ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LA POBLACION

COMERCIAL DEL CARACOL (Astrea undosa)
DEL ROSARIO, B.C., MEXICO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
CCEANOLOGOD
PRESENTA

GUILLERMO ALBERTO URBINA SANCHEZ

ENSENADA, B.C. MAYO 1990.




ESTE TRABAJO FUE FINANCIADO EN PARTE POR LA
SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA MEDIANTE LOS

CONVENIQS DBiCSA“SEP (CB7-01-0136) Y (B88-01-0077)




Fhginas
I INTRODUCCTON. . v o hwumeveswsunnsenasenuaanunrnas b
11 OBJETIVMOu . ecowanoaonvonannnunounaunsuanonunens Ou
111 AREA DE ESTUDIOw acnwuvvonsnsnvenuuonunnnasusann Ju
IV MATERIAL Y METODO. . s vwovuvaewnasnsnuvaanevsnwe Lla

V.1 FProcesamiento de material biocldgico.r..... 11,
V.2 Procesamiento electroforéticoo.cceeue . sowwe 13

IV.dE Manejo estatfesticr. ciecievevausvnnunua A Y

V HESL'LerDDFSn-nnlnnn-nnannﬂunnunﬂllnuuununhhnnhnu :;::{:,n

VI DIBCHSION. s s venennavonvnoannannuunansnomousns Lidu
VIT CONCLUSIONES. v uwovuussoonsuvsusununnumunnnunns die
VIII RECOMENDACIONES. v covwwvamanunuanunununnnnews 133
IX LITERATURA CITADA. . ucoaceannan I L

X ANEXDBnnnula||nuhu--nhnnnanu«h-nunuuwnuuunhhua :37&

II



INDICE DE FIGURAS.

Fhginas

F’i(_,}lana.u 1;1“' ﬁ\’"ﬁ'a di? |:".:‘1€5‘3|:t{anuuuunnaunwuunnunn»unnu» 1(:’“

Figura. 2. Morfologia de) caracol adstraga undosa. 12,

Figura., 3.~ Celda y charola electroforéticac..... 1.

Figura. 4.- Detalles de la celda electroforética.. 16,

111




INDICE DE TABLAS.

Tabla T.- Frecuencias alélicas Cf de 15 looid
ensayados en el demo de dsdrasa andosa del Rosario, B.O.,
Mbxico (N nidmero de genes analizados) . .o wnoncooannve 21

Tabla I, Heterocigosis de 1o Clnca looci
polimirficos en la poblacidn del Rosario, B.C., México,
Datas obtenidos al aplicar Ta prusha de bondad de

ajuste de " Ji® " con Hol = (G-A) ¢ N es el ndmero
de genes, 0§ = genotipos, A= Alelos, f= frecuencia,

Ho= Heterocigosis observada, He= Heterocigosis esperada vy
F‘E [.’]Y‘C'bal’jilidad)na«annunu-un--nnuu-nunnnnnn--uuquu-:nun :;’:':2

Tabla I1l.~ Correlaciones entre el didmetro mayor de
la base por grupo de edad y heterocigosis por individuno,
para el caracol Astraca ondoxa del Rogsaria, B.C.,

Méxicanﬂunnaunn-nnnnuuunnunn-nnnslnﬂnuulnunnnnnnsunnnn- :g

Tabl a IV, - Valores de variacidn aendtica para
invertebrados v diversos demos de ds5s€raga ondos@eieeennn 26

v




i
H

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a todas las peresonas que de una o otra farma
han tomado parte en mi formacibn profesional y personal .

Dy, Jovge de la Rosa  Vélexz. For el  afecto,
comprensidng  vespeto  y la amistad que me otorgd durante
aste trabajo y siempre nos ha demostrado.

MalZe Huilleran Torres Moye

Mol Eduardo bBantamarvia del Angel

M. Gw Guillermo Villarreal Chavesz.
(S Eliseos Almanza Heredia

i Antonio Elises Almanza Heredia.

M.C. Elizabeth Orellana Cepeda.
Matlio Reng Pinet Plasencia.

L0 Lo Juan Antonio Fernandez: Apango.
L [ Eobertao Escobar Ferbnde:z.

A todos ellos por sus conse jos, ddeas, segeraencias, vy
ayuida en material bibliogrhfico v de todo $ipo.

A mis  padres por todo el amor gque me han demostrado,
la comprensidbn, vy el apayos ipcondicional gue siempre me
han brindado, por los principios y las ensefiansas que me
han servido para llegar a este momento.

A Ta Seflorita Alicia E. Avcosta Jimeno, por  su
comprensidn, carif, compafia, apoyo incondicional, oo
durante los affos de conocernos y para este btrabajo me
demastrd,

fHomis amigos:

Flavio  0Orta, Luig Carvillo, Marin Ramade, Jesus
Mieblag, Julio Lujanco, Rall Zazueta, Jhse Aguilar, Maroe
cudllar, Jose Nabividad, Lawra Mendoza, Alejandro Estradas
thic), Araceli Suarez Vasguez, Juan A Fernidndez Apango. vy
a tantos qgue por una o otva razdn mi memoria no los
recuerda en este momento por SUs nombres pero gque siembre
han demostrado el carifo v la amistad gque con los afios
hemos ido formando,

A log compafleros del departamento de Informbtica de la
ARG, gue me han dado sy apoyo y amistad en el tiempos
que he permanecido con ellos laborando.  Ang@lica, Martin,
Hugo, Al fredo, amalia, Javier.

Al dingeniero David Urzda Beltrbén por las facilidades
prestadas para realizar este trabajo.

%
|
|
i




ESTUDIO ELECTROFORETICO DE L& POBLACION COMERCIAL DEL

CARACOL #strasa undosa DEL ROBARIO, B.C., MEXICO

TES IS

QUE PRESENTA:

GUILLERHD ALBERTO URBINA SANCHEZ.

APROBADA:

Dro. JORGE DE LA ROSA VELEZ
Fresidente.

e

e Sl I W LN SN RN gy

M. Hul
Fropietario.,

= L\

g

.Afma Taorres Moye. UOc. Josk A. E. Almanza

Fropietario.

Heredia.

Oc. Eoberto Exobav Farnandes . Do
Suplente,

Vi

Juan A. Fernand
Suplente.

Apango.




