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RESUMEN

Se realizaron analisis de la variabilidad genética en individuos adultos del ostién
japonés Crassostrea gigas, por medio de la electroforesis en gel de almidon. El analisis
comprendié el estudio de 13 sistemas enzimaticos, los cuales resolvieron un total de 25
loci. Los ostiones fueron provenientes de tres localidades dentro de la Bahia de San
Quintin, B. C. (Acuicola San Quintin, Ostiones Guerrero y Juan Cota), cosechados en
noviembre del 2001. Los resultados obtenidos mostraron una diferencia no significativa
en la variabilidad genética entre las tres poblaciones de la Bahia. Sin embargo, los
resultados también muestran que las tres poblaciones tienen una variabilidad y
diversidad genética muy reducida; de 25 loci, 10 fueron monomérficos y 15
polimérficos, y de estos ultimos, el 50 % presenta una deficiencia significativa de
heterocigotos. Solo la poblacién proveniente de Juan Cota fue polimérfica para IDH,
mientras que las otras 2 poblaciones fueron monomorficas para este mismo locus.
Segun la literatura, los valores de heterocigosis promedio para poblaciones naturales
de ostion son de aproximadamente 20% y en las poblaciones analizadas, se
encontraron valores de 5.1-5.4 %.

La deficiencia en la variabilidad genética puede deberse a la endogamia
producida por el sistema de cruzamiento o métodos de reproduccion, como €s
sefialado en la literatura existente.



ABSTRACT

A genetic analysis was made on adult individuals of the japanese oyster
Crassostrea gigas by a method of starch gel electrophoresis. The analyses comprised
the study of 13 enzimatic systems, from which a total of 25 loci were resolved. The
oysters were from three sites in Bahia de San Quintin, B. C. (Acuicola San Quintin,
Ostiones Guerrero and Juan Cota), and were harvested on November of 2001. These
analyses were made by means of starch gel electrophoresis and the values obtained
did not show a significant difference in the genetic variability among the three
populations of the bay. However, the results also show that the 3 populations have a
very low genetic diversity and variability; of the 25 loci analyzed, 10 were monomorphic
and 15 polymorphic, and 50% of these polymorphic individuals show a significant
heterocigote deficiency. Only the population from Juan Cota was polymorphic for IDH,
while the other 2 populations showed monomorphism for this same locus. The mean
heterocigote value reported on literature for natural populations of oyster is
approximately 20% and on the populations studied here, values between 5.1-5.4%
were found.

The genetic variability deficiency might be attributed to endogamy, which is
produced by the breeding methods used in the culture systems, as mentioned in the
literature reviewed.
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1. INTRODUCCION

El Municipio de Ensenada, Baja California, México, es reconocido por la
presencia de diversos maricultivos de gran importancia comercial. Dentro de estos
cultivos destaca el del ostion japonés Crassostrea gigas Thundberg, el cual fue
introducido en México en la década de 1970 (Radilla-Camacho, 1988; Rosa-Vélez et

al., 1991).

El ostion japonés tiene su origen en el noroeste de Asia y posteriormente se
introdujo para su cultivo en Europa, América y Nueva Zelanda (FAO, 2001). El primer
cultivo comercial mexicano se realizd en la Bahia de San Quintin, Baja California, en el
ano de 1976 (Ibarra-Obando, 1980; Villarreal-Chavez, 1993), con semilla proveniente
de un laboratorio del estado de Washington en EE.UU., el cual a su vez obtuvo la
semilla de poblaciones de Japdn (Gutiérrez-Wing, 1988). Periddicamente, se
introdujeron en la zona semillas de ostion de diferentes laboratorios y granjas

provenientes de Oregon y Washington, EE.UU. (Rosa-Vélez et al., 1991).

Desde el .comienzo de su cultivo en Bahia San Quintin, las cosechas fueron
exitosas y su desarrollo se fue incrementando a través de los afios, gracias en parte a
la alta productividad primaria de la zona, propiedad que la caracteriza como una de las

lagunas costeras mas fértiles del Océano Pacifico (Lara-Lara, 1975).

Por otre lado, se considera que C. gigas es una especie muy adecuada para

ser cultivada, debido a los altos niveles de variabilidad genética presentes en




poblaciones naturales (Buroker et al., 1975). Los niveles de heterocigosis promedio
reportados para esta especie, son superiores al 20% (Buroker, et al. 1975; Buroker,
1979) y ésta caracteristica muy probablemente les confiere la habilidad de poder
adaptarse a diversas condiciones ambientales (Rosa-Vélez et al. 1991). Con base en
lo anterior, en paises como EE.UU. y Japdén se han establecido programas para la
seleccion y cria de esta especie; y como consecuencia, se han incrementado tanto los
niveles de productividad, como los rasgos de interés comercial en la poblacién

cultivada (Radilla-Camacho, 1988; Rosa-Vélez, 1991).

En Mé*ico, y en particular en Baja ‘California, es necesario realizar mas
investigaciones de este tipo, de manera que se pueda generar conocimiento para
determinar, y en su caso manipular la estructura genética de las poblaciones. Rosa-
Vélez et al. (1991) mencionan que, al conocer la estructura genética de una poblacion,
es posible tener una imagen mas precisa de la condiciéon de los cultivos, al mismo
. tiempo que se identifican las modificaciones genéticas eventuales que van surgiendo
en los organismos cultivados en las granjas. Estos autores también comentan que “el
conocimiento de la dh;émica genética es la Unica forma de pretender el mejoramiento

de la especie”.

La estimacion de la variabilidad genética de una poblaciéon se basa en la
evaluacion de la heterogeneidad de los productos de sus genes estructurales, o dicho
de otra manera, el porcentaje de loci en los cuales un individuo medio es heterocigoto
(Ayala y Kiger, 1980; Selander, 1980; Valentine, 1980). Los niveles de heterocigosis

promedio para una poblacién en particular varian, dependiendo del tipo de organismo.



Segun Ayala (1980), dentro de las boblaciones naturales de la mayoria de los
organismos, un individuo es heterocigoto en al menos 5-20% de todos sus genes
estructurales. Para invertebrados, los valores son del orden de 15%, con proporciones
de loci polimérficos del 25-50% (Ayala y Kiger, 1980; Ayala, 1980; Dobzhansky, 1980;

Dobzhansky et al., 1980; Valentine, 1980).

Cuando el numero de organismos heterocigotos en una poblaciéon es menor al
numero esperado (segun el equilibrio Hardy-Weinberg), se puede decir que esa
poblacién presenta una deficiencia de heterocigotos, o una baja variabilidad genética
(Zouros y Foltz, 1984). Rosa-Vélez (1986), menciona que los niveles bajos de
variabilidad genética pueden deberse, entre otras cosas, a la edad de la estirpe, a las
caracteristicas biolégicas de la especie y a las condiciones del habitat en el que se
desarrolla. Al | observar este proceso desde el punto de vista evolutivo, las especies
puede sufrir consecuencias que van desde |a reduccién de la variabilidad genética por
endogamia, hasta la extincion, en los casos mas severos (Rosa-Vélez y Rodriguez-

Romero, 1989).

En contraste, un nivel alto de variabilidad genética le permitira a determinada
especie asegurar su persistencia evolutiva dentro de su area de distribucion (Ayala,
1980; Rosa-Vélez, 1986). El Teorema Fundamental de Ila Seleccion Natural, propuesto
por Fisher (1630) dice que “el ritmo de aumento de la eficacia biolégica de una
poblacion en cualquier tiempo, es igual a su varianza genética en eficacia bioldgica en
dicho tiempo”. En otras palabras, si la eficacia biolégica de una especie depende de su

variabilidad genética, entonces el hecho de mantener una variabilidad genética alta le




permitira adaptarse mejor al ambienté en el que se desarrolla y a la vez, le
proporcionara una ventaja adaptativa ante las fluctuaciones ambientales (Jonson,
1980; Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989). La persistencia evolutiva de una
especie dentro de determinado lugar, puede estimarse determinando los cambios en
las frecuencias alelicas por las que han atravesado a través del tiempo y el espacio, y
que se dan mediante procesos o fendmenos como la mutacién, ia migracion, la
seleccion natural y la deriva génica (Ayala, 1980; Ayala y Kiger, 1980; Dobzhansky,

1980, Dobzhansky et al. 1980).

Uno de los métodos empleados para medir la variabilidad genética de las
poblaciones, han sido las técnicas electroforéticas. Estas técnicas fueron
perfeccionadas. a mediados de la década de 1960 y con ellas se ha permitido el
analisis de gran numero de proteinas provenientes de diferentes organismos. También
han sido la base para el desarrollo de los analisis de variabilidad genética y de la
estructura poblacional, con ellas se ha podido demostrar el gran reservorio de
variabilidad genética que la mayoria de las poblaciones naturales posee (Rosa-Vélez,

1986; Radilla-Camacho, 1988).

Partiendo de la necesidad urgente que se tiene en Bahia San- Quintin para
adquirir informaciéon béasica acerca de la estructura genética que presentan las
poblaciones de ostion japonés en cultivo, es que se plantea el presente estudio. En los
ultimos afos, no se han hecho estudios donde se analice y determine la variabilidad
isozimica de los ostiones, en las diferentes granjas de cultivo que existen dentro de la

bahia.




