


RESUMEN de la Tesis de José Manuel Grijalva Chon presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de DOCTOR EN CIENCIAS en OCEANOLOGIA con
opcién en ECOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Enero de 1995.

ANALISIS GENETICO POBLACIONAL DEL PEZ ESPADA (Xiphias gladius)

Con el objetivo de analizar la variabilidad genética y determinar si existe més de
una poblacién en el pez espada (Xiphias gladius) del Pacifico, se utilizaron las técnicas
de ADN mitocondrial (ADNmt) y electroforesis de protefnas.

En el caso del ADNmt se analizaron 47 organismos del Pacifico Norte Occidental
(Jap6n y Mar de China), 42 del Central (Hawai) y 59 del Oriental (México), utilizando 17
endonucleasas de restriccién de seis bases. Se revelaron un total de 27 genotipos
compuestos y el 50% o més de los individuos de cada érea compartieron el genotipo més
comin. Las diversidades de nucleén y de nucleétido fueron 0.637 y 0.0019,
respectivamente y la divergencia de la secuencia de nucle6tidos media fue de 0.88%
(intervalo 0.11-2.80%). Las diferencias de nucleétido y el valor de Gst mostraron valores
muy bajos. No se detectaron diferencias en las frecuencias genotipicas de acuerdo a la
prueba G y al andlisis de Monte Carlo con 1000 réplicas. Esto nos llevé a la conclusién
preliminar de que existfa un suficiente flujo de genes a través del Pacifico Norte para
evitar la diferenciacién genética y que la hipétesis de que el pez espada representaba \m
simple stock genético no podia ser rechazada.

Por otro lado, el andlisis electroforético de protefnas se llevé a cabo en 44
organismos de Hawai y en 50 de México. Este andlisis se llevé a cabo con 16 sistemas
protefnicos, los cuales codificaron 28 loci. Cinco de ellos fueron polimérficos: ODH*,
IDH-2* GPI-A*, PROT-2* y PROT-3* La diversidad de gene promedio para las
localidades combinadas fie de 0.028, mientras que la distancia genética sobre todos: los
loci fué de 0.004. El locus GP/-A* mostré una deficiencia de heterocigotos, mientras que
IDH-2* mostré un exceso; el coeficiente de endogamia (Fis) promedio fué negativo. Se
detectaron diferencias en las frecuencias alélicas entre ambas localidades y de acuerdo a
la varianza estandarizada de estas frecuencias (Fst) el 9% de la variacién total se debe a
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la diferenciacién genetica entre México y Hawai. Estos resultados son incongruentes con
el andlisis del ADNmt. Nuestra hipétesis es que algln tipo de seleccién 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 of mtDNA, 47 organisms from Western (Japan and China Sea), 42 from
Central (Hawaii), and 59 from Eastern North Pacific were analysed, 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 among genotypes was 0.88% (rank 0.11 to
2.80%). Both mucleotide differences between populations and Gst analysis revealed low
values. No significant geographic variation in genotypic frequencies was revealed by G-
test and Monte Carlo randomization analysis with 1000 replicates. The preliminary
conclusion was that has had sufficient 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*, IDH-2%,
GPI-A*, PROT-2* and PROT-3* Pooled gene diversity was 0.029, whereas mean genetic
distance over all loci was 0.004. GPI-A* showed heterozygote deficiency and /DH-2*
showed heterozygote excess; the mean inbreeding coefficient (Fis) was negative. There
were differences in allelic frequencies among localities, and according to its standardized
variance (Fst), 9% of total variation was explained as genetic differentiation between
Mexico and Hawaii. The results are inconsistent with mtDNA restriction analysis. I
hypothetize that some kind of selection supports heterogeneity in the face of genetic flow.
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PREFACIO.

Deseo en este espacio hacer algunos comentarios con relacién a la estructura de
esta tesis. En el Capftulo I se define el marco conceptual sobre el cual descansa la raz6n
de ser de este trabajo. De esta forma empiezo con la definicién de stock, sin tratar de dar
detalles sobre la evolucién del concepto en sf, ya que esto esta suficientemente analizado y
discutido en la literatura disponible. Existen varios métodos que se utilizan, o utilizaron,
para la caracterizaci6n de stocks, sin embargo, s6lo explico en detalle los métodos
genéticos que se aplicaron en esta tesis. En el Capitulo Il se presenta cual es la
problemética a resolver y los objetivos del trabajo. Los Capitulos III y IV corresponden a
la aplicacién de los métodos genéticos para tratar de resolver el problema planteado para
el pez espada. Cabe aclarar que estos capfitulos corresponden a las versiones en Espafiol
de los manuscritos “Mitochondrial DNA analysis of North Pacific Swordfish (Xiphias
gladius) population structure” y “Allozyme evidence of genetic heterogeneity within North
Pacific swordfish (Xiphias gladius, L.)?, respectivamente. El manuscrito correspondiente
al andlisis del ADN mitocondrial se encuentra actualmente en prensa en la revista Marine
Ecology Progress Series, mientras que el correspondiente al anilisis de alozimas fiie
sometido al Joumal of Fish Biology. Es por esto que en las introducciones de los
Capitulos IIl y IV se encontrard informacién que es inevitablemente repetitiva con algunos
datos expresados en los dos primeros capitulos de esta tesis. Esto se trat6 de evitar al
maximo. 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. Ademds, incluyo la traduccién en Inglés de los

términos ya que en algunos casos no existe un equivalente “oficial” para el Espafiol y

pienso que esto ayudar4 a ubicar dichos términos.
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ANALISIS GENETICO POBLACIONAL DEL PEZ ESPADA (Xiphias
gladius) EN EL OCEANO PACIFICO.

I. INTRODUCCION.

I.1 El concepto de stock.

Desde los inicios de 1a Ciencia Pesquera en la segunda mitad del siglo pasado, hasta
nuestros dfas, el concepto de stock ha sufrido cambios sustanciales. De una manera més
simple, los recursos pesqueros o stocks podfan definirse con una base geogréfica,
dependiendo del radio de accién de la flota o la distribucién geogrifica del recurso, o bien
de acuerdo a la vulnerabilidad para un cierto tipo de arte de pesca (Ganldie, 1991). Sin
embargo, estas formas de definir a los stocks representaban formas muy generales y dejaban
fuera todos los aspectos que implican una identidad con un sentido mas biolégico.

Aunque todavia existen quienes consideran a los stocks como meras unidades de
explotacién (Royce, 1984), el interés mundial de poder definir a los stocks con una base
biol6gica estd reflejado en las memorias del Symposium sobre el Concepto de Stock (Berst y
Simon, 1981). Thssen et al. (1981) definen stock como un grupo intraespecifico de individuos
que se reproducen al azar con integridad espacial y temporal. Desde un punto de vista
pesquero, esta integridad se refiere a una homogeneidad en las tasas de reclutamiento,
crecimiento y mortalidad (Cushing, 1968). Desde el punto de vista genético, la integridad
implica un acervo genético en comin que debe mantenerse diferenciado de ofros 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 conceptualizacién moderna de stock, la genética es importante ya que la
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identificacién por otros métodos, como el anélisis de pardmetros poblacionales, marcado-
recaptura, fisiologfa y comportamiento, morfometrfa, merfstica, estructuras calcificadas y
citogenética tienen dificultades implicitas que les restan confiabilidad (Ihssen et al. 1981).
Una de estas dificultades es que, en la variacion fenotipica, el medio ambiente ejerce una
influencia que en la gran mayorfa de los casos es imposible de cuantificar (Thssen et al.
1981; Allendorfet al. 1987).

A partir del inicio del Giltimo cuarto de este siglo se ha dado atenci6n a la genética en
la administracién de los recursos pesqueros. Los estudios de genética de poblaciones han
encontrado eco en pesquerfas, ya que en algunos casos la separacién entre las poblaciones o
stocks de una especie no es muy evidente. A partir de los afios cincuenta los métodos
bioquimicos empiezan a incursionar dentro de la problemética de diferenciacién de
poblaciones, primero como estudios complementarios hasta ocupar hoy en dia un lugar
preponderante como herramienta de trabajo (Utter, 1991) y se ha demostrado con mucho la
gama de problemas especificos que se pueden resolver (Wirgin y Waldinan, 1994). Sin
embargo, todavia en la década de los ochentas se reconocfa una deficiencia en la interaccién
genética-recursos pesqueros (MacLean y Evans, 1981; Allendorf et al. 1987). Aunque se
insistia que una buena administracién de los recursos y los exitosos programas de
conservacion no debian de dejar de lado los aspectos genéticos (Ryman, 1981; Allendorf et
al. 1987), parecfa ser que esto s6lo lo sabfan los genetistas poblacionales. Afortunadamente
esta mentalidad esta cambiando a medida que se van desarrollando técnicas bioquimicas con
mayor resolucién en la identificacién de genotipos y por el incrementado interés en el

manejo adecuado y la conservacién de los recursos pesqueros.
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1.2 Métodos genéticos para evaluacién de stocks.

Para la caracterizacién de stocks o poblaciones, el método electroforético de
proteinas ha sido el que ha ocupado un lugar importante debido a su versatilidad y
resoluciéon (Utter et al. 1974, 1987; Thssen et al. 1981). Para la caracterizacién de
poblaciones es importante medir las frecuencias alélicas (Utter et al. 1987). El fundamento
del método electroforético se basa en las cargas eléctricas netas de las proteinas, 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 proteinas en solucién (Richardson et al.
1986). En base a esto es importante tomar en cuenta las siguientes consideraciones (Leary y
Booke, 1990):

a) La composicion de amino#dcidos y la carga eléctrica de una proteina son
caracteristicas genéticamente determinadas y la variacién de esos atributos puede ser usada
para obtener una idea de la divergencia genética que existe entre poblaciones.

b) Las proteinas pueden estar compuestas de miltiples cadenas polipeptidicas,
influyendo esta estructura sobre el nimero de estados cargados que una proteina puede
poseer en un individuo y por lo tanto sobre el niimero de componentes que podrén ser
separados por electroforesis.

c) Es posible determinar con seguridad las posiciones de enzimas particulares en una
electroforesis ya que ellas catalizan reacciones quimicas altamente especificas y para lo cual
se han formulado tinciones.

En relacién al Gltimo punto, lo que observamos al final de una corrida electroforética

es una serie de bandas indicando la presencia de una enzima particular. Las tinciones
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bioquimicas formuladas que permiten visualizar esas bandas en el gel contienen el sustrato
especifico para la enzima y un colorante que precipita cuando ocurre la reaccién (Hartl,
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: almidén, poliacrilamida, acetato de celulosa y agarosa. No es posible
jerarquizar entre estos medios de soporte ya que cada uno tiene sus propias ventajas y
desventajas y la opcién depende de los recursos disponibles y de la experiencia y gusto
personal (Murphy et al. 1990; Leary y Booke, 1990; Richardon et al. 1986). El método del
gel de almidén ha sido el més 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 sus
ventajas principales estan el bajo costo y la capacidad de obtener varias rebanadas
horizontales de un s6lo gel que permiten analizar diferentes enzimas en una sola corrida
(Aebersold et al. 1987).

La electroforesis de proteinas ha llegado a ser un método esténdar y de relativa
sencillez de uso, pudiendo generar rdpidamente grandes voliimenes de datos de gemotipos y
frecuencias de alelos entre las presuntas poblaciones. La literatura en relacién a la utilidad
de este método en estudios de peces es basta. Allendorf y Utter (1979) presentan un buen
andlisis de la genética de poblaciones de peces con base en estudios electroforéticos, desde
sus inicios hasta los aftos setenta. Este método ha sido extensivamente utilizado durante los
ochentas, y aiin en los noventas, para verificar el nGmero de poblaciones de peces presentes

en dreas determinadas del océano o zonas costeras (Richardson, 1982a, 1982b; Beckwitt,
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1983; Grant, 1984, Shaklee, 1984, Ramsey y Wakeman, 1987; Crawford et al. 1988;
Wakeman y Ramsey, 1988; Hedgecock et al. 1989; Alves y Coelho, 1994; Gold et al. 1994,
Toline y Baker, 1994; entre otros). Esta técnica también ha sido Gtil para calcular la
contribucién porcentual de varias poblaciones de una misma especie que confluyen en un
érea determninada. Un ejemplo tipico es el caso de los salmones, en donde existe una
pesqueria en alta mar que abarca varias poblaciones simultaneamente, lo que se conoce
como pesquerfa mezclada (Pella y Milner, 1987; Grant et al. 1980; Beacham et al. 1985a,
1985b).

Los estudios de sistemdtica de peces también se vieron enriquecidos por las
herramientas genéticas disponibles (Avise, 1974). Con ayuda de la técnica electroforética de
proteinas has sido posible revisar las relaciones filogenéticas intrafamiliares (Johnson,
1975; Graves y Somero, 1982; Lee y Chao, 1990) e inclusive ha sido posible detectar nuevas
especies (Shaklee et al. 1982; Leavery y Shaklee, 1991) y proponer subespecies (Fairbaimn,
1981). Por otro lado, tambien ha sido posible resolver controversias en relacién a la
presencia de especies en éreas de pesca determinadas (Wilson yAlberdi, 1991).

El lugar que ocupa un gen en un cromosoma se conoce como locus (en plural loci) y
los alelos son las diferentes formas de un gen en un locus determinado (Utter et a/. 1987).
Para que se puedan obtener datos confiables es necesario analizar al menos 50 individuos y
30 loci (Utter et al. 1987). La precisién en el cédlculo de las frecuencias alélicas esta
estrechamente relacionada con el ntmero de organismos muestrados, por esto no se
recomiendan tamafios de muestra pequefios.