R E S U ME N

El egstudio de Jos niveles de varibilidad
gqendtica del demo del cavacol Aséraea andosa del
Rosavio, B.C.,; HMéxico, se llevd acabo por medio
del anllisis electroforético en gel de almidon
de 9 sistemas enzimBticos gue rvevelaron 16 loci
génicos. e obituvo un polimorifismo del 33%Z, una
hetevrocigosis obsarvada pov locus de 0.168.
La heterocigosis calculada fue de 0.155, vy se
encontrd gue la poblacidn se presenta dentrvro del
equilibrio de Hardy-~-Weingberg (H-W). Es wra
poblacifn explotada, genéticamente sana. Se probd
la hipbtesis de mavor talla, mayor helterocigosis
individual povy agrupo de edad sin obtener valores
significativos, pava la muestvra analizada.
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I INTRODUCCION

Fara poder tener un mejor aprovechamiento de  los
recurans marinos, yva sea por nedio de su pesqueria o de
cultive, es necesario conocer sus aspectos bioldgicos mAs
importantes, entre los gue se encuentra su genégtica
(Newkirvk, 1980).

Los estudios de variabilidad geneétice en poblaciones
naturales han aportado informacibdn valiosa acerca de las

procesos evolubtivos que intervienen en la adaptaci®n de

las especies a los ambientes gue habitan (Valentine,
1498070,

L.a aplicacifn de nuUevas metodologi as en la
investigacibn gendtica, comos la gendética bicgquimica, a

pesar de habey demostrado su valla en la resolucidn de
problemas de interdés inmediato an el desarvrollo de
pesquerfias vy cultivos aculcolas (Hedgecock #¢ al., 1976,
ey ha sido watilizada ean  nuestro pals para la
caracterizacidn de poblaciones de recursos de importancia
econtmica.

bos primeros trabajos realizados con gl método de
electroforesis para analizar la variacidn gendtica en
poblaciones naturales, se realizaron en la década de los
sesentas ( Lewontin y Hubby, 1966 ). Esta metodologia ha
sido aplicada ampliamente a todos los niveles de la escala

biolfdgica y ha establecido claramente gue la variacidn




gendética es considerable en las poeblaciones natuwrales
Cloawvonting 19742,

Tracey ¢ al., (I97%) realizaron trabajos de genética
y moy fologla en poblaciones de la  langosta  Howaras
apericands de la costa Atlantica. El bArea de estudio
comprendid dos grandes regiones, las de mar abierto y las
de zona costera. La variabilidad gendtica de Homparas
anericanss  fue epstudiada en 44 loci por medio  de
elactroforesis  de  gel de almiddn. El  promedio de
heterocigosis por  locws fue de 3.8%. La variabilidad
gendtica fue concentrada en sbio 8 loci de los cuales 35
tuvieron una proporcifn de heterocigosis mayor al 20 4.
Entre poblaciones las diferencias fueron pegquefas; la
diferenciacidn maxima se encontrd sélo en el locus de la
anzima nAlica (Mel.

Buroker (1983) trvabajd con el ostidn Crassostrea
virginica de la Costa AtlAantica. L.as poblaciones
patudi adas se distribuyen desde Cape Cod, Massachussetts,
hasta Brmwnsville, Texas. e estimd la variaciédn genética
y similitud entre poblaciongs con base en 32 looi
astructurales. El porcentaje de polimovfismo a 1o largo
gde la costa AtlAntica fue estimado entre #46.9%4 y 6D.6%; a

1o largon de la costa norte del Golfo de México, los

valores fueron entre 54,874 y 68.8Y y la heterocigosis
medi a en la costa Atlantica fue de 18.64 a 23.6%,
mientras gue en @l Golfo de Méexico varid de 20,04 a

28.4%. Be encontrd que existe una similitud gendtica entre




poblaciones  del  99%. La Gnica diferencia notable se
encontrd entre  las poblaciones de  Corpus Chyidsti oy
Brownsville, Texas respecto a las dembs, donde el valor
de wimilitud fue del 93%, lo gue indicd ana transicidn a
Juiciao de las condiciones ambientales particulares de la
laguna Madrea.

Rogsa-Vélez (1986 analizh 10 sistemas enzimldticoos vy
protefna total cel méscula aductor ez Crassostrea
virginica. Estudid B poblaciones trapicales del Golfo de
Meaxico. El polimor fismo proteinico fue de  43.2 + 2.6% vy
la heterocigosis nedia fue de 17.4 + 4%4. Entre éstas, las
poblaciones de lLaguna de Té&rminos, lLaguna Mecoachn, Laguna
Tamiahua y Laguna de Pueblo Viejo presentaron deficiencia
de heteraocigotos Con respecte a lo esperado, segdn el
equilibrio de Hardy-Weinberg; el sistema lagunar Carmen y
Machona v la Laguna Sontecamapan  estén en equilibrio vy
la Laguna Madre presentd exceso de heterocigotos.

Segfin el mismo ocriterio, estos resultados parvecen
pstar relacionados con la presidn selectiva ejercida por
las caracteristicas ambiental es, propias  del  media
tropical, los fendmenos climbticos e hidroldgicos locales
vy oceanograficos que han experimentado las poblaciones
recientemente, asl como la pEQEibn de captura que soparta
cada poblacibn.

Sulr ez -Vasgues 1989 analizh 1 siatemas
enzimbdticos de Astracae undosa de Bahia Todos Santos, Baja

California, México, para abtener un método de anhlisis




de esta egpecie. En los locd estudiados  encontyd un
poalimor fisme de 40% y o oun intervalo de heterocigosis poy
locus de 0.029 a 0.629. Gita procesos de seleccibn,
migracidn y  endagamia como pesibles causas  de la

deficiencia en la heterocigosis,

Mendoza-Aguirrye C198%9) reakizd un estudic
electroforético comparative de dos demos de Astrasa

andosa en la Bahla Todos Santos, Baja California, Méxioo,
Encontrd  una alta similitud genética 994 ) entre las
poblaciones, aunque una notorvia diferencia en los niveles
e wvariacifn  genética., FPropone  la  compardicidn del
reservaria genéticno, pero distinta expresifn genotipica de
bata, & funcidn  de  las estrategias adaptativas
diferentes en hébitats diferentes.

Romer o-Romey o (1989) eatudid al caracoel dsérase
undosa  de Bahia Tortugas en Baja California Bur, Méxioo,
y ercontrd gque el polimorfismo proté@inica fue del 45.4%,
vy la heterocigosis del 20,8% + 2.5 con una alta similitud
gendética con la pablacién novtefla de la Bahia de Todos
Bantos. Esta simitud fue del 96%, 1o gue indica gue na
han cambiado mucho su estructura gendética desde que
Batas derivaron de la poblacibdn ancestral combin.