En el presente estudio se ana'lizaron ostiones adultos de talla comercial,
provenientes de tres localidades distintas dentro de Bahia Falsa: Acuicola San Quintin,
Ostiones Guerrero y la Cooperativa Juan Cota, con el fin de estimar los niveles de
variabilidad genética que presentan a nivel de alozimas y comparar la eventual
existencia de diferencias en las frecuencias alé_licas y genotipicas entre las tres

localidades.




11 CARACTERISTICAS DEL OSTION JAPONES

A continuacién se sefialan algunas generalidades del ostién japonés.

Clasificacion taxonémica (segun Coan et al., 2000).

Filo Mollusca

Clase Bivalvia

Subclase Lamellibranquiata
Suborden Filibranchia
Familia Ostreidae
Género Crassostrea
Especie gigas Thundberg

Origen ‘geografico de las poblaciones cultivadas en la actualidad.

Existen cuatro variedades geograficas ~distintas, provenientes de Japédn:
Hokkaido, Miyagui, Hiroshima y Kumamoto. Las poblaciones provenientes de cada
localidad tienen caracteristicas distintivas de morfologia, tasas de crecimiento,
temperatura de desove, adaptabilidad a las condiciones ambiehtales y textura de su
musculo aductor (Ahmed, 1975). Las modificaciones en la forma y estructura de las
valvas es de acuerdo a la naturaleza del sustrato de su ambiente, en donde

posiblemente también influye la salinidad (Ahmed, 1975) (Fotografia 1).
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Fotografia 1 - Ostion japonés Crassostrea gigas (la escala esta en centimetros).




Habitat y distribucion geografica

Se distribuyen en Japén y Korea (Imai y Sakai, 1961), China y Rusia Asiética
(Stenzel, 1971). Aunque no es su distribucién natural, también se les encuentra en
EE.UU. y Canada, pero ésto es a causa de su introduccion en el Pacifico

Noroccidental, con fines acuiculturales (Kittel, 1998).

Estos organismos eurihalinos se desarrollan en lechos ubicados cerca de las
orillas del mar, en bahias protegidas y en estuarios (Flores et al., 1974; Ahmed, 1975).
Tienen un periodo de vida libre corto que dura aproximadamente 25 dias y una vez que
se fijan, pierden su movilidad. Su sobrevivencia y crecimiento depende de las
condiciones ambientales favorables, como el alimento y la ausencia de depredadores y

competidores (Flores et al., 1974).

Régimen alimenticio

Las necesidades nutricionales de estos organismos dependen de su fase de
desarrollo, época del afo, condiciones de desarrollo, estado fisiolégico y caracteristicas
del alimento, entre otros factores. C. gigas es un organismo que se alimenta por medio
de la filtracion, retencion, seleccidn y sorteo de las particulas suspendidas en el agua

(Jorgensen, 1990).



Caracteristicas sexuales

Son organismos dioicos, pero una parte de la poblacidon puede cambiar de
sexo. Los adultos maduros sexualmente, liberan millones de huevos vy
espermatozoides en cada desove. Los huevos no fertilizados (oocitos) miden alrededor
de 35-55 um . Una vez que los gametos son expulsados al medio, Ia fertilizacién y su
posterior desarrollo larval ocurren en el mar (Ahmed, 1975). El desove ocurre durante

el verano, cuando la temperatura del agua es mayor (Flores et al., 1974).




2. ANTECEDENTES

El primer estudio de caracterizacién de alozimas sobre Crassostrea gigas lo
realizé Buroker et al. (1975) con organismos cultivados en Mud Bay, Washington,
mediante analisis electroforéticos de proteinas de tejido y enzimas. En este estudio se
analizaron 11 sistemas enzimaticos con 15 loci, de los cuales 8 fueron polimoérficos y 7

monomdrficos, con valores de heterocigosis del 21%.

En 1977, Fujino y Nagaya realizaron otro estudio con poblaciones de Mud Bay,
Washington, donde encontraron una heterocigocidad promedio del 27%. Por otra
parte, Buroker (1979) analizé las similitudes y distancias genéticas entre tres
poblaciones japonesas de C. gigas y Saccostrea comercialis. En dicho estudio se
analizaron 18 sistemas enzimaticos, los cuales resolvieron para 30 loci. Se obtuvieron
valores de heterocigosis del 20% al 22%. Con base en sus resultados, este autor
sefialdé que C. gigas es el molusco bivalvo con el valor de heterocigosis mas alto, el
cual le confiere, muy probablemente, una mayor capacidad de adaptacion a diversos

ambientes.

Los hallazgos de la alta variabilidad genética registrados en muchas
poblaciones de esta especie, llevo al establecimiento de programas de seleccién y cria
en paises como Japon y Estados Unidos de América (Rosa-Vélez et al., 1991). En
estudios mas recientes, se han realizado programas 3e investigacion genética en
granjas de Japon y América del Norte con el objetivo de caracterizar la estructura

genética poblacional de los cultivos. Estos programas se han enfocado a la

10
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investigacion de los efectos de la endogamia, la selecciéon artificial y apareamiento
sistematico, el efecto de determinados genotipos sobre la sobrevivencia y tasas de
crecimiento, la herencia de caracteres de importancia para la ostricultura y la
factibilidad de la seleccion de lineas genéticas con resistencia a enfermedades (Rosa-

Vélez et al., 1991).

En otros paises como EE.UU., también se han hecho estudios para inducir
triploidias y tetraploidias en los ostiones, de manera que los cultivos puedan presentar
alguna ventaja reproductiva y/o de crecimiento (Standish y Bushek, 1992; Desrosiers et
al., 1993; Guo y Allen, 1994; Eudeline et al., 1999). Generalmente estos cultivos tienen
un crecimiento de hasta un 60% mas rapido que las poblaciones naturales y ademas

pueden comercializarse durante todo el afio (Allen, 1998: Eudeline, 1999).

En Mexico, los estudios de variabilidad genética de ostion por medio de
alozimas, son escasos. Rosa-Vélez (1986) realiz6 el primero con 8 poblaciones
naturales de la especie Crassostrea virginica, provenientes del Golfo de México, en
donde analizo 10 sistemas enzimaticos por electroforesis en gel de almidén. Como
resultado, encontré que el polimorfismo promedio fue de 43.2% + 2.6%, con una
heterocigosis media del 17.4% + 4.0%, en donde 4 de las 8 poblaciones analizadas

presentaron deficiencia de heterocigotos.

El primer analisis genético de la especie Crassostrea gigas en Baja California,

lo realizé Radilla-Camacho (1988), en una poblacion cultivada en Bahia San Quintin, B.
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C. En este estudio se examin6 un solo locus (Mp-1) y se encontré a la poblacién en

estado polimérfico para ese locus, con una heterocigosis del 89%.

Rosa-Vélez et al. (1991), realizaron otro estudio con poblaciones de Bahia San
Quintin, B. C., en donde se examinaron 7 loci génicos. Estos autores propusieron que
la poblacion analizada de San Quintin, present6 un valor alto de similitud genética con
respecto a las poblaciones de Japén. Por otro lado, reportaron que los cultivos no
mostraron perdida significativa de su variabilidad genética, a pesar de que en teoria,
se esperaria lo contrario al cultivar una especie o poblacién que ha sido introducida,
como consecuencia de la reduccién del tamafio de las poblaciones en cultivo y a la
- exposicion de los organismos a presiones ambientales selectivas en funcién de su
posicion geografica. Estos autores recomiendan efectuar seguimientos genéticos de
los cultivos con el tiempo y llevar un registro de los eventos reproductivos e
introduccién de semilla. A pesar de esto, después del estudio efectuado en 1991, no se
volvieron a hacer analisis de variabilidad alozimica dentro de Bahia San Quintin, hasta
el afio 2001, por Correa et al (En prensa). En este estudio se determiné el estado de
salud genética de las poblaciones cultivadas en tres afios consecutivos (1999, 2000 y
2001) y se encontrd que los niveles de variabilidad genética se han reducido en forma
importante, al compararlos con el estudio realizado en 1991 por Rosa-Vélez et al. La
heterocigosis observada fue de 1-5%, siendo estos valores significativamente mas
bajos que los reportados en la literatura, los cuales se encuentran alrededor del 20%
(Buroker et al, 1975). Esta disminucion en la variabilidad genética la atribuyen
principalmente a la endogamia producida por el nimero reducido de reproductores,

ademas de factores selectivos,
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El método mediante el cual se hé logrado determinar la variabilidad genética de
los ostiones en los analisis mencionados anteriormente, ha sido la electroforesis en gel
de almidén. Estos métodos histoquimicos para tincién de proteinas fueron
desarrollados  por Hunter y Moller en 1957, cuando utilizaron las propiedades
cataliticas de las proteinas para revelar su presencia (Pasteur et al.,, 1988). Al colocar
estas proteinas en un medio que contenga su substrato, junto con algunas substancias
quimicas necesarias para su actividad (coenzimas, iones, etc.), el substrato se
transforma. Si uno de los componentes de la reaccién se tifie, entonces se puede

calcular la posicion a la que la proteina ha migrado (Pasteur et al., 1988).

Las bandas que aparecen en el gel son llamadas alozimas, y corresponden a
las diferentes proteinas de las muestras, sintetizadas por uno o varios genes. Las
bandas de los geles pueden traducirse entonces, como fenotipos enzimaticos y estos a

su vez, son interpretados como genotipos.