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
afribufda 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
aminodcidos en las protefnas, ademas no todos los cambios en aminoicidos 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 un gran poder de
resolucién que implican el uso de endonucleasas de restriccion (Ferris y Berg, 1987). Estas
enzimas cortan el ADN en sitios especificos de reconocimiento, produciendo fragmmentos de
diferentes longitudes. En esta técnica el ADN utilizado es el que se encuentra en las
mitocondrias.

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular de 15,000 a 18,000 pares
de bases de longitud en los vertebrados y codifica dos ARN ribosomales, 22 ARN de
transferencia, 13 polipéptidos y la regién control de replicacion (Ferris y Berg, 1987).
Aunque el ADNmt contribuye con menos del 1% del genoma total de cada célula, posee dos
caracterfsticas importantes: una elevada tasa de evolucién y se hereda (con contadas
excepciones) por via materna (Brown et al. 1979). El ADNmt evoluciona de 5-10 veces mas
répido que el ADN nuclear, proporcionando por lo tanto wma visién amplificada de las
diferencias entre poblaciones. Esta alta tasa evolutiva se ha atribuido a la combinacién de
dos factores: una elevada tasa de mmatacién y una elevada tasa de fijacién de esas
mutaciones. Esto puede ser favorecido por una deficiencia, o inclusive carencia, de una
efectiva funcién editora en el complejo de replicacién y de un sistema reparador eficiente

(Brown et al. 1979). Este descubrimiento fite de vital importancia y con una gran utilidad
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préactica. La técnica esténdar de electroforesis de protefnas fue el Ginico método utilizado en
los afios setenta para medir la distancia genética entre especies o poblaciones, sin embargo
las diferencias tenfan que acumularse sobre un largo perfodo de tiempo evolutivo para que
pudieran ser detectadas. Debido a la alta tasa de evolucién del ADNmt, cambios pequefios
generados relativamente poco tiempo atrds podian ahora ser detectados y medidos.

La herencia por via materna es posible ya que las mitocondrias del esperma se
encuentran en la cauda, la cual queda fuera del 6vulo en la fecundacién. Esta transmisi6n
permite el seguimiento de lineas maternas ya que el genoma mitocondrial no experimenta
recombinacién. Esto no significa que la participacién paterna sea completamente exclufda ya
que Gyllesten et al. (1991) demostraron que en repetidas retrocruzas hibridas en ratones la
frecuencia de transmisi6n paterna era del orden de 1 en 1000. En la naturaleza es dificil un
caso similar de retrocruzas en esa magnitud, sin embargo este descubrimiento derrumbé el
dogma de la herencia materna exclusiva del ADNmt.

La utilizacién del ADNmt como herramienta genética en estudios poblacionales se
realiza por medio del método conocido como Polimorfismo de la Longitud de los
Fragmentos de Restriccién o RFLP por sus siglas en inglés. Esto implica el uso de enzimas
de restriccién que reconocen una corta secuencia especifica de bases (cuatro, cinco o seis)
del ADN y rompen la cadena en un sitio de la secuencia. Las enzimas de restriccién que
reconocen secuencias grandes producirén un menor nimero de fragmentos, ya que estas
gecuencias estardn presentes en un menor niimero de veces en el genoma. Tipicamente, las
enzimas de restriccién que reconoce una secuencia de seis bases producirén de uno a ocho

fragmentos de ADNmt, mientras que las que reconocen cuatro bases producirén de tres a seis
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veces més fragmentos que las hexonucleasas (Ferris y Berg, 1987; Tegelstr6m, 1992). De
esta forma, utilizando varios tipos de enzimas, se obtiene una serie de fragmentos de
diferentes tamafios que se pueden separar por electroforesis. Obviamente, el nimero de
fragmentos producidos serd equivalente al nimero de sitios de reconocimiento que tenga una
molécula de ADNmt de un organismo dado (Avise y Lansman, 1983). Esto complementa la
baja resolucién de la técnica de electroforesis de proteinas. Dada la especificidad de las
endonucleasas, cualquier cambio al nivel de bases dentro de la secuencia de reconocimiento,
es decir una mutacién puntual, es detectado, produciéndose una pérdida o una ganacia para la
restriccién enzimdtica. Comparando la ubicacién de los sitios de restriccién o bien
comparando el tamafio de los fiagmentos producidos, es posible obtener el grado de
similitud (o divergencia) genética entre especies relacionadas o entre las diferentes
poblaciones de una especie.

El primer estudio en peces que utiliz6 el anélisis de restriccién del ADNmt para
definir poblaciones fue el de Graves et al. (1984), quienes no encontraron diferenciacién
genética entre los barriletes (Xatsuwonus pelamis) del Atldntico y del Pacifico. Graves y
Dizon (1986) propusieron que cualquier consideracién administrativa de los barriletes que
implique la separacién de la poblacién en diferentes unidades, debe estar bagada en criterios
no genéticos. Por esto se entiende que sélo se implicarfan criterios jurisdiccionales y
aspectos de conservacién del recurso.

Después de 1984, el uso del ADNmt en estudios poblacionales de peces se ha venido
incrementando poco a poco. Estos estudios han venido a confirmar resultados preliminares

de identificacién de stocks (Komfield y Bogdanowicz, 1987; Hanzawa et al 1987; Graves y
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Dizon, 1989), a poner en evidencia las diferencias que por otros métodos no era posible
discernir (Avise et al. 1986; Komnfield, 1986; Ward et al. 1989; Seyoum y Komnfield, 1992;
Mulligan et al. 1992) o eliminar las diferencias que otros métodos proponfan (Graves y
Dizon, 1989; Shields et al. 1990, Numachi et al. 1990). Como es de suponerse, la
versatilidad y grado de resolucién de esta técnica también fue de gran importancia en la
solucién de los problemas de pesquerias mezcladas (Ferris 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
altamente complementarios (Allendorf et al. 1987). Pocos son los trabajos que comparan
directamente ambas metodologfas. La tendencia general ha sido probar la metodologia del
ADNmt tiempo después del andlisis electroforético de protefnas. Esto es obvio si tomamos
en cuenta que primero se desarrollé la técnica electroforética. El poder analizar ambas
metodologias simultdneamente en una especie determinada permite la posibilidad de conocer
el alcance de la electroforesis de proteinas en el reconocimiento de poblaciones de esa

especie.
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II. PRESENTACION DEL PROBLEMA.

1.1 Generalidades biol6gico-pesqueras del pez espada

Un caso de sumo interés para resolver en pesquerias y que concierne a México es el
pez espada, Xiphias gladius (Figura 1). Este pez es una de las doce especies de picudos, los
cuales son de interés comercial y deportivo (Nakamura, 1983). El pez espada puede ser
considerada una especie cosmopolita y su limite de distribucién latitudinal est4 entre los
45°N y 45°S, con extensiones de hasta los 60°N (Nakamura, 1983).

Nakamura (1983) en su extensa revision sobre losg picudos, sittia al pez espada como
la Gnica especie de la familia Xiphiidae, el resto de las especies las agrupa en la familia
Istiophoridae. Ademés sugiere que la similitud entre ambas familias se debe a una simple
convergencia adaptativa. Sin embargo, Nelson (1994) propone que los picudos se agrupen en
la familia Xiphiidae y ésta a su vez ge divida en dos subfamilias: Xiphiinae, en donde se
incluyé al pez espada; e Istiophorinae con todas las demés especies. Esta propuesta la hace
con base en que las semejanzas entre ambas familias no son una mera convergencia sino
rasgos que involucran una divergencia a partir de un ancestro en comdn.

La pesquerfa de picudos en aguas mexicanas data de inicios de los afios sesenta,
cuando la flota palangrera japonesa incursioné en nuestras aguas (Polanco-Jaime et al.
1987). De hecho, una de las cinco éreas de agregaci6n del pez espada en el Océano Pacifico
se encuentra en aguas frente a Baja California (Sakagawa, 1989). A la fecha se han realizado
excelentes evaluaciones pesqueras del estado del recurso, sin embargo en ninguna de ellas la

designacién de stock tiene una base genética. Bartoo y Coan (1989) realizaron la evaluacién
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Figura 1. El pez espada, Xiphias gladius.
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del recurso a partir de datos de captura por unidad de esfuerzo tomando como base dos
hipétesis: el pez espada se compone de uno o tres stocks. En el caso de tres stocks, éstos
estarfan confinados al Pacifico Noroeste, Suroeste y Este, con la designacién de los limites
en una forma mas bien arbitraria. La conclusién de estos autores es que para ambas hipétesis
el estado del recurso es bueno. Skillman (1989a) consideré que el pez espada del Pacifico
consistfa de un stock, el cual se encontraba en una buena condicién. Este antor propuso que
el Pacffico Noroeste podfa considerarse como un drea indice ya que fie ahf en donde se
concentraba la mayor abundancia del recurso. Mds recientemente, Sosa-Nishizaki y Shimizu
(1991) presentan cuatro éreas de agregacién nmry importantes, definidas con base en los
datos de captura de la flota pesquera japonesa. Estas éreas se presentaron a) frente a Japén,
en el Pacifico Central y Noroeste; b) frente a la Pen{nsula de Baja California; c) frente a la
costa Oeste de Sudamérica; y d) frente a la costa Este de Australia y Norte de Nueva
Zelanda. Estas agregaciones presentaban perfodos de expansion y contraccion quedando sus.
limites relativamente cerca, a excepci6n del correspondiente a Australia y Nueva Zelanda, el
cual ge mantenia relativamente aislado. Un hecho importante que Sosa-Nishizaki (1990)
reporta es que las hembras que se encontraban en Baja California no presentaban evidencias
de madurez sexual avanzada ni se encontraron larvas de esta especie. Esto suger{a que Baja
California podria ser una zona de alimentacién y premaduracién, sin embargo es importante
poder discemir el origen de los organismos presentes en aguas mexicanas. La solucién de
este problema tendrd fuertes implicaciones desde el punto de vista del manejo y

administracién de este recurso.
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IL2 Objetivo.

El objetivo de este estudio es analizar la estructura genética poblacional del pez
espada, Xiphias gladius, en el Océano Pacffico Norte. Esto fiue con el fin de conocer la
variabilidad genética de este recurso pesquero y comprobar si en realidad existe mas de un
stock en esta regi6én del Pacifico.

Este estudio se llev6 a cabo en dos niveles:

A) El andlisis del ADN mitocondrial que se llevé a cabo a través de la
determinaci6én del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP), lo
que permiti6 obtener una estimacié6n fina de la extensién de la variabilidad genética entre las
tres zonas del Pacifico norte estudiadas: Occidental (Jap6n y Mar de China), Central
(Hawai) y Oriental (Baja California).

B) El anélisis electroforético de protefnas en gel de almidén que permiti6 determinar
el porcetaje de loci polimérficos, la heterocigosis, la variacién en el equilibrio de Hardy-
Weinberg, la heterogeneidad de las frecuencias alélicas, la distancia y el grado de

diferenciacién genética en dos localidades del Pacifico Norte: Central y Oriental.
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variabilidad genética de este recurso pesquero y comprobar si en realidad existe mas de un
stock en esta regi6n del Pacifico.

Este estudio se llev6 a cabo en dos niveles:

A) El andlisis del ADN mitocondrial que se llevé a cabo a través de la
determinacién del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP), lo
que permitié obtener una estimacién fina de la extensién de la variabilidad genética entre las
tres zonas del Pacifico norte estudiadas: Occidental (Japén y Mar de China), Central
(Hawai) y Oriental (Baja California).

B) El anélisis electroforético de proteinas en gel de almidén que permiti6 determinar
el porcetaje de loci polimérficos, la heterocigosis, la variacién en el equilibrio de Hardy-
Weinberg, la heterogeneidad de las frecuencias alélicas, la distancia y el grado de

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

Qo

Cilcese



14

III. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL A PARTIR DEL
ADN MITOCONDRIAL.

MI.1 Introduccié6n.

El pez espada (Xiphias gladius) es un pez peldgico con una distribucién mundial
(Nakanmga, 1983). Es una especie apreciada, conocida por su came blanca y firme, sabor
agradable y un alto valor en la proporcién de came:hueso (Sakagawa, 1989). Los mayores
mercados para el pez espada son Europa oriental, Japén y los Estados Unidos (Sakagawsa,
1989). En Jap6n es una especie cara y se utiliza como sashimi o se vende como filetes para
ger cocido o frito (Ueyanagi et al. 1989). Las capturas de pez espada en el Océano Pacifico
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 Pacifico, varios antores han
intentado delimitar fronteras entre stocks putativos. Skillman (1989a) sugiri6 que habia un
simple stock. Bartoo y Coan (1989) llevaron a cabo un andlisis pesquero basado en la
existencia de uno y tres stocks. Sakagawa (1989) mencioné cinco éreas de alta abundancia
relacionadas con zonas frontales y Sosa-Nishizaki (1990) sugirié la existencia de cuatro
unidades pesqueras en el Pacifico. Estos estudios fueron basados en el andlisis de la
distribucién de las capturas y la necesidad de otros métodos de identificacién 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). En los vertebrados, el ADNmt es
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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 regién de
replicacion (Ferris y Berg, 1987). Aunque el ADNmt comprende menos del 1% del genoma
total de cada célula, presenta dos caracteristicas muy importantes: una alta tasa de evoluci6n
y una via materna de transmisién. El hecho de que los genes del ADNmt evolucionan de 5-10
veces mds rapido que sus contrapartes nucleares proporciona una visién amplificada de la
diferenciacién poblacional (Brown et al. 1979).