Algunos  grupos de invertebradogs mar inos  &on
altamente poliméy ficos, pero las estimaciones de
heterocigosis para varias especies del caracol marino
Neritae xp son  bajas, (menores a 0.06) (Tracey =& al.,

197%; Belander, 1980}, FPor obvra lado Haley y Newkirk




Ci977y y Singh vy Green (1984 han demostrado gue existe
una diferencia en estructura gen@tica en la pablacibn,
dependiente del nivel de desarrollo. A su vez, el
desarrollc posee una base gendética que determina  la tasa
de crecimiento, la capacidad de alcanzar wna  talla
determinada vy el Indice de mortalidad. Los organismos
heterocigotos en mayoy proporeidn son 1os gue  mbs viables
y alcanzar las mayores tallas de manera mbas eficlente.
Dichos eatudi s fueron realizados fundamentalmente en
pelecipodos. No o obhstante, no existen reportes de este
fenbmeno para otros grupos de moluscos.

En las costas de Baja California, en el Pacifico Nor-
Oecidental existen una gran variedad de recursos marinos
suscaptibles a explotacidn, Entve ellos, tenemoas al
caracal Adsirasa updorae, que e un gasterdpodo con gran
potencial pesquero (Bagqueivro =6 al.; 1982).

E)l presente trabajo forma parte de un ftrabajo integral
para @l conocimiento de las aspectos irinlbgicog
fundamentales del organismo Asdresa undosa, con el fin de
fundamentar las estrategias de utilizacibn mis adecuadas
para la especie. El conocimiento e la variabilidad
gaenética nos permitivd inferivr el grado de adaptabilidad
que praesenta el organismo en el ambiente que habita y, al
sar objeto de una pesquerla, qué efectos puede provocar
bata actividad sobre e] recurso.

Astraca andosa es un molusco que pertensce a la olase

Gasterdpoda v a la familia Trochacea, de concha calchrea,
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chnidca alta, en aespiral, la cual se considera dextrigirva

del opéroula a la columnela. En 1a &Gltima espiral se
ancuentra el cuerpo del  organisoo, presenta orillas

chdulantes bien definidas en toda la superficie de la
concha, La base de la copncha es plana con 1ineas
conspicuas, su operiostraco es café y fibroso.o El opéroculo
presenta ndwleos laterales y aristas  dentadas y fuertes.
Llega a mediv bhasta 110 mm, tanto de dilmetro mayor de la
base come en s altura maxima (Morris, 19B3). Es un
organiamn didicog la finica ghnada, va sea avario o
testiculsa, se localiza an la masa visceral, embehida en
la glandula digestiva y ocupa gran parte de las espivales
superiaores del organismo.  Presenta una sala  branguia
bipectinada al igual que un salo nefridio donde
desemboca la gfnada (Barnes, 1984,

Hd. ondosa @s un organismo oviparo de fecundacibn
externa con estadlios larvales caracteristicos de Lo
moluscos  (brochfora, véliger vy pedivéliger); presenta
desoves masivos  en una &poca del affo, por lo menos en la
poblacidn de la Bahia de Tados Bantos, B, . ( Fosa-Velez
et al., 1287 ).

&, andosa es considerade un herbivoro oportunista con
avgencia de preferencia alimenticia diferencial por sexos.
Eato es congruente con la distribucidén y composicidbn de
las poblaciones que presentan wna proporcidn eguivalente
de sewss sin presentar una segregacidn de los mismos

taguilar—Fosas et al., 19901,

&




A. endosa  evperimenta  cambiocs  ontognicos en la
capacidad de alimentarse de microalgas o macroalgas dea
manera similar a los abulones  del génera Haliotis
(Leighton y Roolootian, 1963 citado povy Aguilar—Rosas et
@l oy 19907 . Los  organlsnos juveniles  se alimentan
principalmente de microalgas, diversificando en el estado
adulto su espectrvo alimenticio, al inciuiy macroalgas.
Fresenta preferencia por Macrosystis pyrifera, pero siono
se enocuentra a su alcance este recurso pusde aprovechar
agtras fuentes de alimento macroalgal. a @i como materia
organica esto se ha encontrado en los  anAlisis de
contenido estomacal realizados para esta especie (Aguilar-
FRosas 6 al., 19390),

La especie e distyibuye desde Punta Concepcién,
California, E.U.A., hasta Punta Abrecjos, Baja California

Sury, México ¢ Morvis, 1983).




11 9BJEYIVO
Determinar la variabilidad genética de la poblacifn del
caraconl Astracae ondosa en el Rosario, Baja California,
Méxica, v poner a prueba la hipStesis de mayor talla por

edad, a mayor variabilidad genética individual.

a




11X AREA DE  ESTUDIQ

La Bahia del Rosario se encuentra localizada en la
parte central de la costa oocidental del estado de Baja
California, entre los 292457 1577 v 29<856745Y°7 de latitud
novte y las 1154971577 v 1185«427 1057 fdie longitud oeste.
Funta Baja y Funta San Antonio constituyen los limites de
esta bahia ((Fig. 1). En esta zona, el sustrato esth
constituwido principalmente por rocas lgneas intrusivas y
sedimentarias de forma aplanada o semiesférica ocon wun
ditmetro menor a 1 om. Esta zona contiene un gran potencial
pesguer ol podemos  encontrar  abuldn, langosta, erizo vy
extensos mantos de Hacrocystiy pyrifera (Searcy—HRernal,

19862 .
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IV MATERIAL Y METODD

V.1 Procesamignto de material bioldgico.

Lo ovgandsmnog, en un nfunero de 120, se recalectaron
por  medio de bucen auntdnomn, en fondo rocoso, & una
profundidad de 6 a 10 metros, enfrente de la Bahia del
Rosariao, B.C. (Fig. 1). Los especimenes e transportaron
vivas al laboratorio, en donde se les coloch  en acuarios
vy s les alimentd con macroalgas, hasta su sacyi fici oo

A cada organismo  se le tomaron las siguientes

medidas: altura y dibdmetra mayor de la concha (Fig. &)y

par medio de un verndier Mitutoys con wne precigidbn de 4

0.2 mm. Fosteriorpente se desconcharon y se tomaron los
gliguientes datos complementarios: el pesc sin opéroulo,
cJeaes s obtuvo mediante una balanza digital Metler PH
400; el sexo, gue se identifich por la diferenciacidn de
la caloracidn dae la ogbnada (blanco para machos (M) vy

verde olivo para las hembras (F));  y  la madurez sexual,

medida segfn una escala subjetiva (Hosa-Vélez & al.,
19877,
S50 disecaran los tejidos a utilizar, los <cuales

fueron branguia vy hepatoplnorveas, segfén 1o recomendado

para la especie Suhrez-Vasquez, (1989).