Pasteur et al. (1988), mencionan que los genes que codifican para proteinas
tienen dos propiedades que los hace ideales para los estudios de variabilidad genética:
(1) una proporcion muy importante de estos genes es polimérfica y (2) los alelos de
estos genes, por lo general se expresan-en organismos heterocigotos (codominancia),
por lo que se puede relacionar el fenotipo observado con el genotipo. Los genes
empleados para realizar andlisis de este tipo pueden considerarse como una muestra
al azar del genoma total de un organismo determinado y su deteccion depende tanto
de los reactivos que se tengan disponibles, asi como de los costos (Pasteur et al.,

1988).




OBJETIVOS

Determinar los niveles de variabilidad genética en organismos adultos del ostién
japonés Crassostrea gigas de talla comercial, cultivados en diferentes
laboratorios comerciales de Bahia Falsa en San Quintin.

Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas del ostion japoneés entre las tres

localidades de cultivo: Acuicola San Quintin, Juan Cota y Ostiones Guerrero.
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4. AREA GEOGRAFICA DE ESTUDIO

La delegacion de San Quintin se encuentra dentro del Municipio de Ensenada,
Baja California, aproximadamente a 200 km hacia el sur. En la costa noroccidental de
esta delegacién se encuentra la Bahia de San Quintin entre los 30° 24’ y 30° 30" N; vy
los 115° 57’ y 116° 01" W (Nishikawa, 1979). Esta bahia cubre una superficie de 42 km

y tiene forma de “Y” orientada en direccién norte-sur.

Por sus caracteristicas es considerada como una laguna costera somera tipica,
al encontrarse separada del océano por las barras arenosas de Punta Azufre y Punta
Laguna. No tiene aporte de agua dulce de ningln rio, pero estd comunicada
permanentemente con el mar a través de Arroyo San Simén, localizado en la boca de

la parte inferior de la “Y” (Villarreal-Chavez, 1993).

Al brazo este de la laguna se le conoce como Bahia San Quintin y al oeste se le
conoce como Bahia F'alsa (Fig. 1). Al conjunto de ambos se le denomina Bahia San
Quintin. Los dos brazos son muy someros y la mayor parte de la bahia tiene menos de
3 m de profundidad, a excepcién de una serie de canales estrechos longitudinales que
no pasan de los 15 m (Lara-Lara, 1975). -Los -dos brazos de la Bahia presentan
caracteristicas distintivas: el brazo este es mas largo que el oeste y Gorsline y Stewart

(1962), sugieren que también es el mas antiguo y complejo.

Bahia Falsa tiene caracteristicas de una laguna costera normal, por estar

separada del mar por una barra arenosa con dunas y poseer su eje paralelo a la linea

15



30° 30°

30° 21
116° 03’ 115° 54/

Figura 1 - Localizacion de Bahia San Quintin: A= Bahia Falsa, B = Bahia San Quintin.
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de la costa (Phleger, 1969; Villarreal-CHévez, 1993). Tiene una longitud de 7 km, vy
un ancho superficial de 2 km en promedio. Su canal principal esta orientado hacia la
derecha y tiene una profundidad maxima de 15 m, aunque la mayor parte de la bahia
tiene una profundidad de 2m enmarea baja. (Lara-Lara, 1975: Villarreal-Chavez,
1993). Hacia el oeste tiene una barra arenosa que lo separa del Océano Pacifico y
hacia el sur tiene otra barra arenosa que forma parte de la divisién del brazo oriental
con Bahia Falsa (Villarreal-Chavez, 1993). En este sitio se encuentran las empresas

dedicadas al cultivo comercial del ostidn japonés (Fig. 2).

Bahia San Quintin tiene una profundidad de 13 m en su canal principal, un
ancho superficial variable y una longitud de 11 km, siendo mas angosta que la anterior
(Lara-Lara, 1975). Su eje es perpendicular a la costa y tiene un arroyo incipiente en su
cabecera. Esta parte de la bahia se encuentra sujeta a procesos de sedimentacion
mas complejos y tiene mayores extensiones de marismas con respecto a Bahia Falsa

(Villarreal-Chavez, 1993).

Las corrientes marinas superficiales dentro de la bahia son esporadicas y de
variable intensidad, ocasionadas en parte por las corrientes de viento, principalmente
durante el invierno. Tanto Bahia San Quintin como Bahia Falsa reciben un alto ingreso
de nutrientes durante todo el afio, pero es mayor durante la estaciéon de verano,
cuando las surgencias son mas activas, El aporte de nutrientes también se da por ia
presencia y abundanéia del pasto marino Zostera marina, que tiene una produccién
primaria alta de hojas y de rizomas (Ibarra-Obando, 1985). Igualmente abundan otras

fanerégamas cerca de la linea de marea y en zonas arenosas tales como Spartina sp.



30° 30

30° 21 .
116° 03' 115° 54'

Figura 2 - Localizacion del sitio de muestreo dentro de Bahia San Quintin:
JC = JuanCota, OG = Ostiones Guerrero y ASQ = Acuicola San Quintin.
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y Salicornia sp., las cuales desempeﬁaﬁ un papel importante en la distribucion de la
materia organica que penetra del mar adyacente (Bernard, 1964). La regiéon adyacente
a la Bahia de San Quintin tiene un clima semiarido templado, con temporadas de lluvia
durante el invierno. La temperatura promedio en el verano es de 24 °C y en el invierno
de 12 °C, con una temperatura media anual registrada de 16 °C (Villarreal-Chavez,
1993). Los suelos que predominan en el lecho de la bahia, y en especial sobre el brazo
este, es) uniforme formado bor pequefios promontorios aplanados en forma irregular y
cubiertos abundantemente por praderas de Z. marina (Nishikawa, 1979). El sedimento
que lo conforma varia desde limos hasta arenas gruesas y los organismos presentes

méas comunes son los anélidos, moluscos, gasterépodos y anfipodos (Villarreal-

Chavez, 1993).



5. METODO

5.1 Procedencia de las muestras

Se recolectaron especimenes de Crassosirea gigas provenientes de tres
laboratorios comerciales de Bahia Falsa en San Quintin Baja California, en donde fueron
cultivados durante 9 meses hasta alcanzar la talla comercial. Se recolectaron un minimo
de 50 organismos por poblacién y se transportaron en hieleras cerradas herméticamente
a 0 °C, al laboratorio de Genética y Biologia Molecular, del Instituto de Investigaciones

Oceanologicas.

5.2 Analisis electroforéticos

En el laboratorio, los organismos se colocaron en bolsas de plastico etiquetadas
y se congelaron a -70 °C. Una vez congelados, se les extrajo la glandula digestiva y el
musculo aductor, los cuales se homogeneizaron por separado, empleando una solucion
Tris — HCI 0.2M pH 8.0 y PMSF para inhibir la actividad de las proteasas. El
homogeneizado se centrifugd durante 20 minutos a 10,000 rpm a 4 °C y el
sobrenadante se colocé en tubos Eppendorf, previamente etiquetados. Posteriormente,

las muestras se almacenarona -70 °C.
Para los analisis electroforéticos se utilizé el sistema en gel de almidén al 10%,

preparado de acuerdo al método Hedgecock (Rodriguez, 1998). En un matraz kitasato

se mezclaron 50 g del almidén en 500 mL de la solucién amortiguadora correspondiente,
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dependiendo del sistema enzimatico que se fuera a analizar (Tabla | y Il). De esta
solucién amortiguadora inicial, se separaron. 350 mL para calentarlos en una plancha
hasta su ebullicion y éstos después se agregaron a los 150 mL restantes del almidén
disuelto. Después se eliminé el aire atrapado en el gel con una bomba de vacio, hasta
que desaparecieron las burbujas, e inmediatamente después se vertid el gel con

cuidado, sobre una placa de acrilico.

Una vez que el gel se consolidd a temperatura ambiente, se realizd un corte
transversal a 3 cm del borde inferior, en donde se insertaron las mechas de papel filtro
Watman # 3 de 1 x 0.5 cm saturadas con las muestras individuales de sobrenadante.
Se colocd otra mecha saturada con azul de bromofenol al 0.0002 % junto con las
muestras con e! fin de observar el desplazamiento de las proteinas a través del campo
electroforético. Después, las dos secciones del gel se juntaron para sujetar las mechas.
Posteriormente, el gel se coloc6 sobre una celda vertical (Biorad, modelo / Owl, sist.
Horizontal) para electroforesis y se puso en contacto con la soluciéon amortiguadora
correspondiente (Tabla I), mediante papel filtro Watman # 1, formando un puente de
flujo eléctrico entre un extremo del gel (catodo) y el otro (anodo). La celda electroforética
se colocéd dentro de un refrigerador de cromatografia a 4 °C y se conecté a una fuente
de poder de alto voltaje (Termo EC Serie 90). En la Tabla Il se muestran:las condiciones
eléctricas iniciales, asi como tiempos de duracion de las corridas electroforéticas para
cada uno de los sistemas amortiguadores empleados en el analisis de isozimas.
Asimismo, en la Fotografia 2 se aprecia una celda para electroforesis utilizada para los

analisis realizados para las tres poblaciones de la Bahia de San Quintin.
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Tabla I. Sistema de amortiguadores empleados para el andlisis electroforético de los
diferentes sistemas enzimaticos ensayados en el ostién japonés Crassostrea gigas.