Existen pocos estudios sobre genética poblacional del pez espada. Alvarado-Bremer
(1992) realiz6 un andlisis de RFLP de la molécula total del ADNmt con unos pocos
organismos capturados en el Océano Atléntico. Este autor propuso la existencia de una
estructura poblacional tomando como base los valores de la divergencia de la secuencia
obtenida (>1.6%), pero su promedio fue bajo, ~0.79%. A una mayor escala, Magoulas et al.
(1992), trabajando también con toda la molécula, encontraron evidencia de diferenciacién
entre los peces espada provenientes del Mar Mediterréneo y del Océano Atléntico. Por ofro
lado, Chow (1992), utilizando el anélisis de RFLP en el gen del Citocromo b del ADNmt, no
encontré evidencia de diferenciacién entre los océanos Pacifico e Indo-Pacifico. Finnerty y
Block (1992) secuenciaron el gen del Citocromo b de un pequefio namero de organismos de
los océanos Atléntico, Pacifico y Mediterrdneo y encontraron baja variacion intraespecifica
Por ofro lado, anélisis de alozimas para 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 Pacifico Norte.
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I1L.2 Material y métodos.

Se colectaron 148 organismos de tres #reas del Pacifico Norte (Figura 2). En el
Pacifico Occidental (Jap6n y Mar de China) se capturaron 47 organismos por la flota
comercial palangrera durante enero a marzo de 1992. En el Pacifico Central (Hawai) se
colectaron 42 organismos durante un crucero de pesca cientifica exploratoria durante abril-
mayo de 1992, utilizando palangre. En el Pacifico Oriental (Baja California) se capturaron
59 organismos por la flota comercial durante el perfodo de noviembre de 1991 a febrero de
1992, utilizando redes agalleras de deriva. Las muestras del Pacifico Occidental fueron
mantenidas a bordo entre -20°C y -70°C (dependiendo de la embarcacién) y a -70°C en el
laboratorio, mientras que las restantes (Hawai y México) se preservaron en etanol.

El ADN total se aislé a partir de 50-100 mg de masculo esquelético. Las muestras se
homogenizaron en S00 pl de amortiguador STE (Tris-HCl 10 mM pH 8, NaCl 10 mM,
EDTA 50 mM). La pared celular se rompi6 con 25 pl de SDS al 20% y las moléculas de
protefnas fueron desnaturalizadas con 25 pl de proteinasa K en solucién (20 mg/ml) durante
una incubacién a 37°C durante toda la noche. Después de un tratamiento con fenol-
cloroformo-isoamilalcohol, el ADN fue precipitado con etanol. Este precipitado fue
redisuelto en 200 pl de amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM).

Las muestras de ADN fueron digeridas con 17 endonucleasas de restriccién de seis
bases (4pal, BamHI, Bgll, Bgill, Dral, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Kpnl, Pstl, Pvull, Sacl,
Sacll, Sall, Smal, Xbal, Xhol). Se utilizaron de 10 a 12 wnidades de cada enzima en las

mezclas de reaccion, siguiendo las instrucciones de los fabricantes (Takara Shuzo, Toyobo y
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Figura 2. Mapa del Pacffico Norte mostrando los sitios de colecta y el tamafio de muestra.
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New England Biolabs). Las reacciones fueron finalizadas agregando 2 pl de una solucién
colorante conteniendo urea 7 M, bromofenol azul al 0.1%, EDTA 10 mM y sucrosa al 50%.
Los fragmentos de ADN fueron separados por tamafio en geles horizontales de agarosa al
0.8% utilizando amortiguador TAE 1x (50x: Tris-HCI 2M pH 8, 4cido acético 1 M, EDTA
50 mM), corriendo a 75-80 V (45 mA) por dos horas. El estémdar de tamafios utilizado fue
ADN Lamba digerido con Hindlll. Después de la electroforesis se llevé a cabo una
transferencia Southern para pasar los fragmentos a una membrana de nailon (Hybond-N,
Amersham). Para este paso se utilizé6 una cémara de soporte con presién negativa, fijando los
fragmentos de ADN a la membrana con luz UV (Sambrook et a!. 1989).

Se utiliz6 como sonda la molécula circular cerrada de ADNmt de salmon
(Oncorhynchus keta), purificada por centrifugaciéon grandiente de CsCl de acuerdo a
Nunachi et al. (1990) y marcada con digoxigenina-dUTP por el métado de promotores al
azar, siguiendo las instrucciones del fabricante (Boehringer Manheim GmbH). En el
apéndice B se detallan los protocolos de laboratorio.

La variabilidad genética intrapoblacional fie medida en dos formas: la diversidad
de nucleén (Nei y Tajima, 1981) y la diversidad de nucleétido (Nei, 1987). En ambos
casos, el emror estindar se calculé de acuerdo a Nei (1987). Estas diversidades fueron
calculadas para cada drea por separado y en la combinacién de las tres. Se estimé el namero
de sustituciones netas de nucleétidos entre las dreas muestreadas de acuerdo a Nei (1987).
Para probar la homogeneidad de las frecuencias de haplotipos entre las zonas muestreadas
se utilizaron dos métodos: la pruba G (Sokal y Rohlf, 1981) y la aproximacion aleatoria de

Monte Carlo (Roff y Bentzen, 1989) con 1000 réplicas. Se calculé el porcentaje de la
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divergencia de secuencia entre los haplotipos a partir de los patrones de los fragmentos de
restriccién, utilizando el método de las diferencias de longitud (Nei, 1987). Se realiz6 el
anélisis Gst de diferenciacién de gene entre las muestras (Nei, 1987), considerando los

haplotipos como alelos.

II1. 3 Resultados.

De las 17 enzimas de restriccion utilizadas, tres (BamHI, Xkol y EcoRI) no cortaron
el ADNmt del pez espada. Seis enzimas (Ybal, HindIll, EcoRV, Pstl, Bg/ll y Sall)
dividieron la molécula en dos 0 més fragmentos pero no revelaron variacién. Ocho enzimas,
Bgll, Apal, Dral, Sacl, Kpnl, Pvull, Sacll y Smal mostraron de dos a seis patrones de
fragmentos de restriccién diferentes (Apéndice C). Se estimé que el tamafio de la molécula
de ADNmt del pez espada es de 16,423+740 pb. En esta estimacién no se tomé en cuenta a
Dral debido a que bandas pequefias o comigrantes no pudieron ser detectadas. En el patrén
C de Pvull inferimos una banda comigrante por el color intenso. Aunque los fragmentos
pequefios no pudieron ser visualizados, se asumié que los patrones resultantes son producto
de simples sustituciones de nucleétidos.

Con base en los patrones de restriccién de las enzimas que mostraron polimorfismo,
ge distinguieron 27 haplotipos. Sélo cuatro haplotipos fileron comunes en las tres dreas
muestreadas y >50% de los individuos de cada érea present6 el haplotipo més com(in (Tabla
I). El resto de los haplotipos ocurrieron en baja frecuencia. Tanto la prueba G como la de

Monte Carlo indicaron homogeneidad de las frecuencias genotipicas entre las dreas (P>0.1
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Tabla I. Distribucién de haplotipos en el pez espada del Pacifico Norte. Las letras de los
genotipos compuestos denotan, de izquierda a derecha, los patrones de digestion para
Kpnl, Bgll, Dral, Pvull, Apal, Smal, Sacl y Sacll.

HAPLOTIPOS

VW 0 NN Hd W —

NN NN NN NN = o = o = e e s
NN AW N = O W O N AR WN —- O

Num. de organismos
Numn de genotipos

GENOTIPO
COMPUESTO

AAAAAAAA
AAAAAABA
AAACABBA
AAAAABBA
AAAAAEAA
AAAAAACA
AABAAADA
AABABAAA
AADABAAA
ACAAAAAA
AFAAABBA
AAAABAAA
AAAACAAA
AABAAABA
AAAADAAA
AABAAACA
AABAAAAA
ADAAAAAA
AAAAFAAA
AAABCAAB
ABAAAAAA
ACACABBA
AACAAAAA
CAAAAAAA
BAAAAAAA
AADAAABA
AFAAAAAA

ESTE CENTRO OESTE
39 21 28
5 2 5)
3 3 1
1 1 2
1 2 .

1 1
1 1
1
1
1
1
1
1 1
1 1
1 1
1 1
2 3
1 2
1
i
1
1
1
1
1
1
1
59 42 47
15 12 12
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en ambos casos).

En la Tabla II se muestran las diversidades de nucle6n y de nucleé6tido; los valores
combinados fueron de 0.64 y de 0.0019, respectivamente. El porcentaje de la divergencia de
secuencia entre los haplotipos vari6é de 0.11 a 2.80, promediando 0.88+0.47 (ver apéndice D
para mayor detalle). El nimero de sustituciones netas de nucleétidos 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.

.4 Discusién.

El tamafio de la molécula del ADNmt del pez espada estd dentro del rango reportado
para otros peces y los valores de la divergencia de secuencia entre los haplotipos
corresponden al nivel intraespecifico en peces marinos (Becker et al. 1988; Billington y
Hebert, 1991). A partir de nuestros datos, no podemos rechazar la hipétesis de
homogeneidad genética en el pez espada del Pacifico Norte. Las diferencias en frecuencias
genotfpicas revelan estructura poblacional (Chakraborty y Leimar, 1987). En este sentido, la
gefial poblacional en una poblacién estructurada puede estar definida por el genotipo
dominante. El pez espada del Pacffico Norte no estd estructurado (de acuerdo a nuestros
datos) y el andlisis de frecuencia de los haplotipos no mostré diferencias estadisticamente
significativas. Ademss, sélo el 4.6% de la diversidad total es afribufble a las diferencias
genéticas entre las dreas. Adicionalmente, los valores negativos de las sustituciones netas de

nucleétidos entre las 4reas indican una relacién muy cercana entre ellas (Nei y Tajima,
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Tabla II. Diversidades de nucle6n y de nucle6tido en cinco especies de picudos. E.S. = error
estdndar.

DIVERSIDAD DIVERSIDAD DE
DENUCLEON ES. NUCLEOTIDO (%) E.S.
Pez espada*
(Xiphias 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
Marlin azul**
(Makaira nigricans)
Atléntico-Pacffico 0.86 1.99
Pacifico 0.45 0.33
Pez vela**
(Istiophorus platypterus)
Atléntico-Pacffico 0.62 0.87
Pacifico 0.00 0.00
Marlin blanco**
(Tetrapturus albidus)
Atléntico 0.70 0.35
* Este estudio

** Graves y McDowell (1992)
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1981). Estos resultados apoyan la hipétesis de homogeneidad genética en el pez espada del
Pacffico Norte.

En ausencia de aislamiento reproductivo por barreras geogrificas o por diferencias
en perfodos de desove, la capacidad natatoria de los peces puede vencer el aislamiento por
distancia en grandes dreas ocednicas. La similitud genética encontrada en la albacora
(Thunnus alalunga) y en el bonito (Katsuwonus pelamis) por Graves et al. (1984) y Graves
y Dizon (1989) entre los océanos Pacifico y Atléntico 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 una alta capacidad de movimiento. Un caso notable es
un marlin azul (Makaira nigricans) marcado en aguas frente a Baja California y recuperado
cerca de Nueva Zelanda, a casi 6,000 km de distancia (Pepperell, 1990). Aunque no existen
resultados de programas de marcado en el Océano Pacifico, suponemos, en base a los
movimientos de la especie en el Océano Atléntico (Miyake y Rey, 1989), que se pueden
mover sobre largas distancias.

Scott y Tibbo (1968) sugirieron que el pez espada se alimenta sobre un amplio rango
de profundidad. Este comportamiento fue confirmado por telemetrfa actstica y ecogramas
(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 estarfa limitada en una escala ocednica y se esperaria una
estructuracién de la poblacién. Sin embargo, nuestros datos sugieren que el intercambio de

genes es suficiente para evitar una estructuracién 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 interocednicas en el
marlin azul y pez vela (Istiophorus platypterus). Para el marlin rayado del Pacifico
(Tetrapturus audax) ellos encontraron una alta variacién, sugiriendo més de una poblacién.
Entre los picudos, el pez espada tiene una baja diversidad de mucleétido (Tabla H), sin
embargo esta comparacién se debe de tomar con cuidado ya que se utilizaron un nGmero
diferente de endonucleasas de restriccion.

El pez espada puede estar estructurado a un nivel interoceénico como el marlin azul y
el pez vela. Esto lo sugiere las diferencias de los resultados de Dral de Alvarado-Bremer
(1992) y de EcoRV, Bg/l y Pvull de Magoulas et al. (1992). Creemos que un estudio
comparativo utilizando las mismas enzimas de restriccién podria mostrar resultados
interesantes. Para obtener una idea completa de la estructura poblacional de este recurso en
el Océano Pacifico se debe de realizar un andlisis con organismos provenientes del Pacifico
Sur.

La estructura genética poblacional es una pieza fundamental de informacién para
cualquier especie que requiere manejo (Baverstock y Moritz, 1990). En el Pacifico el pez
espada habfa sido previamente dividido en varias éreas (stocks) considerando sélo los datos
pesqueros. Sin embargo, no es posible delimitar fronteras administrativas con diferentes
estrategias de manejo, ya que la presién de pesca en un érea puede afectar al resto de las
éreas. En este sentido, los programas de manejo del pez espada, al menos en el Pacifico
Norte, deben inclufr un acuerdo internacional entre las naciones involucradas en esta

pesqueria, considerando los nuevos datos sobre la estructura genética poblacional.
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IV. EVIDENCIA DE HETEROGENEIDAD GENKETICA A PARTIR DE
ALOZIMAS.