11
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Fig.2 MORFOLOGIA DEL CARACOL.
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Ambos  tejidos se  lavaron  perfectamente con agua
destilada, para eliminar restos de obros tejidos gue las
contami nar an.

Los tejidos ya separados y perfectamente lavados se
colocaron en movteros y se homogenizaron en 0.5 ml. de una
golucidn de tris-HCY 0.1 M, pH 7.1, en bafio de hielo para
evitar al maxino el deterioroe de la actividad enzimbbinca.
Be colocaron  los  tejidos  en tubos  etiquetados. ez
centrifugaron poy wun tiempo de 10 a 20 minuwtos a 3,000 rpm
en una centivifuga DAMON/ZEC DIVISGION MOD. HPi117. Se
decant®d el asobrenadante en  tubos etiquetados v 1)
guardaron en refrigeracidn a 4 * 1 =, hagta su

procesaniento electroforédtico,

V.2 Procesaniento electroforético,

lLa preparacifn del gel para resalizar lasg
electroforesis consistid en el pesado del almiddbn (Sigmal
¥y o osu suspensidn oen @)l volumen adecuado de la solucibn
amortiguadora indicada para alcanzar la concentracifn al
2% (P/VY (ANEXD IA ¥ (Subrez-Vasgquez, 1989).

Se calentd la solucidén a flama directa hasta ohtener
el descensa abrupto de la viscosidad, Y =1N|
clarificacidn., Postericrmente se procedid a evacuwar el
aire contenido en el gel con una bomba General Electric

Madelo Q211-V4EN-~-E80X. El vacio se aplich por un tiempo de




1% a 20 seg. Se vivtidh la soluwidn de almiddn en las
charol as electroforéticas &6 o i £ plastinso
autoadherible. Se dejd gelificar por un tiempo minimo de
2 hovas vy mAxime  de 15 horas, antes de usarse.

Se practich wun corte a 9 o del extremo catddion
del gel donde se aplicaron las muestras utilizando

mechas de papel Whatman # 3 de 1.0 ocm X 0.5 om,

humedeciéndalas  con cada  wuna  de  las muestvas Y
colochndose en la  dltima mecha LAFT indicadoy da

corrimiento (azul de bromofenol al 0.002%).

Aplicadas las muesiras, se colood la charola en la
celda electroforética (Figs. 3 y 43, pomniendos el gel en
contacto con la solucidn electraolitica por medic de dos
mechas de Papel Whatman # 1 de 19 X 8 omy, aplicando
distintos potenciales eléctricos en funcidén del sistema
amovtiguador empleado (ANEXO IR)., Para el revelado de las
enzimas se uwtlizaron tinciones histoquimicas, segédn el
metode desarvollado por (Subrez-Vasguez, 1989) C(ANEXO 11D,

Se ensayaron 9 sistemas protelnicos: aspartato amino
transferasa (AATY, enzima milica (EM), esterasa (EBT),
aglutamato deshidrogenasa (6DH), isocitrato deshidrogenasa
CIDHY, lactato deshidorgenasa CLIDHY , levcin amino
peptidasa (LAP), malato deshidrogenasa (MDHY, y superbxido
dismutasa (80D, los zimaogramas se interpretaron segln

Adyala =6, al., (1973).

1




Fig.3 CELDA Y CHAROLA-
ELECTROFORETICA.
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V.3 HManejo estadistica,

Las fracuencias alélicas () en los laoci polimby ficos
e obtuvieran de conteos realizados en los  zimogramas
chbenidog ern el corrimiento electroféretico. S8 ubilizh

la relacidn,

f o ] Niimero de aleios,

Namero de genes totales analizados.

En el presente estudio se wutilizaron el  polimor fismo,
la heterocigosis observada y la heterocigosis calculada,
como medidas de variabilidad gendética.

Fara estimar el palimorfisme s uso el criterio del
alelo mbas comfin con frecuencia P£0.95, y para calocular
el porcentaje de loci polimfby ficos se utilizd la siguiente

relacifn,

Piolimor fismos Namero de  loci polimbrficos observados.

Namero dee loci totales observados.

l.a heterocigosis observada y calculada se

obtuvieron de la siguiente forma:

Homes=Nanero de hetervocigotos observados,
Namero de organismos analizados.

17
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Se consideraron alelos raros a 1os que presentaran una
frecuencia menoy  al 104 (Ayala y Kiger, 1984); estos
alelos se sumaron a Iog de movimiento electroforétics mhs
proximo vy asi se obtuvo un grupo de alelos COr LA
frecuencia mayor, a los cuales fue factible aplicarles la
prueba de bondad de ajuste *Ji®=". Para decidiv si cada
Lacus polimdr fico estd en equilibrio de (H-W).  Los grados
de libertad (5.1 fueron calculados como (GH-A) donde G o=
nfmero de clases de genotipos vy A = el nlmero de alelos
gncontrados (Orow vy Kimuwra, 319707 citado por Ayala vy
Figer, 1984).

Se rvrealizd la transformacidn propuesta por  Buroker
(19823  arc sen (f)*2 ) para normalizar las frecusncias
ginicas. Posteriormente a estos conjuntos de datos v a los
parlmatros biométricos pesc, altura mayor y dikmetyo mayor
de la base, se les aplicd wuna prueba de normalidad de
Kolmogoraf-8mivrnlof (Kreysring, 1973).

Fara demostrar i existen diferencias significativas
entre machos y hembras, respects al parloetro de talla
(dibmetro mayor de la base 3, se uwubilizd una prueha
de andlisis de varianza de (( Eruskal-Wallis i, por
contengr tamafios de suestra distintos de machos y hembras

(Siegel, 1986)
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He apgruparon las tallas y se obtuvo la edad de cada
organismo mediante la ecuvacidn de corecimiento de Von
Bartalanfys:

L_‘{‘;::,: L CLr ¥y 1: j_m‘a(”’k CDv B D}

t :::1['\(:1“],{:/1:;1,“f;1 3 + ¥

=k

Los valores de los param@tros de la ecuacidn lcameay
by te ) tanto para machos y hembras, fueron caloulados
por  Torres-Moye et al., {(trabajo en preparacibnd y  se

enlistan a continuacidfn:

mackhos hembyr as
lcaomvn 223 14 mm 251.43 mm
k 0.0610 0.0760
to 0.,2970 afios 0. 4347 abios,
Con esta agrupacidn se rvealizd una prueba de
correlaciding para demostrar la existencia de una

dependencia de la talla, (dilmetro mayor de la base ) poy
grupo de edad, respecto a la heterocigosis (8okal vy

Fodl fh, 1979 .