Clave Amortiguador Abrev, Gel Electrodo
A Tris-EDTA-Borato TEB 2424 gm  Tris 8} 242,28 gm Tris
(Abreu, 1983) 56.00 gm  Acido bérico 56.00 gm Acido Bérico
23.96 gm - Na-EDTA 23.96 gm Na-EDTA
400L H,O destilada 400 L H,O destilada
Ajustar.pH a 8.6 Ajustar pH a 8.6
B Tris-EDTA-Citrato TEC a) Solucion stock:
(Abreu, 1983) 16.35gm  Tris 65.40gm Tris
9.04 gm  Acido citrico 36.04 gm  Acido citrico
6.90gm Na-EDTA 1.84gm . Na-EDTA

1.00L H,0 destilada 4.00 L H,0 destilada

b) Diluir 1:15 solucidn stock
AjustarpHa 7.1 ‘
Ajustar pH a 7.1

C Tris-Citrato/Borato- POULIK 136.84 gm . Tris 74.20 gm  Acido bérico
Hidroxido 4.20 gm - Acido citrico 9.60gm  NaOH
(Poulik, 1957; Abreu, 4.00L H,0 destilada 4.00 L H,O destilada
1983)
AjustarpH a 8.7 Ajustar pHa 8.2
D Tris-EDTA-Citrato TEC a) Solucion stock:
(Abreu, 1983) 16.35gm Tris 65.40 gm Tris
9.04gm  Acido citrico |36.04 gm Acido citrico
6.90 gm Na-EDTA 1.84.gm Na-EDTA
1.00 L H,0 destilada | 4.00 L H,O destilada

b) Diluir 1:15 solucién stock
Ajustar pH a 8.0

Ajustar pH a 8.0
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Tabla Il. Sistemas enzimaticos ensayados por el analisis electroforético

realizadoe a las poblaciones de Crassostrea gigas, cultivadas en Bahia San
Quintin, BC. Se denota el codigo EC* para cada sistema enzimatico, su abreviatura, su
estructura cuaternaria, la clave del sistema amortiguador empleado y el numero

de loci expresados por sistema.

g Estructura Sistema
Nimero EC Sistema enzimatico Abreviatura
cuaternaria amortiguador
1.1.1.37 Malato deshidrogenasa MDH Dimérica B
1.1.1.40. Enzima malica ME Tetrameérica D
1.11.42. Isocitrato deshidrogenasa IDH Dimerica B
Glucosa-6-fosfato-1-
1.1.1.49. G6PDH Dimérica B
deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato
1.2.1.12. GPD Tetrameérica D
deshidrogenasa
2.7.1.1. Hexoquinasa HK Monomérica A
3.1.1.1. Carboxilesterasas EST Monomérica B
3.1.1.1. | Carboxilesterasa EST-D Dimeérica B
3.1.3.1. Fosfatasa alcalina ALP Dimérica D
3.2.1.1. Amilasa AMY Monomérica A
3.4.11.1. Leucil- amino peptidasa LAP Monomérica A
3.4.13.18 | Citosol dipeptidasa PEP Dimérica Cc
5.3.1.8. Manosa-6-fosfato isomerasa MPI Monomérica A
54.22. Fosfoglucomutasa PGM Monomérica A

* Clasificacién y nomenclatura enzimatica de acuerdo a la NC-IUBMB (Nomenclature Committee of - the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2003).
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Tabla lll. Relaciéon de los sistemas amortiguadores, condiciones. eléctricas
iniciales, duracién de los ensayos vy loci expresados para Crassostrea
gigas.

. Condiciones Eléctricas Iniciales Duracion .
Sistema Amortiguador Loci Expresados

(mA) (volts) (watts) | (horas)

A. TEB pH 8.6 50 200 50 6 Pgm (M)

Lap-1; Lap-2; Lap-3(G)
Amy-1; Amy-2; Amy-3(G)
Mpi-1; Mpi-2 (M)

B. TEC pH 7.1 50 190 50 6 Est-D (G)

6Pgdh (M)
Mdh-1;Mdh-2 (M)
Est-2; Est-3 (M)
ldh-1; Idh-2 (M)

C. POULIK 35 350 50 15 Pep-1; Pep-2; Pep-3 (M)

D. TEC pH 8.0 50 200 50 8 Alp (G)

Gpd (M)

Me-1; Me-2,(M)
Hk (M)

M = Musculo, G = Glandula digestiva.
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Concluido el tiempo fijado para la migracién de las proteinas, se retird la corriente

de las celdas. Por cada gel, se obtuvieron de 3 a 4 rebanadas, haciendo cortes

|
|
|
1
I
].
I
1
0
i

longitudinales con una cuerda de guitarra (no. 1) y se revelaron con tinciones

histoquimicas, las cuales son especificas para cada sistema enzimatico.

La tincién de los geles se realizé colocando cada rebanada en una charola y

vertiendo la solucidn histoquimica requerida para el revelado de la enzima en particular
(ver Apéndice | y Il). Los sistemas enzimaticos se escogieron al azar con respecto a su

funcién metabdlica y dependiendo de la disponibilidad de reactivos.

L/}Anodo

Lugar para el gel
con las muestras
(@)

Contenedores para el
amortiguador del electrodo

“Entradas de recirculacion
del amortiguador

Fotografia 2. Celda utilizada para las corridas electroforéticas. Se observan los electrodos,
la zona en donde se deposita el gel de almidén con las muestras, y los contenedores para
el amortiguador del electrodo.
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Seguin Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero (1989), la solucién histoquimica debe
contener: (1) el sustrato especifico de la enzima que se desee revelar, (2) coenzimas, (3)
los cofactores requeridos para la reaccion y (4) el pH y la temperatura éptimos de la
enzima. De acuerdo con el principio anterior, los geles se colocaron en una incubadora
a 37 °C hasta que aparecieron las bandas, las cuales son interpretadas como zonas de
actividad enzimatica (Rosa-Vélez, 1986; Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989). El
analisis consté de 13 sistemas enzimaticos, los cuales revelaron un total de 25 loci por

poblacion.

En el anexo | se muestran los ensayos enzimaticos realizados para revelar los
loci analizados en este estudio. En la Tabla Il se muestran los codigos recomendados
EC para las enzimas analizadas, actualizados de la Base de Datos “Enzyme”, boletin
periédico de The Nomenclature Comitee of the International Union of Biochemistry, asi
como los sistemas amortiguadores empleados con sus respectivas formulas. Con fines

practicos, se sefiala la nomenclatura asignada a las poblaciones aqui estudiadas:

ASQ = Acuicola San Quintin
JC = Juan Cota
oG = Ostiones Guerrero

De manera recurrente, se hara mencion a estos codigos tanto en la seccidén de

resultados como en la discusion.
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5.3 Interpretacion de los zimogramas

Los zimogramas son los electroforegramas revelados para una enzima en
particular. A las bandas que aparecen en los zimogramas se les denomina
electromorfos y éstas son regiones de actividad enzimatica (King y Ohta, 1975).
Cuando un sistema enzimatico estd compuesto por una subunidad, las enzimas son
llamadas monoméricas y cuando estd compuesto por dos o mas subunidades, las
enzimas son multiméricas. Cuando existen dos © mas subunidades, cada enzima es
llamada isozima y tales subunidades pueden tener una secuencia de aminoéoidos
iguales (isozimas homoméricas) o diferentes (isozimas heteromericas). El patron que
se observa después de una corrida electroforética, dependera del numero de

subunidades que tenga tal isozima (Harris y Hopkins, 1978).

Cuando en un locus existen dos o mas alelos que codifican para una cadena
polipeptidica en particular, pueden suceder dos cosas: (1) que se produzca un individuo
homocigoto para ese locus, en el cual sus dos alelos codifican para formar el mismo tipo
de cadena polipeptidica o, (2) que se produzca un individuo heterocigoto para tal locus,
en el cual sus dos alelos codifican para formar dos cadenas polipeptidicas

estructuralmente diferentes (Harris y Hopkins, 1978).

El heterocigoto formado por enzimas monoméricas (con una sola subunidad),
estara compuesto por dos formas enzimaticas diferentes, mientras que el homocigoto

estara compuesto por dos formas enzimaticas iguales.
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El heterocigoto formado por enzimas multiméricas (méas de dos subunidades),
estara compuesto por varias formas de enzimas heteroméricas, mientras que el
homocigoto, por las enzimas homoméricas correspondientes. El numero de
subunidades presentes en las isozimas se puede clasificar de la siguiente forma:
Dimeros = dos subunidades homocigotas y una subunidad heterocigota
Trimeros = dos subunidades homocigotas y dos subunidades heterocigotas
Tetrameros = dos subunidades homocigotas y tres subunidades heterocigotas, y asi

sucesivamente (Harris y Hopkins, 1978).

Una forma simplificada de verlo es: el nimero de subunidades idénticas
presentes en una isozima sintetizada por un homocigoto es n y en un heterocigoto n+7,

y de éstos, 2 formas seran homomeéricas y n-1 heteroméricas.

Si las cadenas polipeptidicas difieren en su carga neta, las isozimas formadas
por los loci heterocigotos presentaran patrones electroforéticos caracteristicos, como los

que se observan en la figura 4.
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Homocigoto  Heterocigoto ~ Homocigoto

L > >
Monomerica
> >
-
Dimérica >
>
D >
Trimérica -
L Lain
i) -
Tetramérica
>

Fig. 3. Diagrama de los patrones caracteristicos esperados para las isozimas en
homocigotos y heterocigotos. Se describe el patron para enzimas que presentan una
estructura cuaternaria monomeérica, dimérica, trimérica y tetramérica (Harris y Hopkins,
1978).