IV.1 Introduccién.

El pez espada (Xiphias gladius) es una especie cosmopolita y se encuentra en todos
los océanos tropicales y templados (Nakamura, 1983). Es un pez apreciado como alimento y
esta sujeto a una pesqueria multinacional en todo su rango de distribucién (Sakagawa, 1989).
En 1991, la captura global fue de 67,142 t, de las cuales se pescaron en el Pacifico 29,245 t
o aproximadamente el 44% (FAO, 1993).

Se han propuesto una variedad de estructuras poblacionales para el pez espada, que
van desde uno a cuatro stocks tomando como base los datos de la pesquerfa del Pacifico
(Bartoo y Coan, 1989; Skillman, 1989ay Sosa-Nishizaki y Shimizu, 1991). El anélisis RFLP
del ADN mitocondrial presentado en el Capftulo 3 apoya la hip6tesis de un stock Gnico.

Los andlsis 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, Thssen et al. 1981). Aunque los estudios sobre ADNmt han
demostrado una mayor resolucién para detectar subestructura poblacional (Ferris y Berg,
1987), ambos métodos son complementarios ya que cubren diferentes tipos de herencia: la
electroforesis de proteinas analizan datos fenotipicos a partir de loci y allelos diploides (en
la mayorfa de los casos) trasnmitidos por reproduccién sexual; y la metodologfa del ADNmt
analiza fragmentos de ADN haploide heredado (usualmente) por via matema y de répida
evolucién (Allendorfet al. 1987). Sin embargo, existe evidencia de resultados incongruentes

utilizando ambas metodologfas, es decir, en algunos caso el andlisis del ADNmt no ha sido
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capaz de detectar estructuracién poblacional (Ferguson et al. 1991; Stott et al. 1992; Ward
et al. 1994). Debido a que el estudio de las variantes alélicas nucleares involucra un
intercambio sexual entre los individuos, es posible inferir la salud poblacional por medio de
la variacién genética (Nevo, 1978). Esta salud poblacional puede estar influenciada por
seleccién natural y/o deriva genética. Ademds, en el caso de un recurso pesquero, las
précticas de captura pueden afectar tales rasgos evolutivos (Nelson y Soulé, 1987).

La intencién de este estudio fue conocer la variacién genética diploide del pez

espada y probar la homogeneidad genética a la luz del andlisis alozimético.

IV.2 Material y métodos.

Para el estudio de variacién alozimética se utilizaron muestras de masculo blanco,
higado y corazén de 44 individuos provenientes de Hawai y 50 de México (ver Capitulo 3
para detalles de muestreo). Las muestras se conservaron a bordo a -20°C y en el laboratorio
a -70°C. En algunos organismos ocurri6 desactivacién de enzimas debido quiz4 al lapso de
tiempo transcurrido entre la colecta y el anélisis de las muestras (1-1.5 afios).

Las muestras, aproximadamente 5 g, fueron homogenizadas en un volumen igual de
una solucién consistente de Tris-HCI 0.1 M pH 8, NAD, NADP y polivinilpirrolidona
(100:0.1:0.1:1, v:w:w:w), utilizando un homogenizador eléctrico de acero inoxidable
(Tissumizer Tekmar). En el caso del higado se agregé 0.5 ml de tolueno. Las muestras

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

fueron transferidos a tubos con tapa y almacenados a -70°C.
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El andlisis de alozimas comprendi6 16 sistemas proteinicos, los cuales codificaron 28
presuntos loci (Tabla IIT). Se siguid, en general, la metodologfa descrita por Aebersold et al.
(1987) con la Ginica excepcién de que no utilizamos agar en el procedimiento de tincié6n. El
medio de soporte fue gel de almidén (Sigma S4501) al 12%. En el Apéndice E se describen
en detalle las soluciones amortiguadoras y los sistemas enziméticos utilizados.

Para la interpretacién de los zimogramas se siguieron los criterios de Grant y Utter
(1980) y Grant et al. (1984). Se tomé6 en cuenta la nomenclatura de Shaklee et al. (1990), de
esta forma los loci se designaron en forma ascendente empezando con el nimero 1 para el
locus més cercano al cétodo. Los alelos para los loci polimérficos fiteron designados con
letras minGisculas, empezando con la letra “a” para los alelos mas cercanos al 4nodo.

Los datos se analizaron con el programa Biosys-1 de Swofford y Selander (1981).
Un locus fie considerado polimérfico si la frecuencia del alelo més comiin no excedié 0.95.
La heterocigosis media sobre todos los loci se calculé de acuerdo a la férmula insesgada de
Nei (1978). La hipétesis de equilibrio de Hardy-Weinberg se prob6 para todos los loci
polimérficos por medio de una prueba de ji cuadrada, agrupando los genotipos cuando se
observaron mas de dos alelos. Se aplicaron las correcciones de Lavene para muestras
pequefias y de Yates para continuidad (Swofford y Selander, 1981). Se calcularon las
probabilidades exactas de la significancia sélo para verificar la concordancia con la prueba
de ji cuadrara

Se calcul6 la distancia genética (Nei, 1978) entre las localidades, asf como el Fis o
coeficiente de endogamia y el Fist o varianza estandarizada de las frecuencias alélicas para

medir la cantidad de diferenciacién entre las subpoblaciones (Wright, 1965). Se probé la
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Tabla III. Sistemas protefnicos y loci resueltos en el pez espada del Pacifico Norte.
C.E.= NGmero asignado por la Comisién de Enzimas (IUBNC, 1984).

AMORTI-
PROTEINAS CE LOCUS TEJIDO GUADOR TINCION
Isocitrato deshidrogenasa 1.1.1.42 [DHP-1* Corazon A 3
IDHP-2*  Higado
Lactato deshidrogenasa 11127 LDH-1*  Corazon A 1
LDH-2*  Corazon
Glucosa-6-fosfato isomerasa 5319 GPILA* Corazon A 1
GPI-B* Corazon
Enzima malica 1.1.1.40 MEP* Corazon A D
Fosfoglucomutasa 5422 PGM* Musculo A 2
Aspartato aminotransferasa 2611  AAT-I* Higado A 2
AAT-2* Higado
Ghucosa-6-fosfato deshidrogenasa 1.1.1.49 G6PDH™* Corazon B 2
Xanthina deshidrogenasa 1.1.1.204 XDH* Higado C 2
Glutamato deshidrogenasa 1.413 GDH* Higado C 2
Fosfatasa acida 3.132 ACP-I/*  Higado D 1
ACP-2* Higado
Octanol deshidrogenasa 1.1.1.73 ODH* Higado D 1
Sorbitol deshidrogenasa 1.1.1.14 SDH-/*  Higado D 2
SDH-2*  Higado
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 1.1.1.8 G3PDH* Higado D 2
Proteinas generales 0 ----- PROT-1* Corazon D 4
PROT-2* Corazon
PROT-3* Musculo
PROT-4* Musculo
Esterasa 311.-  EST* Higado E 1
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1.2.1.12 GAPDH-1* Corazon E
GAPDH-2* Corazon
GAPDH-3* Corazon
GAPDH-4* Corazon
Amortiguador: Tincién:
A) Tris-citrato II continuo, pH 8.0 (Selander et al. 1971). 1) Shaw y Prasad (1970)
B) Tris-maleato, pH 7.4 (Selander et al. 1971) 2) Shcaal y Anderson (1974).
C) Tris-EDTA-borato, pH 8.0 (Shaw y Prasad, 1970). 3) Abreu-Grobois (1983).
D) Tris-citrato, pH 8.0 (Tracey et al. 1975). 4) Rosa-Velez (1986).

E) Aminopropil-morfolina, pH 6.1 (Clayton y Tetriak, 1972).
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hipétesis nula Fis=0 por medio de y’=Fis’n, con k(k-1)° grados de libertad, en donde k
denota al nimero de alelos (Li y Horvitz, 1953). Se probé la hipétesis mula Fst=0 por medio
de y’=Fst’n, con (s-1)(k-1) grados de libertad, en donde s denota el nimero de localidades
geogréficas y k el nimero de alelos (Workman y Niswander, 1970). La heterogeneidad de
las frecuencias alélicas en los loci polimérficos entre las localidades se probé utilizando la
prueba G log-verosimilitud con la correccién de Yates de continuidad (Zar, 1984). El

nimero de migrantes por generaci6n se estim6 por medio de Name=(Fst- 1)/4 (Hartl, 1988).

IV.3 Resultados.

De 28 loci resueltos, cinco fueron polimérficos: ODH* IDH-2% GPI-A* PROT-2* y
PROT-3*. En la Tabla IV se muestra la variacién genética en ambas localidades. El nimero
de alelos por locus fue de 1.21 (México) y 1.32 (Hawai). La heterocigosis observada por
locus fluctué 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 fie de 0.029.

En México, dos loci estuvieron fiuera del equilibrio de Hardy-Weinberg: GP/-4*
mostré una deficiencia de heterocigotos e /DH-2* mostré un exceso (Tabla V). Este
resultado se vi6 reflejado en los valores de Fis para esos loci (Tabla VI).

La distancia genética entre las poblaciones fue muy baja, vari6 entre 0.000 y 0.078,
con una media de 0.004 sobre todos los loci. El andlisis de heterogeneidad de las
frecuencias alélicas mostré diferencias significativas (Tabla VI), llegando a ser la G total

muy significativa (G=23.815, P<0.001). Los promedios ponderados de Fisy de Fst fueron

Yo Tad =51 =



Tabla IV. Variacién genética del
paréntesis.
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pez espada del Pacifico Norte. Error esténdar entre

Ntm. de organismos
Nam. de loci examinados
Nom. de loci polimorficos
Porcentaje de loci polimérficos*
Nam. de alelos por locus
Heterocigosis promedio
Observada
Esperada

MEXICO

50
28
3
10.71
1.21 (0.08)

0.031 (0.021)
0.027 (0.016)

HAWAI

44
28
2
7.14
1.32 (0.10)

0.025 (0.013)
0.026 (0.012)

* criterio 0.95
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Tabla V. Frecuencias alélicas, heterocigosis y frecuencias fenotipicas de acuerdo a la ley de
Hardy-Weinberg en los cinco loci polimérficos. Nimero de organismos entre
paréntesis. La diferencia en el tamafio de las muestras se debe a la inactivacién de
las enzimas en algunos organismos.

FRECUENCIAS ALELICAS RE I EROCIGOSIS FRECUENCIAS FENOIIPICAS
LOCUS LOCALIDAD A B C_ OBSERVADA ESPERADA FENOIIPO OBSERVADAS ESPERADAS JI CUADRADA
ODH* MEXICO 0051 09® 0103 0099 A 0 0.780 0.000(ns.)
B9 AB 4 384
B 3s 35078
HAWAI 0000 1000 0.000 0.000 A 0
12 AB 0
B 2
GA-A* MEXICO 0000 0930 0070 0.060 0.132 B 45 38212 9.206 (**)
50 BC 3 6576
S 2 0212
HAWAI 0012 0963 0024 0073 0072 A 0 0.000 0.000 (ns.)
[41) AB 1 0975
AC 0 0.025
B 38 38037
BC 2 1951
(¢; (] 0012
IDH-2* MEXICO 0296 0.704 0592 0.421 A 0 4.186 6810 (**)
(Y] AB 2 20629
B 20 24.186
HAWA! 0000 1000 0.000 0.000 A 0
42 AB 0
B 2
PROT-2* MEXICO 0010 0990 0.020 0.020 A 0 0 0.000 (ns.)
[59) AB 1 1
B » 2
HAWA!I 0083 0917 0.167 0.155 A 0 0253 0.000 (n.s.)
42 AB 7 0.494
B 35 35253
PROT-§* MEXICO 0020 0980 0.040 0.040 A 0 0010 0.000 (ns.)
[50] AB 2 1980
B 48 48010
HAWAI 0171 0829 0.341 0.287 A 0 1.123 0.619 (ns)
413 AB 14 11753
B 27 2123

n.s. =~ no significativo
¢ =p<0.0S
** = p<0 01

WT
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Tabla VI Distancia genética, prueba G de méxima verosimilitud para las frecuencias
alélicas y la estadistica F en los cinco loci polimérficos del pez espada.

D G Fis 1 Fst 1

ODH* 0.001 0.615 0.054 0236 0.026 4212 (%)
GPL-A* 0.000 1.837 0338 20792 (**) 0.008 2912

IDH-2* 0.078 15.023 (***) -0.420 16.052 (***) 0.174 31.668 (***)
PROT-2* 0.002 1.489 0.082 0619 0.030  5.520 (*)
PROT-3* 0.014 4851 (%)  -0.183 3.047 0.066 12.012 (***)
TOTALES 23.815 (***) -0.153 40.746 (***) 0.090 56.324 (***)

*=0.01<P<0.05
**=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 nimero estimado de migrantes por generacién fue de 2.5.

IV.4 Discusi6n.

Las dos zonas muestreadas del Pacifico Norte exhibieron una baja heterocigosis y una
significante heterogeneidad en las frecuencias alélicas. La heterocigosis del pez espada,
0.029, es baja comparada con el promedio reportado para peces marinos, el cual 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 marlin azul del Pacffico, otro picudo, la
heterocigosis media es de 0.06 (Shaklee et al. 1983).