H




Pel estudio electroforético realizado a la muestra del
caracol  gstraca andosa de la poblacidn comercial  del
Fosariao, B, ., México. He obtuvieron los siguientes
vesultados,

e analizaron en promedio 102  + 46  genes
congtituidos en 16 loci, de 9 sistemas enzimbbicos
obtenidos de 69 organisnos. 11 de 1o  loci fueron
monomby ficos  (AAT-1, EM-1, GDH-1, LDH-1, LAP-1, LAP--2,
MDH-1 S0n-1, GOn--2, S0D-3 vy E8T-4) v 85  fueron
polimbr ficos AAT-2, EST-1, EST-Z, IDH-1, MDH-2) lo que
rapresanta un 3584 de polimor fismo en la poblacisn.

He calcularon las frecuencias al&licas para todos las
loci © Tabla [ ) y aguellos gue presentaron  alelos rarvos,
s agruparon de la siguiente forma: AAT-2 293 ¢ AAT-2 W6,

bajo la asignacidn de AAT-2 ®€: EGQT-2 98, EQT-2 2¢ v EGT-

29%  soms EST--29%y v por dltimo IDH 298 @ IDH®®, anp
IDH=e,

La heterocigosis observada fue 0168 * 0,084 v la
heterocigosis esperada, 0.155 % 0.10 (Tabla II).

La prueba de bhondad de ajuste "Ji#®" para los looi
poelimbrficos, indich que los loci AAT-2, EST-2, EST-3,
MhH~2 eathn en equilibrio segdn el principio de Hardy-~
Weingberg v gue a&lo  IDH presenta  una desviacifn

significativa por deficiencia de heterocigotos (P £0.01,

Tabla I1 ).

A0




TARLA I,
ansayados en

Frecuencias

al&licas () de

15

el denn dae gstrase undosg de Rosario,

loci
B0,

21

Mévico ¢ N s el nfimero de genes estudi ados
L.OWLES ALELD | f
AAT--1 100 1346 1. 000

104 0,215

ANT—2 1006 . 630

96 130 0. 153

EM-1 100 e 1.000

100 0L 430

] 0. 166

EST-2 9t 0.133

32 30 Q. 266

103 0. 562

EST-3 100 16 0.437

EST--4 100 128 1.000

GDH-~1 100 o} 1,000

105 0. 156

IDH 100 0, 634

(¥ 134 0. 208

L.DH i00 92 1.000

LAF--1 100 138 1.000

LAP-2 100 138 1. Q00

MDH-1 100 et 1. 000

MDH-~2 100 0. 666

95 132 0.3583

50D~ 1 100 1368 1. 000

S00D--2 100 120 1.000

sOD~3 100 138 1.000
Mamero de genes analizados 102446
Fol imaor fismng 33%




TABL.A Ii.—- Heterocigosis de las cinco loci
palimfrficos en ta pablacidn de Astraca undosa del
Rogari o, Bolley Mewico, Datos obtenidos al aplicar la

pruesha de bondad de ajuste de "Ji®" con Gol= {(G-AY (M es
némey o de genes, GO genotipos, A= alelos = frecuwencila,
Ho= heterocigosis observada, MHe = heterocigosis esperada vy
F= probabilidad).

oA

LGS ALELD M f Hao He H.1 - Ji#®
ANT-Z 104 G.215
100 0. 630
96 130 0. 153 0,461 08555 1 1.93 PrO.08
100 0. 435
98 0. 166
EST2 96 0. 133
g 30 O.266 0.400 0,695 1 Q.10 P>0.0%5
R 0. 062
EST-3 100 16 0.437 0.625 0.492 1 1.27 FR0.05
105 0. 156
IDH 100 0. GH4
G0 134 0,208 0.343 0.529 1 8.28 ¥F<0,01
MDH-Z 100 0. GE6G
95 132 0,333 0.575 O0.444 1 2,383 Fr0, 05

Mo 0.168 + O 084 He 0.155 + 0.10




£l di&metro mayor de la base vy arc smen (f1372,
presaentaron un comportamiento novmal, con un alfa del 99%,
€ F < 0.01 2.

Se encontrarvon seis grupos de edad comprendidos entre
d oy 9 abos, de las cuales las edades de 4 y 9 ghlo estén
rapresentadas por dos crganismos cada una, pov lo tanto
no se pueden realizar corvvelaciones. Para las edades 5, 6,
7y 8 los coefiecientes de corvelacidn fueron ta jos
C0.27, 0021, 0,32 v ~.06(1, no signrificative con £ <4 0,01

(tabla YIX i
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Tabhla 111.~ Corrvrelaciones entre el dibmetro mayor
de la hase por grupa de edad vy heterocigosis por individuo
para el caracol Astreee ondosa de la poblacidn  del
Rogario, H.C., Mbxico.

EDAD Talla media R (W I Daciaifn
4 . - -
| & 73,09 0, 332349 11 Nes
| 6 BO.44  0,2766 o e
7 PO 20 02145 18 Mot

3 99,45 ~0,61574 i M

=] [ [, o e [

.. Mo significativo

—=  Datos insuficientes
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VIi DISCUSION.

La variabilidad genética se puede expresar combnmente

de dos formass: £ AN el poimor fisms vy coms la
heterocigosis,. BEstas medidas de variacidn pueden expresar
lag estrategias que presenta el arganismo rvespecto a la
agdaptacidn a su ambiente. En la poblacidn del caracol

Astraea ondosa del Rosario, B.C., se encontraron niveles

|
|
l
I
de polimorfismo del 3374 v heterocigosig del 16.8 + 0.84
gue  al  ser comparadas con las  encantradas  en obtras
poblaciones de este caracol reporvtadas por otros adkores
(tabla V2 s puade aobservar que @l polimor fiamo !
proteinico de este demno es el mas bajo, y la heterocigosis |
que se presenta es de las mbs altas entre los denos
analizados para esta especie. Esto se atribuye a que
entre los dos pardmetras gque se wtilizaron para mediv la
variabilidad, existen diferencias en su rvepresentabillidad.
La heteraocigosis toma en cuenta las frecuencias de los
individuos para los  loci analizados vy considera el peso
que tiene cada wno de ellos sobre la variabilidad globaly
@l polimorfisme se basa en criterios que establece el
investigador en forma arbitvaria, y da a todos los loci la
misma importancia sin tomar encuenta qué btan variables
Ggon unos con respecto a obtros, v ocuwlnto aportan a la

varibilidad +tatal. Por 1o tanto, se considera gque la

heterocigosis representa con mayor fidelidad el nivel




Tabla. IV, VYalores de variabilidad gendtica para
invertebrados v diversos demos de dstrasae undosa.