Los electromorfos generalmente son numerados en orden ascendente, segun su

movilidad catddica, designando como A al alelo de mayor movilidad; B al segundo, y asi

sucesivamente (Trujillo-Ortiz, 2002).

La movilidad electroforética depende de la carga eléctrica de la proieina dentro
del medio electroforético, asi como de su tamafio, forma y de las asociaciones que
puedan tener con otros compuestos susceptibles a la ionizacién (Pasteur, 1988). En el
campo electroforético, los individuos homocigotos revelaran una sola banda con
determinada movilidad, mientras que los heterocigotos revelaran dos o mas. De esta
forma se puede interpretar las frecuencias electromérficas obtenidas, en frecuencias
alélicas y éstas a su vez se pueden entender como genotipos (Rosa-Vélez, 1989;

Trujillo-Ortiz, 2002).
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5.4 Estimacion de la variabilidad genética

Para analizar los datos obtenidos, se utilizaron los programas para PC BIOSYS
~ 1.0 (Swofford y Selander, 1989) y GENEPOP 3.0 (Raymond y Rousset, 1995), para
determinar la variacidon genética de cada poblaciéon de individuos heterocigotos vy la
proporcién de loci polimorficos al nivel Pogs. Se cuantifico el apartamiento del equilibrio

Hardy-Weinberg con la prueba ji cuadrada (Sokal y Rohlf, 1981) mediante la formula:

=2 (O-AP /A

Donde: O = frecuencia observada y A = frecuencia esperada

A esta prueba se le aplico la correccion Levene (1949) para muestras pequeias

(Trujillo-Ortiz, 2002).

La hipdtesis nula fue la independencia entre la variacién alélica de los loci
polimérficos de cada poblacion con respecto al resto de las poblaciones y el valor de

P<0.05 indica el rechazo de la hipétesis nula.

A los alelos se les designo las letras A, B, C, y asi sucesivamente (para describir
al alelo que ha alcanzado la mayor distancia al &nodo desde el origen) segun la opcion #
1 del programa BIOSYS. La heterocigosis esperada (He) fue calculada por los
programas mediante la expresion:

He=1-2 (x%)

Donde x; es la frecuencia del iésimo alelo del locus.
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La heterocigosis esperada sin sesgo (He (ss)), se basa en las expectativas
condicionales de Levene (1949) y Nei (1978) para muestras pequefias. El estimador D
se obtuvo mediante la expresion:

D = (Ho - He) / He

Donde Ho = heterocigosis observada y He = heterocigosis esperada.

Un valor positivo en esta relacién es un indicador de un exceso de heterocigotos y uno

negativo indica una deficiencia de heterocigotos (Abreu — Grobois, 1983).




6. RESULTADOS

Para las poblaciones de ostion japonés cultivadas en Bahia San Quintin, se
obtuvieron un total de 25 loci, de los cuales 15 resultaron monomérficos: Mdh-2, Me-2,
Idh-2, G6pdh, Gpd, Est-1, Est-2, Est-D, Amy-1, Amy-2, Lap-2, Pep-2, Pep-3, Mpi-2,
Pgm-2; los 10 restantes fueron polimérficos: Mdh-1, Me—1,' Hk-1, Est-3, Alp-2, Lap-1,
Pep-1, ldh-1, Mpi-1, Pgm-1; y solo Idh-1 fue monomodrfica para ASQ y OG, pero
polimorfica para JC (Tabla IV). En algunos casos se presentaron alelos con una
frecuencia menor a 0.1, como en la poblacién de ASQ donde el alelo B de los loci Mdh-
1, Est-3, Lap—1v, Mpi-1y Pgm-1 presenté una frecuencia de 0.071, 0.042, 0.097, 0.083,
y 0.042, respectivamente. Para la poblacion de JC, el alelo B de los loci Mdh-1, Idh-1,
Lap-1, Mpi-1 y Pgm-1 registré una frecuencia de 0.097, 0.028, 0.069, 0.097, y 0.040.
De igual forma, para la poblacién de OG, el alelo B de Mdh-1, Lap-1, Pgm-1, se

~observaron valores de 0.029, 0.086 y 0.040, respectivamente (Tabla 1V).

El nimero promedio de alelos por locus se mantuvo entre 1.4 + 0.1 para las tres
poblaciones en estudio. Con respecto al porcentaje de loci polimérficos, el valor mas
bajo se registro para las poblaciones ASQ Y OG con un valor del 28.0%, mientras que

- el valor mas alio se obtuvo para la poblacion de JC con-32.0% (Tabla V).

La heterocigosis observada para la poblacion de ASQ registré un valor de
0.047+ 0.014, el cual es inferior a las otras dos poblaciones, en donde se obtuvieron
“valores de 0.052 para JC y 0.050 para OG. De acuerdo a la prueba x2 no existen

diferencias estadisticas significativas en la comparacion de los valores promedio entre
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la heterocigosis observada y esperada, para cada una de las tres poblaciones (Tabla
V). En la Tabla VI se muestran los resultados de la'prueba x2 con los cuales se
determino la desviacion con respecto al modelo Hardy-Weinberg para los diferentes

loci polimérficos encontrados en cada poblacion.

La poblacion de ASQ muestra una deficiencia de heterocigotos altamente
significativa para cuatro loci: Hk-1, Alp-2, Pep-1y Pgm-1 (P < 0.0001). Los cinco loci
polimérficos restantes, analizados para esa poblacién, no mostraron una deficiencia de
heterocigotos significativa: Mdh-1 x2 = 5.690, P = 0.17 y D =-0.363; Me-1 5* =4.780, P
=0.29 y D = -0.352; Est-3 x*=0.045, P = .832 y D = 0.029; Lap-1 x*=0.353, P = .552y

D = 0.092; Mpi-1 x*=0.245, P =0.621 y D = 0.076 (Tabla VI).

Para el caso de JC, cuatro loci polimoérficos analizados mostraron deficiencias
significativas de heterocigotos: Idh-1,- Hk-1, Alp-2 y Pep-1; Me-1 y Est-3 también
mostraron- una deficiencia significativa (P = 0.001 y P = 0.002 respectivamente).
Mientras que para los cuatro loci restantes de esa poblacién, se encontraron valores de
heterocigosis superiores a 0.0001: Mdh-1 x?=2.003, P=0.157 y D = -0.220; Lap-1 x?
=0.158, P = 0.691 y D = 0.060; Mpi x> = 0.353, P = 0.552 y D = 0.092; Pgm y* = 0.021,

P =0.884y D =0.021 (Tabla VI).

Para la poblacion de OG, sé encontraron deficiencias de heterocigotos para los
loci Hk-1, Alp-2 y Pep-1. En el locus Me-1 también se encontré una deficiencia
significativa (P=0.001). De igual forma, en los siguientes loci no se encontraron

7

deficiencias de heterocigotos significativas: Mdh-1 x*=0.015, P = 0.903 y D = 0.015;
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Est-3 42 = 0.562, P = 0.453 y D = -0.120; Lap-1 3* = 0.253, P = 0.615 y D = 0.078; Mpi-
142 =0.366, P = 0.545 y D = 0.095; Pgm-1 * = 0.021, P = 0.884 y D = 0.021 (Tabla

Vi),

Los valores de heterocigosis esperados en las tres poblaciones fueron
comparados entre si, analizando sus promedios mediante la prueba “T". Segun esta
prueba, no se encontraron diferencias significativas entre ellas (ASQ-JC, P = 0.5921;

ASQ-0OG, P =0.8693; JC-OG, P =0.7123).

En las fotografias 3, 4 y 5 se muestran ejemplos de geles revelados para los
loci Lap y Mdh, bajo las condiciones electroforéticas descritas en la Tabla lll (TEB, pH
8.6 y TEC, pH 7.1 respectivamente). En estos geles se evidencian zonas de movilidad
electroforética, en donde el alelo mas comun fue designado con la letra Ay al segundo

mas comun con la letra B. Para este locus, se observaron tres genotipos: AA, AB y BB.

En las fotografias 6, 7 y 8 se observan otros tres ejemplos de geles corridos
para el locus Est (TEC, pH 7.1). De igual forma, en estas fotografias se observan dos
zonas de movilidad electroforética diferente, y se utilizd la misma designacion para los

alelos: AA, AB Y BB.
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Tabla V. Variacién alélica en tres poblaciones del ostién japonés Crassostrea
Juan Cota y Ostiones Guerrero,

gigas: ASQ, JC y OG, Acuicola San Quintin,
respectivamente; A y B: alelos.

Locus Alelo ASQ

JC 0G
Mdh-1 n 70 72 70
A 0.929 0.903 0.917
B 0.071 0.097 0.029
Mdh-2 n 64 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Me-1 n 72 72 70
A 0.819 0.750 0.814
B 0.181 0.250 0.186
Me-2 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Idh-1 n 72 72 70
A 1.000 0.972 1.000
B e 0.028
Idh-2 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1,000
G6pdh n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Gpd n 70 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Hk-1 n 72 72 70
A 0.722 0.694 0.714
B 0.278 0.306 0.286
Est-1 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Est-2 n 72 72 72
A 1.000 1.000 1.000
Est-3 n 72 68 70
A 0.958 0.691 0.871
B 0.042 0.309 0.129
Est-D n 70 72 70
A 1.0000 1.000 1.000
Alp-2 n 72 70 70
A 0.667 0.714 0.600
B 0.333 0.286 0.400
Amy-1 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Amy-2 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000




Tabla IV. continuacion.

