.05 g 
Acetato de sodio 0.05 M pH 5.0 ......... 50 mi 

ODH 
NADP ............................................... 0.125 g 
Solución snstrnto ODH ..................... 0.5 mi 
MTf 1�� ........................................... l mi 
PMS 0.1% ......................................... 2.5 ml 
Tris�HCI 0.1 M pH 7.4 ...................... 46 mi 
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Soludón sustrato ODH 
1-octanol. ......................................... 1 mi 
Etanol. .............................................. 4 1nl 

SDH 
Sorbitol. ........................................... 0.25 g 
NAD ................................................. 0.005 g 
M'rf 1% ........................................... 0.7 mi 
PMS 0.1% ........................................ 1 mi 
Tris-BCI 0.1 M pH 8.0 ...................... 48.3 mi 

03PDH 
NAD ................................................. 0.025 g 
Solución sustrato OJPDH. ................ 5 mi 
M'TI' 1.% ........................................... 1.5 mi 
PMS 0 .. 1.% ......................................... l ml 
Tris-HCI 0.5 M pH 7.1.. ..................... 7.5 mi 
Agua .................................................. 35 mi 

Solución sustrato 03PDH 
DL-a-glicerofosfato .......................... 1. 08 g 
Agua ................................................ 5 mi 

PROT 

1.-Cubrir el gel con azul de Coomasie R250 (2.5%) por tma hora. 
2.-Eajuagm- con solución ftjadora y desteflidora y dejar 24 horas en esta solución. 

EST 
Arul 1ápido BB. ................................ 0.05 g 
Solución sustrato EST ...................... 1.5 mi 
Tris-HCI 0.5 M pH 7.1.. .................... 5 mi 
A.gua ................................................. 43.5 mi 

Solm:ión sustrato EST 
1 N:útil acetato .................................. 0.05 g 
2 Natlil acetato .................................. 0.05 g 
Acetona ............................................. 2.5 mi 
Agua. ................................................. 2.5 1nl 
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GAPDH 
NA0 ................................................. 0.025 g 
Atseniato de sodio ............................ 0.09 g 
Solución sustrato GAPDH ................. 5 mi 
M·rr l�·t .......................................... 1.5 mi 
PMS 0.1% ......................................... 1 mi 
Tris-HCI 0.5 M pH 7.1.. ..................... 10 mi 
Agua.. ................................................. 32.5 mi 

Solución sustrato GAPDH 
D-.fructuosa 1.6 clifosfato .................. 0.273 g 
Aldohum ............................................ 0.09 mi 
Tris-HCI 0.5 M pH 7.1.. ..................... 2 mi 
J\gu� ................................................. 3 rril 
Mezclar e incubar a 37ºC por 30 minutos. 

Amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.0 
Solución A: 

NB;!HP0-1 (anhidro) ............................. 3.5-19 g 
Agoa ................................................... 50 mi 

Solución B: 
NaH2P04 (monohidrato) ..................... 3.45 g 
Agua. .................................................. 50 mi 

¡\justar el pH a 7.0 titulando la sol.ución B con la A. 

Azul de Cooma.�ie 
Azul de Coomasie ........................ 1.25 g 
Metanol... ..................................... 227 mi 
Acido Rcético ................................ 46 mi 
Ag11a. ............................................ 227 mi 

Solución fijadora y desteflidora 
Metmiol ........................................ 600 mi 
Acido acético ................................ 200 mi 
A.gua. ............................................ 1200 mi 

,.., ,..,,.. 



1\mortigm1dor A 
Electrodo: 

Tris 0.687 M 
Ac. cHrico 0.157 M 
pH8.0 

Gel.: 

Tris 0.0229 M 
Acido cUrico 0.0052 M 
pH8.0 

Amortig,mdor B 
Electrodo: 

Tris 0.10 M 
Acido maleico 0.10 M 
EDTA-N32 0.01 M 
Clornro de magnesio 0.01 M 
pH7.4 

Gel: 

Dilución l :9 del amortiguador para electrodo. 

Amortiguador C 
Elech"odo: 

Tris 0.5 M 
Acido bórico 0.65 M 
EDTA-N32 0.016 M 
pH8.0 

Gel: 
Tris 0.05 M 
Acido bórico 0.097 M 
EDTA-Na;i 0.0016 M 
pH8.0 

Amo1tig1.mdor D 
Electrodo: 

Tris 0.135 M 
Acido cfüico 0.015 M 
pH7.0 

Gel.: 
Tris 0.009 M 
Acido cllrico 0.003 M 
pH7.0 
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Amortiguador E 
Electrodo: 

Acido cítrico 0.04 M 
pll 6.1 con amino propil morfolina. 

Gel: 
Acido cítrico 0.002 M 

pH 6.1 con amino propil morfolina. 
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