ERUFO POL HRF T5MO

HETEROCIGOSTS FLIENMTE .

INVERTERRADDS AT=E0%

Axtraea undosa

Bahfa tortugas A, 4
Bahta Todos Santos. 40,0
H.Hallenas HBTH Gl 0

Bahta del REosario G IS

B oa 19 %4 Valentine 1980

l{ﬁ " g‘i}.ﬂ: « j
T B0 R
15,5405

16, 840, 8

komero B 1989
Suhtrer V. 1989
Meandoza A~ 1989

tEste trabajo.




real de variabilidad del demo estudiado de la especie
e undosa

Hohre la capacidad de adaptacibn al medio ambiente por
Lna espacie Levin € 1968, citado por Selender, 1980 )
proponeg la tearfa  del  grano ambiental, gue da una
explicacidn del polimor fismo enzimdtico de los  grupos
Garondmicos seghin la respuesta de la poblacifn al medio
ambhiente que habita.

EY principio  indica gue los  arganisnss  grandes
miviles, con w mayor conbtrol homeossthtico vy fisioldgicno
tienden a experimentar el ambiente como de grano fino,
presentandn fenotipos generalistas para las condiciones
que  se les presentan Con omayor frecusncias prear @l
contrario 1os organimos peguelfos pooo abviles o sésiles,
0 £ contral homeostAticn y figinlhgico menoay ,
esperimentan el medio coml de grand groesss, presentando
mo fos muy variables espeocializados en proporciones
dependientes de la frecuencia de las distintas zonas y
dae los cambios ambientales gue se les pueden presentar.

Astrasga ondosa es un aorganisms  bentdnicn de talla
grande vy estudios de Ramade-Villanueva (1989) suponen oue
éste presenta un control fisioldgico considerable va que
al  ensayar el efectn de la temperatura sobre la tasa
metabdlica, tanto en organismos grandes como peguefos, )
independientemente del sexn, la respuesta a la variacibn
e temperatuwra fue en un sentido de réapida adaptacidn

metabdlica,




=0

| Con estas caracteristicas se puede  suponer  gue el
organismn percibird el medio comd de granc fino, en una
forma menons especializada que los organismos sbsiles del
grupo de los oeclogoos, oome Los bivalvos, For 1o tanto, no
deberia ser una especie qgue presente una variabilidad
alta. Mo obstante, sus Nniveles de heterocigosis  se
encuentran en los limites superiores considerados para
invertebrados (tabla IV,

En las zonas de aguas poco profundas, la corvelacifn

de los recursos trdficos es con la estabilidad de 1a
productividad  primaria (Valentine, 198070 . En estas

ragionas, los modelos latitudinales de productividad esthn
asaciadog con la estacionalidad, o al  menog 0N
variaciones episbdicas de los suministros de nutrientesy

las regiones can corrvientes  convectivas  ascendentes

apatacionales, intermitentes, o con alteracidn estacional

de  aguas ricas en nubrientes pory aguas pobres  en |

nutrientes, presentan diversidades mhs bajas dentra de
; |
comunidades, e lag regiones latitudinal emente i

comparables oon estabilidad nutritiva (Valentine, 1971

citado en Valentine, 19800,

Esta covrelasidn €214 aplicahle er términos de

patrategias adaptativas y de grana.

Cuando el grano tenporal para los recursos trbficos es
gruess (variable), el grano espacial tiende a ser fino

testablel), Un alimento estacional trae como estrategia




atil para un organiamn que Gste pueda presentar  varias
opciones de alimento, y por 1o tanto  mayvor capay tund dad
de sobrevivencia (Valentine, 19800, Edte es el caso de
Astraca andora que siendo herbivoro oportunista, presenta
una alimentacidn  de  macroalgas, microalgas vy materia
argénica CAguilar—Rosas «¢6 af., 19900, 1o que lleva a
pensar gue este caracnl presenta una variabilidad alta
para podar  aprovechar esbtos recursos enevgbticos de la
me jor forma posible.

La poblacidn de #. andosa del Rosario se encontvé en
equilibrio de H-W) a excepcidn del locus DM, gue puede
sar debida a causa de la presison selectiva gque pudiera
estar presgsentando el organismn, ya gue  Sublrves-Vasogues
1989 ¥ Komer o-Romer o C19g3) veportan este mismo
comportamiento para la especie en la Bahia de Todos
Bantus, H.C., y en la Bahia de Tortugas, B.C.8., Méxion,
respectivanente.

La competencia a que dAstraga updosza puede estar

sometida con respecto a obtras especies en la comunidad,

principalmente Etrongylocentrotus purpuratas, 5.
Frapcisoants, obtros géneros de eguinodermns, caracoles

par foradores y otras especies de Asdrasa, que tienen un
fndice de valory bioldgico importante (Searcy-Bernal,
19861, son 1o gque pusden limitar & la especie v hacer gue
axista una seleccaidn natural. No obstante, se deber&n
realizar estudiocs  posteriores  para confirmar eaata

suposicifn,




La  pablacidn del Rosario, B.2., esth somatida  a
auplotacibn comercial para consuma humano y o como carnada
para la captura de la langosta, 1o gque ocasiona gque se
presente una seleccidn de organismos divigida a ciertas
tallas, ya que la exbtraccidn es directa por  bucen
provocandn que en el medio se encuentren los organi smos
mAs pequelios en talla, afin a edades avanzadas.