36

Locus Alelo ASQ JC oG
Lap-1 n 72 72 70
A 0.903 0.931 0.914
B 0.097 0.069 0.086
Lap-2 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Pep-1 n 72 70 70
A 0.264 0.414 0.686
B 0.736 0.586 0.314
Pep-2 n 72 72 70
’ A 1.000 1.000 1.000
Pep-3 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Mpi-1 n 72 72 70
A 0.917 0.903 0.900
B 0.083 0.097 0.100
Mpi-2 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
Pgm-1 n 72 50 50
A 0.958 0.960 0.960
B 0.042 0.040 0.040
Pgm-2 n 72 72 70
A 1.000 1.000 1.000
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Tabla V. Resumen de la variacion genética para las tres poblaciones del ostion
japonés Crassostrea gigas, en donde se denota el numero de alelos por
locus, el porcentaje de polimorfismo, y los niveles de heterocigosis (ASQ =
Acuicola San Quintin, JC = Juan Cota 'y OG = Ostiones Guerrero).

Poblacion ASQ JC 0G
Numero-promedio de 35.7£ 0.2 354+04 34604
individuos analizados
Numero promedio de alelos 1.4x0.1 1.4 +0.1 1.4+0.1
por locus

% de loci polimorficos (Po.gs ) 28.0 32.0 28.0
Heterocigosidad Ho 0.047+ 0.014 0.052+ 0.015 0.050+ 0.037
He 0.087+ 0.029 0.111x0.034 0.094+ 0.043
2 Ns ns ns

Ho: heterocigosis observada; He: heterocigosis esperada (sin sesgo); ns: no significativo.
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Tabla VI. Prueba ji cuadrada (%) para determinar la desviacién del equilibrio de
Hardy-Weinberg para los diferentes loci por clases. de genotipos en cada
poblacion de Crassostrea gigas. g.., grados de libertad; P, probabilidad <
0.05; D, deficiencia de heterocigosis (ASQ = Acuicola San Quintin, JC = Juan Cota y
OG = Ostiones Guerrero).

Poblacién Locus Clase Fr;cuencia Frecuencia ¥ g.l P D
Observic.i_? Esperada
ASQ Mdh-1 AA 31 30.145 5.690 1 0.017 -0.363
AB 3 4,710
BB 1 0.145
Me-1 AA 26 24.099 4.780 1 0.029 -0.352
AB 7 10.803
BB 3 1.099
Hk-1 AA 24 18.676 19.850 1 0 -0.727
AB 4 14.648
BB 8 2.676
Est-3 AA 33 33042 0.045 1 0.832 0.029
AB 3 2915
BB 0 0.042
Alp-2 AA 21 15.887 14.814 1 0 -0.630
AB 6 16.225 ‘
BB 9 3.887
Lap-1 AA 29 29.296 0.353 1 0.552 0.092
AB 7 6.408
BB 0 0.296
Pep-1 AA 7 2.408 15.785 1 0 -0.647
AB 5 14.183
BB 24 19.408
Mpi-1 AA 30 30.211 0.245 1 0.621 0.076
AB 6 5.577
BB 0 0.211
Pgm-1 AA 34 33.042 22.995 1 0 -0.657
AB 1 2.915
BB 1 0.042
Jc Mdh-1 AA 30 29.296 2.003 1 0.157 -0.220
AB 5 6.408
BB 1 0.296
Me-1 AA 24 20.158 11.914 1 0.001 -0.562
AB 6 13.690
BB 6 2.155
Idh-1 AA 35 34,014 71.014 1 0 -1.000
: AB 0 1.972
BB 1 .014
Hx-1 AA 23 17.254 20.589 1 0 -0.742
AB 4 15.493

BB 9 3.254
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Tabla VI. continuacion

Poblacion Locus - Clase Frecuencia Frecuencia x* g.l. P D
Observada Esperada
Est-3 AA 20 16.134 9.751 1 0.002 -0.525
AB 7 14,731
BB 7 3.134
Alp-2 AA 23 17.754 19.143 1 0 -0.724
AB 4 14.493
BB 8 2.754
Lap-1 AA 31 31.141 0.158 1 0.691 0.060
AB : 5 4.718
BB 0 141
Pep-1 AA 12 5.884 18.187 1 0 -0.710
AB 5 17.232
BB 18 11.884
Mpi-1 AA 29 29.296 0.353 1 0.552 0.082
AB 7 6.408
BB 0 0.296
Pgm-1 AA 23 23.020 0.021 1 0.884 0.021
AB 2 1.959
BB 0 0.020
oG Mdh-1 AA 33 33.014 0.015 1 0.903 0.015
AB 2 1.971
BB 0 .014
Me-1 AA 26 23.130 10.707 1 0.001 -0.534
AB 5 10.739
BB 4 1.130
Hk-1 AA 23 17.754 19.143 1 0 -0.724
AB 4 14.493
BB 8 2.754
Est-3 AA 27 26.522 0.562 1 0.453 -0.120
AB 7 7.957
BB 1 0.522
Alp-2 AA 18 12.478 15.165 1 0 -0.648
AB 6 17.043
BB 1 5.478
Lap-1 AA 29 29.217 0.253 1 0.615 0.078
AB 6 5.565
BB 0 0.217
Pep-1 AA 22 16.348 19.847 1 0 -0.739
AB 4 15.304
BB 9 3.348
Mpi-1 AA 28 28.304 0.366 1 0.545 0.095
AB 7 6.391
BB 0 0.304"
Pgm-1 AA 23 23.020 0.021 1 0.884 0.021
AB 2 1.959

BB 0 0.020
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Fotografia 3. Genotipos revelados para Lap (Gel IV).
De izquierda a derecha: AB, AA, AB, AB, AB, AB, AB.

Fotografia 4. Genotipos revelados para Mdh (Gel ).
De izquierda a derecha: AB, AB, AB, AB, AA.

Fotografia 5. Genotipos revelados para Mdh (Gel Ill).
De izquierda a derecha: BB, AB, AB, AA. -



Fotografia 6. Genotipos revelados para Est (Gel ).
De izquierda a derecha: AB, AB, AB, BB,BB, AB, AA, AA, AA.

Fotografia 7. Genotipos revelados para Est (Gel ll).

De izquierda a derecha: AA, AA, AA, AA, AA, AB, AA, AB, BB.

Fotografia 8. Genotipos revelados para Est (Gel V).
De izquierda a derecha: AB, AA, AA, AB, BB, AB, AB.

4



7. DISCUSION

La interpretacion de la variabilidad genética de las diferentes formas biologicas,
se basa en el conocimiento de los mecanismos que operan en la evolucién. Si se
entiende evolucién como los cambios en el acervo genético (cambios en las
frecuencias génicas de las poblaciones a través del tiempo), se pueden entonces
validar los estudios de variabilidad genética mediante la caracterizacion de las
frecuencias génicas y su variaciéon dentro del tiempo y el espacio (Ayala, 1980;

Dobzhansky, 1980).

Los resultados encontrados esta investigacién, muestran que las poblaciones
de ostién jépohés Crassostrea gigas, cultivadas dentro de Bahia San Quintin,
presentan una diversidad genética muy reducida. Diversos autores han encontrado que
en general, los moluscos bivalvos tienen una variabilidad genética muy baja
comparada con otros invertebrados marinos y en muchas ocasiones se han reportado
deficiencias de heterocigotos para especies de los géneros Chlamys, Mytilus, Ostrea,
Saccostrea, entre otras. (Singh y Green, 1984; Zouros y Foltz, 1984). Para el género
Crassostrea, también se han reportado deficiencias significativas de heterocigotos en
las especies: C. angulata, C. belcheri, C. gigas, C. iredalei, C. rhizophorae, C. rivularis,
C. virginica. Sin embargo, los valores encontrados en este estudio fueron ain mas

bajos que cualquier valor reportado para la especie C. gigas hasta el momento.
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Los niveles de heterocigosis encontrados en este estudio oscilan entre 5.1-5.4
% Segun Buroker et al. (1975) y Buroker (1979), los valores de variabilidad registrados

ara esta especie en poblaciones naturales, se encuentran alrededor del 20%.
p p p ,

Segun diversos autores, los principales factores que pueden explicar las causas
de la deficiencia de heterocigotos, son: (a) la seleccion natural, (b) la endogamia, (c) el
efecto Wahlund, (d) la presencia de alelos nulos y (d) la falta de definicion en las
técnicas electroforéticas empleadas (Buroker et al., 1975; Ayala, 1980; Singh y Green,

1984; Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989; Rosa-Vélez et al., 1991).