Por otro lado, la heterogencidad de las frecuencias alélicas es un resultado
inesperado. Ademés, el andlisis de ambas localidades combinadas (MéxicotHawai) dié
como resultado una deficiencia de heterocigotos en GPI-4* (1°=6.404, p=0.011), debido al
efecto de Wahlund, confinnando la natiraleza independiente de ambas localidades. En esta
heterogeneidad de frecuencias alélicas /DH-2* jug6 un papel muy importante y descartamos
la posibilidad de haber hecho una mala interpretacién debida a “artefactos” electroforéticos.
De acuerdo a Richardson et al. (1986), IDH es una proteina suceptible a mostrar sub-bandas
anodales relacionadas con el tiempo de conservacién de la muestra, pudiendo confundirse
estas anomalias electroforéticas con un polimorfismo genético Este bandeo artificial estuvo
presente en nuestras muestras como una banda extra de menor intensidad. Debido a que IDH
es una protefna dimérica, los organismos heterocigotos presentaron un patrén de tres bandas,

lo cual eliminé las posibilidades de una interpretacién equivocada

W
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Los resultados del Capitulo 3 no pudieron rechazar la hipétesis nula de que el pez
espada consiste de una sola poblacién. La opinién generalizada es que el anélisis del
ADNmt es una aproximacién mdés 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 identificacién de stocks o han demostrado las
diferencias que por otras metodologias no habian sido detectadas (Avise, 1986; Komnfield,
1986; Hanzawa et al. 1987, Komnfield 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 Salvelinus fontinalis utilizando el ADNmt, sin embargo, la variacién alozimética
mostr6 una significativa diferenciacién entre las localidades muestreadas. Stott et al. (1992)
concluyeron que el lenguado Hippoglosoides platessoides se compone de una poblacién en
la costa Atléntica Canadiense, aunque el anélisis del ADNmt mostré una menor resolucién
que las alozimas. De la misma forma, Ward et al. (1994) reporta para el atGn aleta amarilla
(Thunnus albacares) del Pacifico al menos dos grupos o poblaciones de acuerdo al anélisis
de alozimas, contrastando con la homogeneidad propuesta por el anélisis del ADNmt.

Los resultados obtenidos aqui podrian explicarse hipotetizando un reciente cuello de
botella, el cual puede tener un efecto mayor sobre el ADNmt que sobre los genes nucleares
(Ferris y Berg, 1987). Sin embargo, es muy difcil localizar en el tiempo a un cuello de
botella para el pez espada debido a que, por un lado, se ha reportado en la literatura que
para un 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 mamiferos, sin embargo esto no es vélido ya que existe evidencia que
demuestra que la tasa media de sustituciones de bases del ADNmt en peces puede ser mucho
més lenta que en los mamiferos (Martin et al. 1992; Rand, 1994).

Otra posible explicacién descansa en la proporcién de sexos poblacional. Birky et
al. (1989) mencionaron que los genes organelares pueden mostrar una poblacién més
subdividida que los genes nucleares debido a que los primeros tienen una tasa de migracién
efectiva menor por la herencia uniparental y que esto se puede revertir si las hembras se
encuentran en exceso. La proporcién de sexos en nuestras muestras indican un sesgo hacia
las hembras y datos de varias campafias de pesca en Baja California durante 1992 y 1993
indican consistentemente altas proporciones hembra:macho (Castro-Longoria'). Sin embargo,
la proporcién 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 niimero de hembras siempre debe de ser mayor de siete por macho para que los
genes nucleares muestren una mayor subdivision que los genes organelares.

Debido a que el flujo genético sugerido por N, fire mayor que el valor requerido
para prevenir la diferenciacién debido a la deriva genética, la tercera altemnativa puede ser
algtin tipo de seleccién. Aunque, de acuerdo a Lewontin (1991), no es posible discriminar

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

Castro-Longoria, R. CICESE, Lab. de Ecologia Pesquera. Apdo. Postal 2732. Ensenada, B.C., México.
Comunicacién personal, Febrero de 1994,
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evidencia en la literatura de que la seleccién puede influir en la variacién 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 anélisis de alozimas sugerfa una uniformidad geogréfica a lo largo de las costas del Golfo
de México y del Atléntico de los Estados Unidos. Sin embargo, el anilisis RFLP de ADN
nuclear de copia dnica proponfa dos regiones geogréficas que estuvieron en concordancia
con el anélisis del ADNmt. Después de analizar todas las causas posibles, ellos concluyeron
que la seleccién balanceadora fue la causa més probable del mantenimiento de la
homogeneidad de los caracteres protefnicos electroforéticos.

De acuerdo a Karl y Avise (1992), la seleccién natural mantuvo una homogeneidad a
pesar del flujo genético restringido. Si la seleccién natural puede operar en un sentido,
tambien lo podria hacer en el sentido opuesto. En nuesto caso, la hipétesis es que la
geleccién natural (quizd del tipo direccional) mantiene una heterogeneidad proteinica
significativa entre las poblaciones a pesar del flujo genético evidenciado por N,m. El probar
esta hip6tesis va més all4 del objetivo de esta investigacién.

Para propésitos de manejo es importante establecer claramente la presencia o
ausencia de diferenciacién genética de los recursos pesqueros entre las 4reas geogréficas.
De todos es conocido que la ausencia de diferencia genética sugerida por los andlisis de
alozimas no se pueden atribuir a una identidad genética al nivel del ADN (Utter et al. 1987).
Sin embargo, cuando a partir de un anélisis alozimético las diferencias se hacen evidentes,

existe la posibilidad de que en realidad exista una diferenciacién en algfin grado. De acuerdo
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a los presentes resultados, la estructura genética poblacional del pez espada en el Pacifico
Norte es més complicada que lo previamente descrito en el Capitulo 3. Desde el punto 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 un andlisis de restriccién del
ADNmt que implique el uso de endonucleasas de cuatro bases para incrementar la
posibilidad de detectar polimorfismos, adem#s del andlisis alozimético. Ademés se debe
incluir una estrategia de muestreo que analize la variacién temporal. De esta forma, es
evidente que en estudios poblacionales es muy importante utilizar més 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 caracterizacién
genética de poblaciones en el pez espada proporcioné informacién complementaria pero
contradictoria. En el genoma mitocondrial, debido a su modo de herencia, no existe
recombinacién genética y por lo tanto el tamafio efectivo de la poblacién de los genes
organelares es menor al correspondiente para los genes nucleares (Nei, 1987). Esta
disminucién del tamafio efectivo poblacional es particularmente Gtil desde el punto de vista
préctico, ya que significa que el genoma mitocondrial, al resultar més afectado por las
reducciones poblacionales, fimciona como un registro de eventos pasados. Ademés, su
velocidad mutacional y el alto grado de polimorfismo hace que sea especialmente Gtil para
el estudio de la estructuracién geogréifica de las especies. Todas estas caracterfsticas
hicieron que el ADNmt fuera considerado una herramienta muy efectiva para resolver las
dudas relacionadas con la identificacién de stocks.

La técnica de electroforesis de alozimas se ha considerado tipicamente como una
herramienta de baja resolucién en estudios poblacionales debido a su inhabilidad de detectar
toda la variacién relacionada con la sintesis de proteinas. De esta forma, el uso de las
alozimas se ha generalizado como una prueba a priori. Sin embargo, en nuestro caso el
andlisis RFLP de la molécula de ADNmt en el pez espada result6 ser el método de baja
resolucién, por lo que el resultado inesperado obtenido con las alozimas es una nueva
evidencia de la utilidad de esta técnica.

Dada la diferenciacién genética entre México y Hawai a partir 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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una estructura poblacional compleja en el Océano Pacffico. Esto no le resta validez al
ADNmt como una herramienta Gtil para el estudio de diferenciacién 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 drésticos poblacionales (naturales o inducidos por el
hombre) pueden generar resultados inesperados cuando se desconocen dichas fuerzas y
cambios.

Dowling et al. (1990) mencionan que en especies que presentan valores de
divergencia de secuencia menores al 2%, el uso de enzimas de restriccién de seis bases no
serd muy Gtil para detectar los niveles de variacién genética. Estos autores recomiendan el
uso combinado de endonucleasas de cuatro y seis bases. Sin embargo, si la respuesta de los
genes organelares y nucleares es diferencial, entonces existe la posibilidad de que en el pez
espada del Pacifico Norte, un andlisis RFLP con endonucleasas de cuatro y seis bases no
aportarfa informacién sustancialmente diferente a la reportada en el Capftulo 3 con respecto
a la frecuencia de los haplotipos dominantes.

Con relacién a la administracién de recursos pesqueros, la toma de decisiones es un
paso muy importante que requiere de un completo anélisis previo con un fundamento sélido.
Este andlisis previo, o dicho de otra forma, el estudio biolégico-pesquero, debe comprender
no s6lo las herramientas tradicionales para la caracterizaciéon de stocks, sino también las
nuevas técnicas disponibles en el campo de la Biologfa Molecular. Con esta nueva filosofla
en el campo del manejo de los recursos pesqueros se espera que el Hombre pueda

aprovechar al méximo los recursos con un minimo impacto.
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APENDICE A. Glosario.

Iar fientes consultadas se enlistan al final de este apéndice. Lor términos equivalentes

en Inglés se presentan en negritas al final de cada definicién.

ADN - Acido  desoxirribonucléico.  Un  polimero  de  submnidades  llamadas
desoxirribonucledtidos el cnal es el material genético findamental de las células.
Béricamente se compone de bases nitrogenadas (pwrinag y pirimidinag) que forman
eslabones con grupos fosfatos y aziicares (pentosas). DMA.

ADN nuclear de copia vinica - Un gen o secuencia de ADN que ocwrre s6lo nna vez por
genoma'_ Single copy nuclear DNA.

Alezimas - Cualquiera de las formas miltiples de mna enzima multimérica, en la cual las

subwmidades son codificadas por alelos del mismo gen. Los individuos homocigotos

para un alelo en particular producen un 86lo tipo de protefnas, pero esta enzima serd
diferente de wm individuo a otro dependiendo del alelo en particular llevado por el locus
en cueslién. Los individuos heterocigotos mostrardn, en general, formas adicionales de
Ia enzima ya que llevan dos alelos diferentes'. ANlozymes.

Alelo - Una de dos o més formar altermas de un gen que ocupa el mismo locus en un
cromosoma particular y que difiere de otros alelos de ese locus en 1mo o més sitios
mutacionales’. Alele.

Alelos fdénticos por descendencia - Alelos derivados de wvn mismo ancestro, siendo copias

exactag del mismo y que por Jo tanfo tienen la misma fimeién y la misma secuencia de
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nucledtido, a menog que haya ocurrido una mutacién”. Alleles identical by descent.

Aminoacido - Unidades a partic de las cuales se construye nna proteina, existiendo i total
de 20. El orden lineal de los sminoAcidos en una protefna esta determinado
gom‘licnmen'e'_ Aminnacid.

ARN - Acida ribormceleico. Es m polinucledtide que conaiste esencialmente de cadenas con
un esqueleto repetitivo de fosfatos y amicares a los cuales se les unen bases
nitrogenadas. F1 ARN eg tinico entre lag macromoléculas biolégicas ya que puede
codificar informacién gendlica, sirve como nn abundante comﬁonente estructural del las
célnlas y también posee actividades cataliticas’. RNA.

Base - Son compnestos nitrogenadog en forma de anillo. Se les conoce como “base” porque
preden combinarse con H'. Las bases presentes en los écidos nucléicos son de dos
tipos: pirimidinas (citocina, timina y iracilo) y purinag (gnanina y adenina)’. Base.

Cromasoma - Estincturae precentes en el niicleo celnlar y que contienen a la mayoria de los
genes”. Se componen de ADN y profeinas’. Esencialmente los cromosomas se
involucran en dos actividades: lag relacionadas con la trapsmisién de la informacién
genética de célula a célula, de una generacién a otra, y Ia relacionada con la liberacién
ordennda de esta informacién para controlar lar fimciones celnlares y del desarrollo’.
Chromasome.

Cneflo de hotella - Fluctwaciones en iecnencias alélicas cuando una gran poblacién pasa a
través de una contraccion (reduccién en el niumero de individnogr) y se expande de

nevo con wna composicion gendlica alterada como wna consecuencia de la deriva

genélica’. Rottleneck.
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Deviva genética - Fluctuacioner irregulares (al azar) en la frecuencia de alelos en una
poblacion de yna generacion a otra debido al tamafio finito poblacional o a la intensidad
fluctuante de 1a geleccion. Estas fluctuaciones en la frecuencia de alelos puede conducir
a la fijacion de nnos y a la extincién de otros sin importar su valor adaptativo'. Genetic
drift.

Diploide - Condicion presentada por organismos con dos conjuntos de cromosomas
homalogos (o derivado del padre y otro de la madre) en los cuales cada tipo de
cromosoma (antosoma), excepto el cromosoma sexnal del sexo heterogamético, esta
representado dos veces'. Diplaid.

Distancia genética - En genética de poblaciones es ina medida cuantitativa de 1a relacion
genética entre dos indivicduos o poblaciones y partir de la cwal se puede construir un
drbol evolutivo. La medida es en términos de la probabilidad de poseer un gen o
caracter dado en com(in. La diferencia genética acomulativa entre dos poblaciones es un
resnmen de su historias evolutivas y es proporcional al tiempo de separacién e
inversamente relacionada a la inmigracién entre ellas’. Genetic distance.

Divergencia de secuencia - La diferencia porcentual en la secuencia de mucledtidos entre
dos cadenss de 4cidos mucléicos relacionados. También se aplica en la secuencia de
aminoAcidos entre dos proteinas’. Sequence divergence.

Diversidad de nncletn - Es una medida de polimorfismo al nivel del ADN. Es equivalente a
Ia heterocigosis o diversidad de gene wutilizada en el estmdio de polimorfismo
proteinico’. Nucleon diversity.