Be pueds sugerir gque la pablacidn de Astraca UNTOSE, A
pesar de ser explotada, y tener una competencia importante
von otras especies, se encuentra en paui libvio gendético,
que @s  indicativo de una poblacidn adaptada y  sin

publemas de sobre~explotacidn

\

En el catidn del Factfico Crassosérsa pigas se
realizaron estudi og Para determinar 51 oy
intercruzamientos e seleccldn =1=) podria whieneyr

organismos resistentes a ciertas condiciones ambientales.
Los ocruzamientos se dieron entre individuos de la misma
poblacidn y posteriomente entre organismos procedentes de
los mismos progenitores. Se encontrd que a  una AN
presencia de loci poliofrficos se presentaba  uan mayor
crecimients, para organismos de la misma  edad  (Fujino,
198 Esto propone la hipbtesis de gque a tallas mayoras
por grupi de edad mayor heterocigosis, lo cual no se
cumple  en Astraga ondosa, posiblemente debido a una
nmuestra peoguefia en nfimero de organismos, ya que la falta
de datos en los grupos no permite ver si exite o no esta

relacidn., El sesgn de edades presentes también puede ser




la causa de que pno se oheserve la existencia de la
relacidn, ) simplamente BEta popecie gde Mmook s o

gasterfpodo no cunple con esta hiphbtesia.




VIT CONCLUSTONES

En el estwlio g@lectroforético se encontrd que  la
pablacisn de Asérasa andosa del Rosario, B.0., Méwioo, se
encuentra dentvo del equilibrio de Hardy-Weingberg. Es una
poblacibn conmercialmente explotada, gendéticamente sana.

El nivel de heterocigosis de la poblacién de &strasa
andora del Eosario, B, México, es de los sbhs altos para
la espacie y para inveritebrados.

En el andlisis de a mayor talla mayor heterocigosis
poy grupo de edad, no se obtuvieron valores significativos

para la muestra anllizada.

63
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VIXYE B IMENDALTONES .

Fog necesario mantener monitorens soabre la variabilidad
gendtica de esta poblacidn para detectar oportunamente la

reduncidn de Bsta ante la posible sobre-sxplotacidn.,

Bue otras especies comgroiales sean tratadas Comno
Asxbraca undosa, onediante estudios integrales para obteney
la informacibn basica necaesaria que permita manejarlas con

mayoy seguyridad.

Realizar estudios complementarios para la especie an

la zona, para tener un mejor conocimiento de la especie.

A
sdond
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X ANEXOS..

ANEXD 1 AL Volumen del amortiguador v peso de
almiddn para preparar los geles al 1274 a
distintos espesores de los geles.

Hiatema EOBPESOR FESD DE VOLUMEN DE
Amoy tiguador DEL. GEL.  ALMIDON  AMDETIGUADOR DEL

€ mm) (g GEL CLTS)

) & GO 0. 500

& 78 0. 640

i0 96 0, 800

R 6 &0 0. 500

5] 78 0. 640

i0 6 0. 8OO

[ [2) GO 0. H0O0

a 78 0. H40

10 163 0. 8O0

# s pesos Yy volumenes son para una oceaelda

@lectrofarética. de 20 x 20 om.
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anexo 11

Bistemas amoviiguadores a ubilizar v su preparacisn
AN Sistema T (Bohaal vy Anderson 1974)
Amor tiguador de los electrodosy
Tris L[O.2 M1
Acido Cltvico [O0.1 M
pH= 5.8
amay tiguadoy del el

BG. ml. del Amortiguador del electrodo en 1000 al.
de Agua destilada.

By Gistema discontinue de Puolik (FPoulilk, 19573
Amcrtiguador de los electrodoss:
Acido Bbyico [O0.3 MI
Hidréxido de Sodio [O0.5 M 1
pH= 8.1
Amov i guador del Gel
Tris L[O.0O76 M1
Acido Citrico [0,005 M)
pH= .65
CibBistema DH (Ayala, 197323
Ao b i guador de)l Electrodo
Tris L[0.087]
Acido Bhrico [0O.0871
EDTA Dishdico., L0.0011
Amortilguador del Gel
El mismo del electvado.

Dy Awmortiguadsy para homogenizar ovganismos

Tris [O0.1 M
HZ1 hasta ajustar pH de 7.1




Tincianes para cada whs de 1os sistemas ensimlsicos

- Agpartato Aming Transferasa (AAT)
(Sohaal vy Andervson, 1974)

AF:U.]. i‘a&pld':‘ EE{E{uuuuqunuuuuﬂuNnuuluunununnuull wom o ;;::ﬁt:} ﬂ“gn

liz[] BB BN MU R B R HH KU W 4 HMEA KM DB HR & HN AP HE DU B EHD B WM tjU ﬂ)].a
Bustrato AAT pH 7odu oo wnencsnuenvanuanananne 90 ml,

Ace: Cebto-GlubAricd veieecvnavncwcons Ju 146 Qo
Ace L. ASPArtiCD . v e e nanvamesaes a0 o O3E Qo
Foalivinil- pirrolidonacecovvnsoaawe 22000 g,
EDTA Ghdicio. s snnocnonusauvanawawnssa 0aOD g,
MazHFDmw e voumcunnnnnnannnuanewsnswn e bOHO Q.

Hﬂ(:) T e m i NP M E W RAWEADHEE K E D RFHNMNE TR ’f::c“:}u(:) fnln

-~ Epzima Malica (EM)

tSchaal vy Anderson, 19743

NADH .  w s s vavvawnunsouncunnnnnnnonnannnonun abd Mda
MET (nitroazul de tretracoliodececsnewsnas 20 MO
PMS . Cmetasul furs de fenacina deunesnssmas 10 mg.
Frig/HZL ECG.1 MY pH = 8.4 v ennvuvnnwnnae 20 ml,

Hﬁgt’ B m B ¥ W OBAUC N M ER YUYW B RRSE S EUHMHH N RGRHEE BB H KW I\’jl ﬂ'll L}
qu'::lz'nuuuunnu-u--u-nauuuu-uuununaunnnnnnauu 1 mln
SL‘QtFat':‘ (:l"::M.’ 8 pH 7:1 [:) 4 G % 0N 4B R R ERHEEBEWAW LN E N 5 [n] ]

ACHI,,nglli':':. 4B R DK RAHEEGEETHHSE KB EDREENEnR 13-4 g-

Nazr:[];g [? Mj WM M oooB U oaH MR MEE D OENWNHNWEE '1’9 {nl "

}'{;}‘?_'3 M H # B W HEME KB U PPN Y E KA DN H OGN KN HHEBRH 51 ‘nlu
Disolver el Acido en agua v agregar  lentamente 1a

sl idn de carbonato mientras se agita en un bafo de

hielo.
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- Esterasa. (EST)

{(Modi ficado de Shaw v Prasad, 19700

[N

Humedacer el gel en solucidn de acido bdvico 0.5 M por

tna hora. CNeo enjuagar) .