Para esta investigacion, la seleccion natural es un factor que probablemente
tuvo alguna influencia sobre los cultivos de ostion cultivado en Bahia San Quintin. Las
semillas de los ostiones que se cultivan dentro de Bahia San Quintin, son importadas
de la compania Taylor Shellfish Farms, que se encuentra en el estado de Washington,
EE.UU. Estas semillas estan adaptadas a las condiciones que existen en ese lugar,
como la temperatura del agua, la salinidad, el pH, entre otros. Segun Mitton (1997), el
factor que mas influye sobre la biologia de un organismo es la temperatura. No hay
registros de algun animal, ya sea homeotermo o poiquilotermo, que no se vea afectado
por las temperaturas extremas. Generalmente la -intensidad y duracion de las
temperaturas extremas son criticas, porque les afecta en su desempefio metabdlico y
por lo tanto, su posibilidad de sobrevivir. Esta generalizacién no es una excepcion para
el ostidén japonés y quizd este efecto sea todavia mas intenso para los ostiones

cultivados en Bahia San Quintin. Al introducir las semillas a la bahia, se les debe de
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estar sometiendo a un estrés térmico, ya que existe una diferencia de 15 °C en la

temperatura de ambos sitios (Tchernia, 1980).

De esta forma, es muy probable que la seleccién natural este influyendo sobre
los cultivos de ostion de Bahia San Quintin. Las frecuencias alélicas y genotipicas son
similares para las tres poblaciones, lo cual quiere decir que el medio esta ejerciendo
una misma presion ambiental sobre ellas. Por lo tanto, su coeficiente de seleccion y su

valor adaptativo deben de ser muy similares.

No obstante, se deben de considerar otros factores ejercidos por el medio que
son de igual importancia, como puede ser la latitud. Rosa-Vélez et al. (1991),
mencionan que al colocar a los cultivos a una latitud diferente a la que estan
adaptados, se le puéden provocar presiones selectivas por las que no estaban
atravesando en su lugar de origen. Las semillas cultivadas en Bahia San Quintin son
colocadas a latitudes mas bajas (30 °N) en comparacién con la regién de donde
provienen (40-45 °N) y ademas, son sometidas a distintas presiones ambientales
fisicas (temperatura, etc.), quimicas (pH, salinidad, etc.) y bioldgicas (parasitismo, etc.).
Es conocido que los individuos mejor adaptados son los que sobreviven y se
desarrollaran hasta alcanzar una talla adulta. En diversos estudios, se ha encontrado
que los heterocigotos son individuos que, por poseer una diversidad genética mas
variable, pueden adaptarse mejor a las fluctuaciones del ambiente (Ayala, 1980; Ayala
y Kiger, 1980; Dobzhansky, 1980; Dobzhansky et al., 1980, Jonson, 1980, Valentine,
1980; Mitton, 1997). Para este caso, se esperaria que los individuos analizados que

sobrevivieron hasta llegar a un estado adulto fueran en su mayoria heterocigotos, sin
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embargo en este estudio se encontré una deficiencia de heterocigotos muy evidente.
Debido a lo anterior, es necesario revisar otras teorias que puedan sustentar los

resultados encontrados.

Existe una segunda teoria que basa su explicacién de la deficiencia de
heterocigotos en la endogamia. En los laboratorios comerciales en donde se producen
las semillas que se cultivan en Bahia San Quintin, se ha utilizado un ndmero muy
reducido de reproductores. Tanto los reproductores como su descendencia, han sido
sometidos a una seleccién artificial de caracteres fenotipicos durante varios afios, para
obtener tasas de crecimiento mas rapidas y biomasas corporales mayores (Francisco
Fonseca, com. pers., Lab. Taylor Shellfish Farms, Washington, EE.UU.). Los
apareamientos consanguineos han sido frecuentes durante varias generaciones y esto
es posible que haya producido endogamia. De acuerdo con Ayala y Kiger (1980), la
endogamia se refleja en un aumento de homocigotos, a expensas de los heterocigotos
de la poblacién. Esta explicacion ya habia sido sefialada por Rosa-Vélez et al. (1991),
quienes mencionaron que al utilizar los mismos organismos como reproductores, es
posible que se tengan consecuencias graves dentro de los cultivos a largo plazo, por
ejemplo, que la progenie homocigota porte alelos que afecten su fertilidad,
sobrevivencia o resistencia a enfermedades (Ayala y Kiger, 1980; Rosa-Vélez et al.,
1991). No obstante, los resultados encontrados en el presente estudio contrastan
significativamente con el trabajo publicado por Rosa-Vélez y colaboradores en 1991.
En ese tiempo, los ostiones eran engendrados ahi mismo, a partir de reproductores
originarios de Miyagui Japon, pero importados igualmente de Washington, EE.UU. Las

poblaciones mostraron niveles de variabilidad genética promedio semejantes a las
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poblaciones naturales, pero a pesar de esto, encontraron deficiencias de heterocigotos
en cuatro de los siete loci analizados. Los autores mencionan que estas deficiencias
pudieron deberse, entre otras cosas, a los efectos de la endogamia. Al analizar los
métodos de cruzamientos, observaron que los ostricultores tenian un periodo de 5-6
afios utilizando los mismos organismos reproductores, aunque en un numero
considerable. Al revisar estas teorias sugeridas por Rosa-Vélez et al. (1991), es posible
reconsiderarlas y revalidarlas para los resultados del presente estudio. Es posible que
la semilla importada de Washington tenga una constitucion predominahtemente
homocigota, debida probablemente a la endogamia y provocada a su vez por los
métodos de cruzamiento empleados. Sin embargo, el hecho de que los organismos
presenten una eventual condicién homocigota, no necesariamente implica que esto sea
una desventaja dentro de su ambiente. En los laboratorios comerciales donde realizan
los cruzamientos, se trata de mantener a los organismos bajo condiciones controladas
'y de acondicionarlos lo mejor posible al ambiente que prevalece en ese lugar. Cuando
- se transfiere a IQs organismos de lugar, Ias’condiciones ambientales no son iguales y
las mismas caracteristicas que les permitian adaptarse a un lugar en especifico, puede
que no sean adecuadas o gue no les permita desarrollarse de la misma forma dentro
de otro sitio o zona geografica. En este aspecto, Gaffney y Scott (1984) hacen
hincapié en la necesidad de incrementar el niumero de organismos utilizados como
reproductores con el objetivo de aumentar el mayor nimero de combinaciones
genéticas que sean favorables. De la estructura de apareamiento de la poblacion
dependera la influencia que tenga un genotipo isozimico o heterocigosidad sobre las
tasas de crecimiento, viabilidad, fecundidad, etc., de la poblacién en estudio (Singh y

Green, 1984).
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El Efecto Wahlund es otra teoria que puede explicar la deficiencia de
heterocigotos. Diversos autores sefialan que el Efecto Wahlund se presenta cuando
existe una mezcla de subpoblaciones dentro de la misma poblacion y el valor promedio -
de la heterocigosis resultante es menor que la de las subpoblaciones (Ayala, 1980;
Buroker et al., 1975; Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989; Rosa-Vélez et al., 1991;
Singh y Green, 1984). Las semillas mantenidas y cultivadas dentro de Bahia San
Quintin han sido importadas del mismo lugar durante méas de 12 afios consecutivos. Lo
mas probable, es que a través de este tiempo la poblaciéon de Washington haya
alcanzado un nivel de estabilidad suficiente como para que no se generen
subpoblaciones (no hay introduccion de material genético nuevo). Los resultados
encontrados en el andlisis realizado para las tres poblaciones, no son evidencia

suficiente como para sugerir que el efecto Wahlund se esté produciendo.

La segregacion de alelos nulos es otra teoria prbpuesta para explicar la
deficiencia de heterocigotos; este fendomeno genético se presenta cuando existen
algunas variantes alélicas que en condicién homocigota, no presentan la actividad
enzimética necesaria para evidenciarlas; solo es posible observarlas en la siguiente
generacion, cuando dos heterocigotos se cruzan y se hace evidente la homocigosis de
los alelos involucrados (Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989). Algunos autores
mencionan que ésta condicion es letal cuando se presenta en homocigotos
(Dobzhansky, 1980; Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989). Por lo tanto; es muy
poco probable que los homocigotos se presenten en una frecuenta tan alta, como para
poder explicar con ello la deficiencia de heterocigotos encontrada en este estudio para

las tres poblaciones.




48

Con respecto a las teorias anteriores, Rosa-Vélez et al. (1991) mencionan que
las consecuencias que pueden surgir al presentarse cualquiera de los cuatro
fenomenos descritos anteriormente, pueden ser la reduccidn de la fertilidad, viabilidad

y la tasa de crecimiento.

Se puede sumar otro fenémeno de tipo técnico como probable explicaciéon de
las deficiencias heterocigéticas: la falta de resolucién en el momento de revelado de las
enzimas. Esta deficiencia puede deberse a una dilucion excesiva de la muestra,
separacion incompleta o parcial debida al poco tiempo en el campo eléctrico, entre
otros. Tampoco se puede descartar que existan errores al momento de interpretar los
geles usados para la electroforesis. Esto puede ocasionar que se designe como
homocigotos a loci que en realidad son heterocigotos y como consecuencia, la
estimacion errénea de la variabilidad genética de la poblacién. Sin embargo, esta
explicacion se descarta para la presente investigacion debido a que los zimogramas

fueron revisados tres veces con el fin de cerciorarse de la correcta interpretacion.

De todas las teorias analizadas anteriormente, se puede inferir que la
endogamia es el factor que mas influyd sobre las tres poblaciones de Bahia San
Quintin analizadas. Los resultados encontrados muestran que las tres poblaciones
tienen una constitucion uniforme y que tal constitucion esta provocada probablemente
por los métodos de cruza empleados en el lugar en donde los producen. Cabe
puntualizar de nuevo que esto no necesariamente implica una desventaja para los

ostiones de Washington que viven bajo ciertas condiciones; pero cuando son
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transportados a otro lugar con condiciones diferentes, es de esperarse que esto influya
de cierta forma sobre los organismos y no se obtengan los cultivos o cosechas

esperadas.