Diversidad de nucledtido - Er el niimero promedio de diferencias de nucledtido por sitio




entre dos recuencing de ADN escogidas al azar’. Nncleotide diversity.

Fadonncleasas de restriccion - Cualquier clase de endonucleasas de sitio especifico

(restrictasas) que reconocen secuenciag especificas de ADN y lo dividen en o cerca de
s . . 1 s as
esor sitios para producir fiagmentos con pesos molecnlares digcretos’. Restriction

endonuclenses.

Fanilibrio Hardy-Weinherg - Un equilibrio de genotipos alcanzado en poblaciones de

tamafio infinito (en lag enales no exirte migracion, seleccién o mutacion) despnés de al
menos 1A geperacion con reprodnccién panmitiea. Con dos alelos A y B con
fiecnencing p y g, regpectivamente, lag frecuencing de los genotipos A4, AR y BB en el
equilibrio de Hardy-Weinberg son de p’, 2pq y ¢, reszpeclivnmente.s Havdy-Weinherg

equilibrivm,

Fis - Conocido tambien como coeficiente de endogawmia. Es una medida de la tasa de

endogamia o el grado en el cual mn individno es endogémico. (1) Fis individual - Es
Ia probabilidad de que dos alelos en im locus de un individuo se derivan de un gen
ancestral en comfm o, alternativamente, nna medida de la disminucién proporcional del
nfiimero promedio esperado de loci heterocigdticos en un individuo, comparados con el
nimero promedio en sus ancestros. (2) Fis poblacional.- Es Ia probabilidad de que dos
genes en wn locus tomados al azar en algfin miembro de wma poblacion sean idénticos
por descendencia, o la disminucién promedio de la heterocigosis poblacional sobre

todos los loci'. Tnhresding coefficient.

- Conocido tambien como coeficiente de diferenciacién genética. (1) Es la magnitud

relativa de |a diferencincién genética entre lar subpoblaciones®. (2) Es la reduccién de
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Ia heterocigosis de una subpoblacién debida la deriva genética al azar’. Coefficient of
gene dilferentiation.

Frecnencias alélicas - L.a medida de la frecuencia de un alelo en una poblacién, es decir, la
proporcidn de todos los alelos de un gen especifico en la poblacion'. Allele frequency.

Gen - La wnidad bagica de 1a herencia Mendeliana el cnal representa una secuencia de ADN
(0o ARN en algunos virug) correpondiendo usualmente a una unidad (rara vez dos o m4s)
de transcripcion. La secuencia particular de nucle6lidos a Io.-lnrgo de 1a molecula de
acido nucleico representa ina unidad fimcionsl de la herencia. Como un resultado de la
mtacion re pueden producir formas altermas, las cuales gse conocen como alelos. En
organismos diploides los genes ocurren como pares de alelos. Los miembros de un par
ge gegregan durante la meioris por lo que la progenie recibe glo un miembro del par de
cada padre’. Gene.

Genotipo - Es la suma total de la informacién genética contenida en los cromosomas. El
genotipo no determina wn fenotipo Ginico sino un rango de capacidades fenotfpicas
referidas como una “norma de reacciéon” individual al ambiente. La contribucién de un
genotipo particular en el acervo genético de la siguiente generacién esta determinado
por la viabilidad y éxito reproductivo de sus portadores’. Genotype.

Haploide - Células o individnos con un simple genoma o conjunto cromos6mico’. Haploid.

Haplotipos - Un palrén determinado de fiagmentos de ADN, producto de wm andlsis de
restriccion. Una vez que los haplotipos o nucleomorfos son identificados se calculan sus
frecuencins relativas de igual forma que las frecuencias alélicas en un locus

electroforético’. Haplotype.
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Heteracigesis - La condicién de poseer un par de alelos disfmiles en un locus®. La
heterocigosis proporciona in almacén de reservas genéticas y plasticidad potencial que
permite que una gran proporcién de individuos exhiban combinaciones de propiedades
fenotipicas cercanas al dptimo'. Fleterozygosity.

Homeostasis - La tendencia de wn sistema (individno, poblacién, proceso) de mantener un
equilibrio dindmico. En el caso de distwrbio el equilibrio es restaurado por sus propios
mecanirmos regnladores’. Homeostasis.

Mutacidn - Cnalquier alteracién heredable, ya sea im rimple cambio de bases en el ADN (o
APN) o m rearreglo a mayor escala, en el material genético de una célula o virus'.
Mutation.

Nucledtidos - Cualquiera de las wnidades monoméricas que constituyen el armazén de los
acidos mcléicos o polinucledtidos. Un mncledtido consiste de una base nitrogenada
(pwina o pirimidina), ima pentosa (D-ribora en ARN y 2°-desoxi-D-ribosa en ADN) y
m grupo fosfato (POy). La combinacion de una base nitrogenada y de un azcar se
conoce como ribonucledrido (cuando la pentora es D-ribosa) y desoxirribonucle6sido
(cnando la pentosa es 2’-desoxi-D-riboga). Los micledtidos se forman por la agregacién
de wn gipo fosfato a los nucledsidos para llegar a ser ribomcledtidos (en ARN) o
desoxirribonucledtidos (en ADN).! Nuclentide.

Polimarfisma - La ocutrencia regnlar y simultdnea, en la misma poblacién, de dos o m4s
alelos (o genotipos) en el mismo locus'. Polymorphism.

Polimmfismo de la longitud de los fiagmentos de restriccion - Mutaciones en sitios do

reslriccion que causan que una enzima de restriccion no corte el ADN en ese sitio (y
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mmiactones qie generan nuevos sitios de restriccién), prodiciendo fragmentos de ADN
de diferentes longitndes entre los individuos'. Restriction fragment length
polymorphism. -

Promotoves al azar - Mecanismo mediante el cnal una corta secnencia de macledtidos se
alinea con ma banda de ADN, proporcionando un extremo libre 3’-OH para que una
ADN polimerasa inicie la sintesis de una nueva cadena’. Random priming.

Proteina - Compuestos orgdnicos nitrogenador de forma y compasicién compleja. Se
construyen a partir de subunidades moleculares conocidas como polipéptidos los cuales
a su vez sre componen de aminodcidos, de los cuales hay 20 tipos diferentes. Estos
aminodcidos, en nfimeros repetitivos de 200 o m#s, se unen para formar largas cadenas'.
Protein.

Reloj molecnlar - Es una hipéteris que postula que la tasa de evolucién molecular es
aproximadamente constante sobre el tiempo entre los diferentes linajes evolutivos y que
refleja el tiempo de divergencia entre los taxa. Fsto implica que las mutaciones de
genes ocmren A un intervalo suficientemente regular que permite el fechado de las
dicotomias filogenéticas'. Molecnlar clock.

Retrocruza - La cruza de um heterocigoto con uno de sus padres o con wm individuo con un
genotipo muy similar a los padres. Las generaciones se simbolizan como B, para la
primera, B, para la segunda, etc. La retrocnizas segunda y posteriores se realizan
cruzando los individuos By, B,, etc. con el miamo pndre'. Rackcross.

Seleccion natnral - s el resnltado de dos actividades impuestas sobre todos los organismos

vivientes: (1) la necesidad de la reproduccion y (2) la necesidad de una interaccién
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permsanente con el ambiente. La interaccién de los dos factores dan como resultado una
reproduccién diferencial. La seleccién natural da direccién a los cambios (mutaciones,
recombinaciones), orienta las oportunidades, filtra las adaptaciones genotfpicas y
promueve lentamente los cambios evolutivos'. Natural sefection.

Sonda - Un segmento de ADN o ARN marcado radioactivamente o en forma no radiactiva
que se utilizan para localizar secuencias similares -en una coleccién heterogénea de
secnencias’. Probe.

Sustitnciones de nucledtidos - La presencia de diferentes nucleétidos en posiciones
equivalentes de secuencias homélogas de ADN o ARN'. Nucleotide substitution.

Transferencia Southern - Es la transferencia de fiagmentos de ADN de banda Gnica,
separados en un gel de agarosa, aun filtro de nitrocelulosa (o de otra matriz), la cual es
posteriormente analizada por hibridacién con wna sonda radioactiva o no radioactiva.
Los hibridos son detectados por autoradiografia o cambio de color, seglin sea el caso'.
Sonthein hintting.

Wahlund, efecto de - Una deficiencia de heterocigotos en una poblacién, de acuerdo a lo
esperado con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Ocurre cuando dos poblaciones
divergentes (previamente aisladas y sujetas a fiuerzas que conducen a una diferenciacién
de frecuencias alélicas entre ellas) ocurren simpétricamente y se muestrean como una
simple poblacién'. Wahhmd effect.

Zimograma - s el patrén de um gel electroforético de alozimas \;isualizado por medio de

una tincién histoquimica®. Zymogram.
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APENDICE B. Protocolos del anslisis RFLP.

En 1as metodologias que ge describen a continuacién los procesos de reaccién se
llevan a caho en tubos Eppendorf de 1.5 ml (esterilizados). Esto implica que las cantidades
manejadas son may pequefias y que por lo general las pequefias gotas de los reactivos
quedan adheridas a la pared de los tubos. Lo méds recomendable y practico para que lar gotas
ge concentren en el fondo es el uso de las pequefias “micro” centrifugas para tubos
Eppendorf con capacidad para seir tubos. Un simple “toque™ de centrifisga es suficiente para
que las gotas bajen. Este paso esta indicado por la palabra “microcentrifuga”. Los reactivos
y solucioner necesarias se detallan al final de este apéndice. Estos protocolos corresponden
a los wtilizados en el Laboratorio de Dindmica de Poblaciones del Instituto de
Tnvestigaciones Ocednicas de la Universidad de Tokio, bajo la direccién del Dr. Ken-ichi
Numachi (-achmlmente el Dr. Numachi se encuentra adscrito a la Facultad de Ciencia y

Tecnologia Marina de 1a Universidad Tokai en Shimizn, Japn).

I. EXTRACCION DE ADN TOTAL.

1.- Poner en cada tubo 500 j1l de buffer homogenizador.

2.- Poner la muestra de tejido, eliminando el exceso de alcohol.
3 - Homogenizar manmmalmente para romper la fibra muscular.

A.- Agregar 25 pl de SDS al 20%. Agitar brevemente.

T
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5.- Microcentrifiga.

6.- Agregar 25 1l de Proteinasa K (20 mg/ml).

7.- Incubsr en un bafio de agna a 37°C.

8.- Checar la muestra después de una hora, si es necegario agregar 20 pl de Proteinasa K.

9.- Incubar teda la noche en bafio de agna a 37°C.

10.- Microcentrifiga.

1).- Agregar 60 il de NaC'l 5 M.

12.- Microcentrifiga.

13.- Agregar 500 pl de fenol-cloroformo.

14.- Agitacién circular lenta por 20 minutos.

15.- Centrifigar a 13,000 1pm por 20 mimutos a 3-4°C.

16.- Transferir la capa superior a un tubo limpio sin disturbar la interfase, utilizando una
punia (de pipeta Eppendorf) de boca ancha. Descartar el resto.

17.- Agregar 1 ml de etil-éter.

18.- Agitacién circular répida por 10 minutos.

19.- Microcentrifuga.

20.- Degcartar la capa supertor (etil-éter).

21.- Repetir los pasos 17 al 20.

22.- Agregar 500 il de etanol al 99.5%.

23.- Mezclar manualmente de 2 a 3 minutos.

24.- Congelar a -80°C por una hora 0 a -20°C por cuatro horas.

Clees
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25.- Centrifugar a 13,000 rpm por 20 minutos a 3-4°C.

26.- Descartar la fase lfquida sin disturbar el pelet.

27.- Agregar 500 1\ de etanol al 70%.

28 - Cenhiﬁlgm' a 13,000 rpm por 20 minutos a 3-4°C.

29 - Descartar l1a fase liquida sin disturbar el pelet.

30.- Secar al vacfo por 10 minutos.

31.- Agregar 200 pl de solucién amortignadora TE. Dejar disolver por media hora a
temperatura ambiente.

32.- Almacenar a -20°C (hasta por un afio).

. ELECTROFORESIS EN MINJGEL.

Esia parte es (til para comprobar el estado de la muestra y la concentracién relativa

de ADN entre las muestras.
1.- Preparar agarosa al 0.8% en amortignador TAE x1 (0.8 g en 100 ml).
2.- Disolver completamente en bafio de agua a 65°C o en horno microondas.

3.- Vertir en los moldes. Si se disolvié en homo microondas esperar que la temperatura baje

un poco.

4.- Sembrar el gel conuna mezcla de S jul del extracto de ADN més 2 pl de colorante. En un
extremo sembrar una mezcla de 1 jil de marcador PUC (50 ng/j1l) més 2 pl de colorante.

5.- Aplicar la corriente eléctrica (100 v) por aproximadamente media hora.

6.- Colocar los geles en una soluci6n de Bromuro de etidio, con agitacién por 10 minutos si
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la solucion es nueva, de lo contrario 20-30 mimtos.

7.- En wn transiluminador UV tomar la fotografia con pelicula Polaroid 667.

1. DIGESTION CON ENDONUCLEASAS.

L.- Tipicamente en la digestién se mezclan 8 jpl del extracto de ADN, 1 pl de la
endonucleasa y 1 pul del amortiguador correspondiente. Para cada reaccidén se utilizan de
10 a 12 unidades de enzima. El volumen del exiracto de ADN puede variar dependiendo
de la concentracién de la muestra, la cual se verifica en la fotografia del minigel. Si la
muestra estd muy concentrada entonces se diluye con agua ultrapura. Si la muestra es de
baja concentracién, entonces se aumenta el volumen del extracto, manteniendo las
proporciones con la endonucleasa y el amortignador.