Axul RBapido BB .. ouuiuuvuvennsvonenasssvnaaae LOO0 M.
r‘l‘iﬁ/l"l[.\-l [:{..)u 5 M:} pl"il‘w';.?u 1 MM B O ® MY HKREUOEN LR HDB WG W 1‘} I'n]. [

*‘1:;3{:Juuna-uuunnn::uuluununnnunuuununuuuuuquﬁuun L;/ ‘"1“

Sustrato (EST)
Alj.fa Ndftll Al‘:&?t‘?‘.t':‘ WU WA ENME YW A NMEOHBENDO UGS DR a0 [He ™
Bata Naftil Acetabid wuuvornnuusuuwnnanenonnes 30 ng.

A':et':'n{'anuuunnnuilnulnnnauuu-knnnnnlauinuuuunn j.ufj fnlu
}—‘I:’;,-:{‘Junnnununun-uun-uuusauuun-unuaunalauunnunnnn 1-;5 ml .

- Glutamato Peshidrogenasa (BDH?

(Modi ficado de Schaal y Anderson, 1974

NADnnuunnnunl!nnihwnuwnﬁnunonlnnlnllnukuin th:) ["gn
NBT B n R B MK KN R HHHNHREHEH MWK HEHNHSDHERAMMNGBNST Bnonow :?!tj fngn

- 2ing
HQU © BB H# HNMNNHERB XX HE S MBS HOKSE DB HAN AR H U B A NN '7(} ‘nl:
Sl.i‘,%tratl:! {:‘—:’”)"‘{.’n WM B oMW H R B M HRANWEN YN H KGR E NN :::2!5 il .

Amar tiguador Fosfatos (0.5 M) pH = 7.0 ... 29 ml.
f?l].l.lté\ﬂ]éit'ﬁ dl}? 53':'di':' B o M HE A BB U YHHY RS E NN HBHO G ':1'0125 g-

~ Isocitrato Deshidorgenasa CIDH)

Shaw vy Prasad, 1970

i\!pII)'NI-bn--n--uunn-unuununtnuunu-n,,,.......u. 30 Ingn
Taowitrabto de Ondicu. e nununnnsnnasunnne 135 M w
NIE{‘]-.Nuuwuunnuluuulunlnnluwunnnnnnﬂu-uunnnn .i':(: I'I"Ig..

f‘:‘MB nlnunnnnununnnnnnnsnnunuunnuuu-unnnﬂan :::«.: {'lgh

T'l’"j.&'.%/i"“:‘?]. l:(:)ul M] [JI‘{ = 8-‘:’ B R H K HAEBEUBEBEOMHBH l:}(.-] ‘nln




- Lactato Deshidrogenasa (LDHD

MAD wuvwwounwuouconwosounnoucnsonncansnanau 00 N
MEBT wouwwnvoonvuswsounvanuusunosssaesunsuane o) (I
iy«
inl .
ml.

LA
lM\j HoH W H AU KEDAWARMWED®®ENAHRANE®HAB WK R E N B G

Fris/HIL FOL5 MI pH 7.1 wewianecnvouwnnanos 1
NMalM ZOu1 Ml cwvanvuvnwvonvunsuuanuannuusn
H;;gD H & % P B n P P T RO B WA B G A HHHEAMDBS  HEDNR®HSY I B % 800888 W ;’{’ 'nlx

ﬁlu‘it\‘“é&ttﬂ L.I}I"{ VoM B # OH W o MW MK H B MM @ MR oh B WP KWW HHWY 1(..] ﬂl} u
A‘: j. CJD {.v‘ F‘t&‘l .i.':":' BB WU MG O EEAGNHYAUCN 1:31: ':‘1' E_.,}-
MamlOm Lle M LY vevaesnunnannnse 49 ml.

}“‘_’,{?_[_]nnnnunnuunnuunlllhnnnnunnu{tu t;lj. fﬁ].n

GRS

# Be prepara en frio
! -~ Leuwin-amino-peptidasa (LAFS
Shaw vy Frasad, 1970

Gal Negra Keiwswwssounwrnuonnuunsoarunsnevnsas 3 M
Lo Lecil Beta Maftilamida sowewvinuvuacusns 20 mg.
| M) wuvnoovwonussensnuvuvsonnsasssannsnnanesn 0 mh.
' Maxcla de Lap (A4B) (ot iuussvenvnsosanwasw S0 mla
Lap A
TriGunnwunnuesnnwnsonvunasvenann 2% (]
Ay Mal®icer weavuscuwvsnvsusaas S0.E ¢
Hforvar a un litro.

t.ap B
MalM [0.2 M)l weesanwuunvansann Ffa ml.

Proprociones de Lap A y Lasp By 50 ml. - 26ml.
- Malato Deshidrogenasa (MDH?
' Fosa Velez, 1986

MAD neuuwcenovescassunonnounannnanabnevnwewnn oM Ma

FIMS B 2 B E M E B X B N 0 02 H B OO R KB %X O RN OO N U N EE B B Y M !4: n‘lgl

Tr‘iﬁ/H‘:l Ec)!j- M:} F:]H 7&‘:’ B B A Y & H ek B B oH oW H G H W H A j—U mll
NalN {001 M1 wi.iwsnesvoscosnunsuneasnsensnss 5 mla

H&[J H o® M W P N ®w U H G % ¥ H KHHEDRUUE¥E NRKRSDNRNEMMD DB WO EH BC’ l‘ﬂl.
BLtﬁtrat(:. MD}‘{..IBIIUIIIIBNIIIIIII"BIIIGIIIBHIR!I'I 1(:) ln].ll

Sustrato (MDHIpH 7.0 ssevuvnunavassuvonnnaw w il

AC.«L"‘malil:Cl W R R WK EHED D RRUSEE BT R KSR LEREY 1;’3-'4 (gu
Nafa[jc}{g EE M:] b R B O R HEE U S F HINHKEERELOD LD "’1‘9 "]1-

i I’{ﬂ[:] n R H W B 8 AE¥¥ERSDS HE S A BB EEANGHI N A B ERYD N B 51 m}-u




RDigolver el Acido en agua y  agregay lentamente la
i sk s ihn de carbonato mientras se agita en un baffo de

hielo.

Superdmicdo Disnetasa

Aparace  ante la sobre exposicidn de MDH  como
bandas Blancas sobve fondo aswul.,

i Froteina Total (Frot)

Cubriy el gel con la solucidn de Azul de Coomasie N
S50 al 34 por ouana hova se regresa la solucibn a o s
recipiente y se destiffe con una solucisdn de Metanol vy
Acido Acetico al 20% de (45e55) g destifie por una hora
y s cambia la solucidn destefidora por nueva vy se deja
par 24 horas.