La importancia de encontrar niveles altos de variacion genética dentro de las
poblaciones es evidente. En muchas ocasiones, se han tratado de relacionar los
niveles altos de heterocigosis con tasas de crecimiento mayores y niveles mayores de
sobrevivencia de las poblaciones de moluscos bivalvos (Gaffney y Scott, 1984; Zouros
et al., 1988; Zouros y Mallet, 1989; Koehn, 1990). Singh y Green (1984), mencionan
que la heterocigosis contribuye al crecimiento mas rapido de moluscos en general y de
ostiones en particular, por lo menos en los estadios subsecuentes a la fijacion. Aunque
la mayoria de los autores no concuerdan al establecer la importancia de esta
correlacion, generalmente si coinciden en que un nivel alto de heterocigosis permite

que estos organismos tengan una ventaja adaptativa mejor que si fueran homocigotos.

No obstante, el principal problema que se presenta al estimar la variabilidad de
una poblacidn, es que los tamafios de las muestras de los loci, son generaimente
inadecuados para obtener un analisis satisfactorio de este tipo. Segtn Selander (1980),
‘la “heterogeneidad molecular es demasiado grande y no es uniforme en las
poblaciones”. Este autor sefiala que el tipo y proporcién de enzimas analizadas, influye
grandemente en los resultados obtenidos; algunas proteinas tienen mas probabilidad
de ser presentar mayor polimorfismo que otras; algunas proteinas siempre, o casi
siempre son variables, mientras que otras raramente o casi nunca lo son. El nivel de

heterocigosis individual media puede ser significativamente mayor para un determinado
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grupo de enzimas que para otro (Selander, 1980). Por esto seria importante comparar
a las poblaciones de ostidn que son cultivados, con poblaciones naturales, para saber
cuales enzimas normalmente se presentan en condicién homocigota. No se puede
descartar la posibilidad de que tal vez este organismo presente ciertas enzimas
especificamente en condicién homocigota para ciertos loci, sin que esto quiera decir
que represente algun tipo de desventaja; y tampoco se puede dejar de notar que la
- heterogeneidad de este organismo es demasiado grande como para poder medirla

con solo 25 enzimas.

Sin embargo, la importancia atribuible a los estudios de variabilidad genética es
muy grande. Estos estudios se han aplicado para conocer la salud genética de las
poblaciones y poder emitir un juicio mas exacto acerca de su vigor y potencial para ser
explotadas. El hecho de que una poblacién presente una disminucion en su variabiiidad
genética en relacion a las demas ﬁue componen la especie, puede considerarse con
una capacidad reducida para responder a los cambios ambientales (Rosa-Vélez et al.,
1991). Esta condicién puede llevar a las poblaciones a desarrollar problemas que van
desde la reduccion de variabilidad por endogamia hasta la extincién, en los casos mas

severos.




CONCLUSIONES

El andlisis efectuado a las poblaciones de ostién japonés Crassostrea gigas,
dentro de la Bahia de San Quintin, muestra que presentan una variabilidad

genética muy reducida.

Los valores de variabilidad encontrados .en este estudio son menores a los

reportados hasta el momento para C. gigas.

No se encontraron diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas entre las
tres poblaciones estudiadas: Acuicola San Quintin, Juan Cota y Ostiones

Guerrero.

La causa mas probable de la baja diversidad encontrada es la endogamia,
producida por los métodos de cruzamiento aplicados en el lugar donde se

produce la semilla.
La baja variabilidad y, como consecuencia la baja eficacia bioldgica, puede

predisponer a -los cultivos a tener poca -resistencia  ante las fluctuaciones

ambientales, especificamente dentro de la Bahia de San Quintin.
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ANEXOS.

Ensayos enzimaticos

1) Malato deshidrogenasa

MDH: E.C.1.1.1.37.

L-acido malico
Tris

MTT

NAD*

PMS

H,O destilada

450 mg
1800 mg
21 mg
30 mg

6 mg

90 mL

2) Enzima Malica

(Rosa-Vélez, 1986)

ME: E.C.1.1.1.40.

a) Solucién substrato ME pH 7.0. Disolver el acido L-mélico en H,O destilada.

Agregar lentamente la solucién de Na,CO; 2M mientras se agita en un baro

de hielo.
22349
8.16 mL
8.5 mL

b) Incubar en:

20.mg
20 mg
10 mg

5mL

1mL
20 mL
75 mL

acido L-malico
Na,COz 2 M
H,O destilada

NADP*

NBT

PMS

solucion substrato ME pH 7.0
MgCl, 10%

Tris-HCI 0.1 M pH 8.4

H,0O destilada
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(Rosa-Vélez, 1986)




3) Isocitrato deshidrogenasa

53

IDH: E.C.1.1.1.42.

18 mg
9mg
6 mg

36 mg
9 mg

90 mL

NADP*

MTT

PMS

acido isocitrico
MgCl,-6H,0

Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0

4) Fosfogluconato deshidrogenasa

(Krause et al., 1994)

G6PDH: E.C.1.1.1.49.

80 mg
30 mg
21.mg

6 mg
30mg
90 mL

Na-6-fosfoglucanato
NADP*

MTT

PMS

MgCl,-6H,0

Tris-HCI 0.1 M pH 8.0

5) Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa

(Abreu-Grobois, 1983)

GPD: E.C.1.2.1.12.

50 rﬁg
30 mg
2 mg
10 mL
5mL
85 mL

NAD*

NBT

PMS

glicerol-3-fosfato 1 M pH 7.0
NaCN 0.1 M

Tris-HCI1 0.1 M, pH 8.0

(Krause et al., 1994)




6) Hexoquinasa
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HK: E.C.2.7.1.1.

360 mg

108 mg
18 mg
18 mg
10.mg
33 mg
63U
90 mL

DL-glucosa

ATP

NADP’

MTT

PMS

MgCl, 6H,0

G6PDH

Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5

7) Carboxilesterasa

(Licona-Chavez, 1999)

EST: E.C.3.1.1.1.

100 mg
3mL
10 mL
87 mL

sal azul rapido BB
solucion substrato EST
Tris-HCI 0.5 M pH 7.1
H,O destilada

8) Carboxilesterasa-D

(Abreu-Grobois, 1983)

EST-D: E.C.3.1.1.1.

a) Incubar el gel en 20 mL de amortiguador fosfatos 0.1 M pH 6.5 por 15 min

a temperatura ambiente.

b) Decantar el amortiguador fosfatos e incubar a 30 °C en una solucion

compuesta de 10 mg / 20 mL de 4-Me umbeliferil acetato en amortiguador

fosfatos 0.1 M pH 6.5 durante 15 a 30 min.

¢) Ver bajo luz UV, las bandas aparecen fluorescentes en un fondo violeta

obscuro.

(Abreu-Grobois, 1983)
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9) Fosfatasas aicalinas ALP: E.C,3.1.3.1.

100 mg Na-o-naftil fosfato acido
100 mg  sal azul rapido BB
0.6 mL MgCl, 10%
100 mL Tris-HCI 0.1 M pH 8.6
(Abreu-Grobois, 1983)

10) o-Amilasas AMY: E.C.3.2.1.1.
60 mg NAD*
30 mg NBT
2 mg PMS

25 mL buffer fosfatos 0.45 M, pH 7.0
5 mL  solucién substrato GDH
70 mL - H,O destilada
(Abreu-Grobois, 1983)

11) Leucil aminopeptidasa LAP: E.C.3.4.11.1.

a) Incubar en acido borico 0.5 M por 20 min a temperatura ambiente

b) Tenir con:
60 mg sal rapida negra K
45 mg L-leucil B naphtilamida
30 mg MgCl,
90 mL Tris-maleato pH 5.3

(Abreu-Grobois, 1983)




12) Citosil dipeptidasas
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PEP: E.C.3.4.13.18.

100 mg
50 mg
25 mg
25 mg

100 mL

leucil leucina
peroxidasa
L-aminoacido oxidasa
O-dionisidina
Tris-HCI 0.1 M pH 8.0

13) Manosa-6-fosfato isomerasa

(Abreu-Grobois, 1983)

MPI: E.C.5.3.1.8.

18 mg

9mg

36 mg

45 mg

9mg

6 mg
25.33 U
6.33 U
90 ml

NADP*

NAD*

acido pirtivico
manosa-6-fosfato
MTT

PMS

PGI

G6PDH

Tris-HCI 0.2 M, pH 7.5

14) Fosfoglucomutasa

(Licona-Chavez, 1999)
PGM: E.C.5.4.2.2.

150 mg
12 mg
21 mg

6 mg

210 mg
60 U
90 mi

glucosa-1-fosfato
NADP*

MTT

PMS

MgCl,-6H,0

G6PDH

Tris-HCI 0.1 M pH 8.0

(Abreu-Grobois, 1983)




I Amortiguadores de tincidén

Fosfato 0.2 M 9.5gr NaHPO
pH 6.5 ,
0.8 gar NaH,P0,20

Tris-Maleato 0.1 M 121 gr  Tris

pH 5.3
11.6 gr  Acido maleico
24.0gr NaOH 1M
1000 mL HO
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