2.- Microcentrifiga.

3.- Mezclar en el voriex o con golpes de dedo por wnos segundos.

A.- Microcentrifiga

5.- Incubar a 37°C por cuatro horas.

6.- Microcentrifiga.

7.- Parar la digestion agregando 2 pl de colorante.

8.- Almacenar a -20°C.

IV. ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA SOUTHERN.

].- Preparar los geles con agarosa al 0.8%.
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2.- Sembrar el gel con las muestras digeridas. Colocar el marcador en log extremos y en la

parte media.

3.- Aplicar corriente eléctrica (45 mA). Parar la electroforesis cuando el colorante haya
avanzédo 2/3 de la longitud del gel.

A.- Poner los geles en una rolncién de HCI 0.25 N y agitar por 12 minutos (depurinacién
acida).

5.- Descartar el 4cido y enjuagar con agua ultrapura dos veces.

6.- Poner los geles en amortignador de desnaturalizacién y agitar por 30 minutos.

7.- Descartar el amortiguador y enjuagar con agua ultrapura dos veces.

8 .- Poner los geles en amortiguador de neutralizacién y agitar por 30 minutos.

9.- Transferir el ADN del gel a la membrana de nailon. Si se ulilizan cdmaras de
transferencia al vacfo aplicar presién de 10-15 cm de Hg por 45-60 minutos. Utilizar
smortignador SSC x10 para mantener la humedad.

10.- Al finalizar la transferencia marcar el origen en la membrana y la posicién del
colorante. Opcional: revisar el gel con bromuro de etidio para ver si la transferéncia fué
completa. J.avar el material a la brevedad o ponerlo en remojo.

11.- Enjuagar las membranas en amortiguador SSC %2 por 2-3 minutos.

12.- Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad con servilletas.

13.- Colocar las membranas en la cAmara ultravioleta (crosslinker) para fijar el ADN a la

membi ana.
14.- Secar las membranas.

15.- Alinacenar las membranas en bolsas de pléstico selladas.
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V. PREPARACION DE LA SONDA DE ADNmt.

Preferentemente se debe de utilizar la molecula circular cerrada de ADNmt altamente
purificada de la misma especie. En este caso ulilizamos ADNmt de salmon, cuya
purificacion no la detallo aqui por no haberla realizado personalmente. El marcador sonda
(AHindll) se prepara de la misma forma iniciando con los pasos del segfindo dia. Este
protocolo y el de hibridacién y deteccién corresponden al método de promotores al azar

marcando con digoxigenina de acuerdo, en el aspecto general, al kit comercial distribuido

por Boehringer Mannheim GmbH.

A) Primer dia.

1.- Digerir el ADNmt de salmon con la siguiente mezcla:
ADNmt de salmon.................e 20 pl
Endonucleasa HindIll (10 wl)......... 2.4l
Amortignador K* ... 24

* El Amortignador K es el que corresponde a la endomicleasa.

2.- Microcentrifiuga.

3.- Incubar en bafio de agna a 37°C por tres horas.

4.- Microcentrifuga

5.- Agregar 475 pl de agua ultrapura.

6.- Mezclar y microcentrifiga.

7.- Agregar 50 y1l de NaCl 5 M.

8.- Repetir los pasos 13 al 30 del protocolo de extraccion.

T

CICEese



9.- Agregar 20 j1l de amortiguador TE.

10.- Almacenar a -20°C.

B) Segundo dia.

1.- Agregar 10 pl de agua nltrapura.

2.- Poner el tubo con la tapa sellada en una bafio de agua hirviendo por 10 minutos.

3.- Enftiar en agna-hielo por cinco minutos.

4.- Microcentrifoga.

5.- Agregar 4 jl de 1a mezcla de hexanucleétidos y 4 il de la mezcla de marcado (dNTP).

6.- Mezclar y microcentrifuga.

7.- Agregar 2 nl de enzima Klenow (4 wpl).

8.- Mezclar y microcentrifiga.

9.- Incubar en bafio de agna a 37°C por tres horas.
10.- Microcentrifuga.

11.- Agregar 20 pl de ARNt (2 pg/ml).

12.- Agregar 4 pl de LiCl 4 M.

13.- Mezclar y microcentrifuga

14.- Agregar 120 pl de etanol al 99.5%.

15.- Congelar a -80°C por una hora.

16.- Centrifigar a 13,000 rpm a 3-4°C por 20 minutos.

17.- Descartar |a fase liquida sin disturbar el pelet.
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18.- Agregar 500 1l de etanol al 70% y mezclar.

19.- Centrifigar a 13,000 rpm a 3-4°C por 20 minutos.
20.- Descartar la fase liquida.

21.- Secar al vacfo por 10 minutos.

22.- Agregar 500 jul de amortignador TE.

23 - Almacenar a -20°C.

VL. HIBRIDACION Y DETECCION.
La rolucién de hibridacién se puede preparar con antelacién, almacenando en
alfcuotas a -20°C.
A) Primer dia.
L.- Colocar la(s) membrana(s) en una bolsa de pléstico y agregar la solucién de hibridaci6én
(para ywma membrana 10 ml es suficiente).
2.- Eliminar burbujas y sellar.
3.- Incubar en bafio de agua a 65°C por cuatro horas. Distribuir de vez en cuando la soluci6n.

4.- Media hora antes de parar la incubacién preparar la siguiente mezcla de hibridacién en

un twbo Eppendorf:
AHindUl sonda digoxigenina........................... 21l
ADNmt de salmon sonda digoxigenina........... 50l
ADN de esperma de arenque.......................... 20 pl

5.- Colocar el tubo con latapa sellada en un bafio de agna hirviendo por 10 minutos y enfriar
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en agua-hielo por cinco minutos. Agregar esta mezcla a 4 ml de solucién de hibridacién.
6.- Despuer de la incubacién (paso 3) descartar la solucién de hibridacién y agregar la

mezcla de hibridacién. Utilizar 1a misma bolsa de pléstico. Eliminar burbujas y sellar.
7.- Incubar toda la noche en bafio de agua a 65°C (mfnimo seis horas). Si es posible,

distribuir 1a mezcla a intervalos de tiempo.

B) Segundo dia.

1.- Preparar amortignador #2.

2.- Parar incubacién. I.a mezcla de hibridacién se puede reusar hasta cinco veces
desnahiralizandola previamente en cada uso y revitalizandola con ADNmt sonda si es
necesario. Almacenarla a -20°C.

3.- Enjuagar la membrana con solucién de lavado por 10 minutos. Hacerlo tres veces.

4.- Enjuagar con amortiguador #1 por un minuto. Hacerlo tres veces.

5.- Enjuagar con amortiguador #2 por 30 minutos.

6.- Enjuagar con amortiguador #1 por un minuto. Hacerlo tres veces.

7.- Mezelar 10 ml de amortiguador #1 con 2 pl de conjuado AP anti-digoxigenina Esta
cantidad es suficiente para una membrana. Si se tienen varias membranas se debe de
mantener esta proporcién.

8.- Poner la membrana en una bolsa de pldstico con la mezcla anterior. Eliminar burbujas y
sellar.

9.- Poner en agitacién por una hora.

10.- Enjuagar con amortignador #1 por 10 minutos. Hacerlo tres veces.
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11.- Enjuagar con amortiguador #3 por cinco minutos. Hacerlo dos veces.
12.- Preparar la solucién reveladora:
Amortignador #3............... 5ml
NBT (75 mg/ml).................. 225
X-fosfato (50 mg/ml).......... 175 d
Esta cantidad es suficiente para una membrana. Aumentar las cantidades de acuerdo al
niimero de membranas.

13.- Poner la membrana en una bolsa de pléstico con la solucién reveladora, eliminando
todas las burbujas. Si no se eliminan las burbnjas quedardn marcas en la membrana.
Hacer este paso rdpidamente porque la luz afecta a la solucién.

14.- Poner Ia bolsa en la incubadora a 37°C (es importante la oscuridad). Usualmente en una
hora e revelan 1as bandas, pero si es necesario se puede dejar revelando toda la noche.

15.- Parar el revelado enjuagando la membrana con agua destilada.

16.- Secar la membrana en la secadora.

17.- Almacenar la membrana en una bolsa de pléstico sellada. Las anotaciones se pueden

hacer gobre una fotocopia de la membrana.
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REACTIVOS.

Amortiguador homogenizador.
Tris-HC1 pH 8.0 0.01 M
NaCl 0.01 M
EDTA 0.05 M
Mantener frfo.

SDS al 20%.
SDS......200 g
Agua...... 750 ml
Ajustar el pH a 7.2 con HCI.
Aforar a un litro.

Proteinasa K.
Proteinasa K.......... 100 g

Mantener a -20°C.

Amortignador TE.
Tris 0.01 M
EDTA 0.001 M
pH 7.5

Fenol-cloroformo.
1.- Fundir 500 g de fenol en bafio de agua a 65°C.
2:- Agregar 0.5 g de 8-hidroxiquinolina.
3.- Agregar 300 ml de Tris-HCI 1 M, pH 8.
4.- Descartar la capa superior.
5.- Agregar 300 ml de Tris-HC] 0.1 M, pH 8.
6.- Mezclar y dejar separar las dos capas.
7.- Descartar la capa superior.
8.- Agregar 300 m! de cloroformo-isoamilalcohol (24:1).
9.- Almacenar a 4°C. Se utiliza la capa inferior. Es bueno por un mes.

Amortignador TAE (x50).
Tris2 M
Ac. acético glacial 1 M
EDTA 0.05 M
pHS8

Amortignador TAE (x1)
TAE (x<50)......20 ml

W

CICESE



Colorante.
Urea7 M
BPB 0.1%
EDTA 0.01 M
Sucresa 50%
Autoclavar.

Solucién de bromuro de etidio.

Esténdar.................. 1d
Agnaultrapura......10
Colorante.............. 21 d

Sembrar el gel con 6 il

Acido clorhidrico 0.25 N.
HCl.......... 10.37 ml
Agnapara 500 ml

Amortiguador de desnaturalizaci6n.
NaOH 2 M.......50 ml
NaClSM......... 40 ml

Amortignador de neutralizacién.
Tris-HCI ILMpH 74......... 125 ml

NaClSM......oooooiiin. 75 ml

AZUA e 50 mi
SSC (x20).

NaCl.......coovrvreenen. 350.64 g

Agua para dos litros.

Utilizar agua caliente y disolver primero el citrato de sodio.
SSC x10 = 500 ml SSC %20 + 500 ml agua.

SSC x5 =250 ml SSC x20 + 750 ml agua.

SSC x2 =100 ml SSC %20 + 900 ml agna.

Solucion de lavado.

SSC >2........1000 ml
SDS 20%........... 5ml



Solucién de hibridacién.
E 50 R p—— 100 ml
Reactivo bloqueador.......................... g
N-lauroylsarcosina, sal de Na........ 00l1g
51 T A S 0.02g
Almacenar en alfcuotas a -20°C.

Amoﬂiguédor #1.
Tris-HCI 2 M pH 7.5............. 200 ml

Aforar a cuatro litros.

Amortignador #2.
Reactivo bloqueador................ lg
Amortignador #1................. 200 ml
Disolver en agna caliente.

Amortignador #3.
Tris-HCI2ZM pH 9.5 100 ml
NaClS M., 40 ml

Aforar a 2 litros.
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APENDICE C. Patrones de los fragmentos de restriccion

fragmentos son en pares de bases.

resuitantes del andlisss del ADNmt.

Los tamarios de los

Bgil Apal Dral
A 3 € D E 37 A 3 C D E F A 3 & D
3323 8323 7429 6070 9179 8323 7077 7077 14264 07T 7077 7077 6245 6245 9245 6245
3654 3694 3694 3654 36954 3654 6282 ST71 2502 6282 3346 5593 2438 2438 6070 2643
2799 2360 2799 2799 2799  1s18 2502 2502 1748 2806 2502 2116 1442 2116 2438
693 693 818 2341 493 969 506 506 716 2502 716 1442 1076 1442 1442
693 693 593 506 506 506 1076 1076 1076
15509 15070 15433 15597 16365 15197 16367 15856 16776 16329 16237 163%4 13317 11201 16549 14844
Secl Kpml PAull Secll Smal
A 3 c D A 3 o] A 3 C A B A B3
12820 7084 17250 10581 7185 15237 11174 13274 11243 9680 13099 15819 3856 7186
4241 5474 7005 5715 3049 5715 3031 3031 3031x2 2098 1623 7186 5040
4241 3049 1640 1623 3753
17060 16799 17250 17586 15949 18286 16889 16305 15914 15742 16820 17442 16042 15979
Xbal HladTll EceRY Pwul 3gill Sall SamHI Xhol EcaRI
A A A A A A A A A
4742 11890 10354 11800 10274 12060 18345 17786 17702
4525 2785 3424 5480 5756 4804
3068 2355 ‘3178
2269
1537 '
16141 17030 16996 17280 16030 16864 18345 17786 17702
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APENDICE D. Matriz del porcentaje de la divergencia de secuencia (arnba de 1a diagonal) v dei mimero de los fragmentos
de restriccién compartidos (abajo de la diagonal) entre los 27 hapiotipos dei pez espada. Los valores sobre 1a diagonal
se refieren a los fragmentos para cada haplotipo.

1 2. % 4. & & 3 g 9 0. 11,12 13 14 18 16 17 18 19 20 24 22 28 24 25 126/ 27
1] 25 034 1.05 0.69 0.24 0.55 0.61 0.35 047 1.34 094 023 049 047 0.34 049 0.11 034 0.34 1.32 023 142 023 035 235 058 0.34
2| 24 26 066 033 0.69 047 072 072 0.83 0.69 0.55 0.58 0.87 0.11 0.69 0.60 047 0.69 0.69 1.75 0.58 1.01 0.58 0.72 0.72 0.22 0.69
3122 24 28 031 142 121 149 149 1.60 142 053 132 1.67 080 142 1.38 1.21 142 142 232 1.32 030 1.32 149 149 0.90 142
4{23 25 26 27 1.05 083 1.10 1.10 1.21 1.05 0.21 0.94 1.27 045 1.05 0.98 0.83 1.05 1.05 2.21 0.94 3.63 0.94 1.10 1.10 Q.55 1.05
5124 23 21 22 26 072 098 047 058 0.69 1.32 934 0.60 0.83 0.69 0.87 0.47 0.69 045 1.44 0.58 1.81 0.58 372 072 .94 0.69
5|23 23 21 22 22 24 049 075 087 072 1.10 060 0.91 0.60 072 012 049 0.72 072 1.84 060 1.60 260 075 075 072 072
7122 22 20 21 21 22 24 Q75 087 0.98 1.38 0.87 1.20 0.50 0.98 0.37 0.49 0.98 0.98 2.20 0.87 1.20 0.87 1.03 1.03 0.72 0.98
g{23 22 20 21 23 21 21 24 011 0.2 1.38 0.11 0.63 0.60 0.72 0.63 0.24 0.72 2.47 1.51 0.60 1.90 0.60 0.75 2.75 0.72 0.72
9l 23 22 20 21 23 21 21 24 25 083 1.49 023 9.75 0.72 0.83 0.75 0.35 0.83 0.58 1.63 0.72 2.01 0.72 0.87 0.87 0.58 0.83
19124 23 21 22 23 22 21 22 22 26 1.05 0.58 0.87 0.83 0.9 0.87 0.47 045 0.69 1.75 058 1.01 0.58 0.72 0.72 0.94 Q.69
11122 24 25 26 21 21 20 20 20 22 27 121 1.56 0.69 1.32 126 1.09 1.05 1.32 257 1.21 0.63 1.21 1.38 1.38 0.80 1.32
12024 23 21 22 24 22 21 24 24 23 21 25 049 072 058 075 035 058 034 1.32 047 171 047 0.60 0.60 0.83 0.58
13122 21 19 20 22 20 19 21 21 21 19 22 323 1.03 0.87 1.08 0.63 0.87 0.60 0.78 0.75 2.10 0.75 3.91 091 1.15 0.87
14{ 23 25 23 24 22 22 22 22 22 2 23 22 20 25 0.83 049 035 083 0.83 1.97 072 1.16 0.72 0.87 0.87 0.11 0.83
15124 23 21 22 23 22 21 22 22 23 21 23 21 22 26 0.87 047 0.69 045 1.75 058 1.81 058 072 0.72 0.94 0.69
16(22 22 20 21 21 23 22 21 21 21 20 21 19 22 21 23 037 987 0.87 207 075 179 475 0.91 091 0.60 0.87
17)24 23 21 22 23 22 22 23 23 23 21 23 21 23 23 22 24 047 047 151 035 1.60 035 049 049 047 047
18124 23 21 22 23 22 21 22 22 24 22 23 21 22 23 21 23 26 0.69 1.75 0.58 153 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 26 144 058 1.81 058 072 072 0.94 0.69
20119 18 17 17 19 17 16 18 18 18 16 1 20 17 18 16 18 18 19 23 1.63 2.80 1.63 1.85 1.85 2.09 175
21124 23 21 22 23 22 21 22 22 23 21 23 21 22 23 21 23 23 23 18 25 171 047 0.60 0.60 0.83 0.34
22021 23 27 25 20 20 19 19 19 23 25 20 18 22 20 19 20 212 16 20 29 171 1.90 190 126 1.81
28124 23 21 22 23 22 21 22 2 23 21 23 A 22 28 20 2% 23 23 18 23 20 25 060 060 0:83 059
24123 22 20 21 22 21 20 21 31 322 20 22 20 21 22 20 22 22 22 17 22 19 22 24 049 098 072
25123 22 00 2% 23 21 20 21 20 22 200 22 20 21 22 Q20 Q2 22 22 19 22 19 22 22, 24 09% 02
26123 25 23 24 22 92 22 22 8 22 23 22 20 25 220 22 23 22 2@ IT 22 22 22 21 21 28 084
2% 23 21 W ¥ 22 2. 20 22 29 &L, 98 2t 22 23 | 23 23 23 M8 24 200 23 2R 22 202 6
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APENDICE K. Sistemas enzimaticos.

Las cantidades que aqui se detallan son suficientes para procesar una rebanada
hotizontal del gel, por lo que en el caso de temer varias rebanadas para una enzima
determinada hay que tomar en cuenta los volumenes necesarios. Los reactivos en solucién y

los amortignadores se detallan al final de este ap£ndice.

IDHP
Izocitrato de sodio............cccoeeennennen. 0.07g
- 11 A 0.01g
1) VL S pR——— 0.015g
MECl 10%....eeeeeeeeeeene 0.2 ml
PMS 0.1%.....ireecccreeeeeee e 1ml
Tris-HCI 0.1 M pH 8.0....................... 48.8 ml

LDH
137\ 0 YOO 0.025g
Solucién sustrato LDH...................... 5ml
Ll - R, 1.5 ml
PMS 0.1%......ccecvinieeneinicnceeeeee. 1 Ml
Tris-HCI0.S M pH 7.1.....cocne 35 ml
Solucién sustrato LDH
Acido 16ctico 80%.........cooevveeinenne 0.562g
NaCO3 I M. 2.45 ml
DGVt 1.987 ml

GP1
D-fructuosa 6 fosfato...........coveeeeeeiie. 0.08 g
TRDRTDY ot e st camssng i el 0.005 g
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (100 u/ml).....0.8 ml
MILT DS ot mmmesoert tmo et it oras e prasnssd 0.5 ml
BINES Y5128, rvcsonmorornommm st s anmdiiians: 0.5 ml
TrissHCIOI M pH B0 42.8 ml "
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MEP
151N 53 S 0.02g
T e s e e s A 002g
Solucién sustrato MDH....................5 ml
PMS 0.1%0. e, 20 ml
NIBCTS VOB comavn o optge o s 0.2 ml
Tris-HCLOOI M pHS8A...................... 20 ml
Solucidn sustrato MDH
DL-4cido malico............ccoveeinennnne. 134 g
NICOS BM..oc oo iocncmmiion s omesisiaianes 4.9 ml
DGR 5.1 ml

Ajustar el pH a2 7.0

PGM
o-D-glucosa 1 fosfato........ooovviiniiiiiiii 025g
BDTEAMNRG..cccweveensuessespenemsnatass stes sssvenssesssssonsass 0.025g
NBT ..ottt sae e e e 001g
1S 12 0) 0.005 g
Glneosa 6 fosfsto deshidrogenasa (100 u/ml)......0.4 ml
DATOID. s vton ks P e A D s S 0.1 ml
RS BT sy o st s - 0 e G 1 ml
TrissHCI 0.1 M pH 7.1 48.5 ml
AAT
Solucion sustrato AAT..................... 25 ml
N i i g .. st 5 A s 25 ml
Aml répido BB........oooe 0125g

Post-union: tomar 5 ml de la mezcla de solucién susirato y agua y agregarle el azul
répido. Incorporar al gel después de 15 mimutos de incubacién a 37°C.

Solucién sustrato AAT pH 7.4

Acido o-cetoglutdrico....................... 0.01825 g
Acido L-aspartico...........cccoviuenienn. 0.0665 g
Polivinilpirrolidona............ccccoceeee.. 0.25g
EUTA 0. ..covomiv ovezsusiaesns ngsssnings 0.025 g
FIAIIE My arwrsmnanes wvssspsmsmunis s 071 g
AU 25ml
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GG6PDH
Glucosa 6 fosfato............................ 0.08 g
1511 0) S 0.015 g
.7 W L T ———— 1 ml
PRIS U I s sz smnnen s s s anayes 1 ml
Tris-HCIOSMpH 7.1 12.5 ml
Y1 L A 35.5ml
XDH
Hipoxanting...........ccooicveiiiiennennns 0.05g
Tris-HCI 0.5 M pH 7.0............e..ne. 5 ml
Disolver perfectamente y mezclar con:
157,15 S 0.015 g
& N ) S 1 ml
IV O i s e s s msaes 1ml
DO, 43 ml
GDH
RTINS <R s e AR et 0.025¢g
Solnecién sustrato GDH...............i. 2.5ml
BT 1%t 1.5ml
PIES QLOLYA. ... o ccoomsicsi b o s o s cuiilas oo 1 ml
Awmortignador de fosfatos 0.5 M pH 7.0............. 12.5 ml
AABIB.....coemniecionrs tisn o sunss st ssnsunsns sssaanasaseh invas 32.5ml
Seolncidn sustrado GDH
Glutamato de odio..............oooooeiiiieie 0.2125 g
Amortignador de forfatos 0.5 M pH 7.0........... ..5ml
ACP
1-naftil fosfato dcido....................... 0.05g
Azl vépido BB 0.05g

Acetato de sodio 0.05 M pH 5.0.........50 ml

ODH
NADP....oooooeeeooeeeeeeeeee e 0.125¢
Solnecidn sustrato ®DH.................... 0.5ml
I B L e T T e T 1ml
2o 1 LUK L S ——— 2.5ml
Tras-HCHO LM pH 74 A6 ml
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Salvcién sustrato ODH

T-octanol ... 1 ml
Etanol........cooooiieeeeeeee e 4 ml
SDH
o . 0.25g
37X ) T 0.005 g
L L e 0.7ml
) s AL [ R 1ml
Tris-HCI10.1 M pH 8.0 48.3 ml
G3PDH
NAD. .o 0.025¢g
Solucién sustralo G3PDH.................. 5ml
MIT 1% e 1.5ml
PMS 0.1%6......cccccmmrniiennitonsanisememsanin 1 ml
TrissHCIOS M pH 7.1.........cone. 7.5 ml
AGMA. et 35ml
Solucidn sustrato G3PDH
DL-a-glicerofosfato.............c......... 1.08 g
VLY 13T SOOI 5 ml
PROT

EST

1.-Cubrir el gel con azul de Coomasie R250 (2.5%) por una hora.
2.-Enjuagar con soluci6n fijadora y destefiidora y dejar 24 horas en esta solucién.

Al tdpido BB.....coen, 0.05¢g
Solucion sustrato EST...................... 1.5 ml
Trig-HCI 0.5 M pH 7.1 5 ml
AR e 43.5 ml
Solueién sustrato EST

1 Nafhil acetato..........ccoooirieinnene 005g
2 Maftil acetato ... 0.05g
P35 1 N —— 2.5ml
AGNB i 2.5 ml
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GAPDH
157 LI 0.025 g
Aveeniato de sodio............c.cccooel 0.09g
Solncidn sustrato GAPDH................. 5ml
WRITEE T e i rmcn s e ol 1.5 ml
PMS 0.1% ..o 1 ml
Tris-HCIOSMpH 7.1 10 ml
R ..o 2 o cnigE i T PR T T ve 32.5ml
Solucion sustrato GAPDH
D-fiuctnosa 1,6 difosfato.................. 0273 g
Aldolasa... ..o, 0.09 ml
Trir-HCLOSMpH 7.1 .. 2 ml
PUBBIB oo cmmmre s s o spssams s smanne s oS 3 ml

Mezclar e incubar a 37°C por 30 minutos.

Amortignador de fosfatos 0.5 M pH 7.0

Solucién A:
NapHPO4 (anhidro)............cceeveeuennnenee. 3.549¢g
DAEUA...ooiiiiieeeiere e 50 ml
Solucién B:
NaH,FO, (monohidrato)..................... 345g
AR ittt 50 ml

Ajustar el pH a 7.0 titulando la solucién B con la A.

Azl de Coomagie

Azl de Coomasie..........ocveveneeeee 1.25¢g
Metanol.............cccoviviiiie. 227 ml
Acidoacético................coccoenn.. 46 ml
ARV 227ml

Soluci6n fijadora y destefiidora

Melano). ..o, 600 ml
Acido ¢8O, ..., 200 ml
ABMA e 1200 ml

Ry -3



Amortignador A

Electrodo:
Trig 0.687 M
Ac. cftrico 0.157 M
pH 8.0

Gel:
Tris 0.0229 M
Acido cfirico 0.0052 M
pH 8.0

Amortignador B

Electrodo:
Tris 0.10 M
Acido maleico 0.10 M
EDTA-Na; 0.01 M
Cloruro de magnesio 0.01 M
pH 7.4

Gel:

Dilucién 1:9 del amortignador para electrodo.

Amortiguador C

Electrodo:
Tris 0.5 M
Acido bérico 0.65 M
EDTA-N2, 0.016 M
pH 8.0

Gel:
Tris 0.05 M
Actdo bérico 0.097 M
EDTA-Na; 0.0016 M
pH 8.0

Amortignador 1)

Electrodo:
Tris 0.135 M
Acido citrico 0.045 M
pl17.0

Gel:
Tris 0.009 M
Acido ¢itrico 0.003 M
plL 7.0
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Amortiguador I
Electredo:
Acido citrico 0.04 M
pH 6.1 con amino propil morfolina.
Gel:
Acido citrico 0.002 M
pH 6.1 con amino propil morfolina.
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