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RESUMEN

El andlisis morfolégico del demo del caracol Astraea

undosa de Rincén de Ballenas, en la Bahla de Todos
Santos,B.C., mostrd dlferenclas en su estructura por clases
de talla, en relacidén con el demo de Punta Banda, distante
tan s8élo 1 km de distancia. Para demostrar si estas
diferenclas pertenecen al dominio genético, se analizaron
13 loci génicos mediante un estudio electroforético,
comparable a uno previo (Suarez Vazquez, 1989) efectuado en
el demo de Punta Banda. Se detecté una alta similltud
genética (I=0.99 + 0.01) gque indica la comparticién del
mismo reservorio geneétlico. No obstante, fue evidente la
diferencia en distribuclién de los genotipos, asl como de
los niveles de wvarlacién gendtica. B8e atribuyen las
similitudes a la probabilidad de flujo génico en funcién de
las caracterlsticas reproductivas de la especie, aunado al
patrén de circulacién de la Bahid de Todos Santos , y 1las
diferencias a 1los reglmenes selectlivos de los distintos
habitats ocupados por las poblacliones en comparacién.
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1. INTRODUCCION

Baja California con su gran extensién latitudinal y
sus variados patrones climdticos posee un ambiente marino

tan diverso como casl nlnguna reglén en el mundo.

sus costas abarcan una extension de 2,200 Km los
cuales presentan el 25.7% del litoral total nacional, sin
embargo, puede considararse que el aprovechamlento de gran
parte de sus recursos es inclplente y parclal ~{(Robles

Gll, 1982 cltado en Romero-Romero,1989).

Los moluscos ocupan un lugar lmportante dentro de
estos recursos y algunos de ellos se presentan en grandes

cantidades, por tanto son susceptibles de sexr aprovechados

Entre ellos se encuentra el caracol jAstraea undoga
(Wood, 1828) gque se perfila como una especie con potencial
econémico pesqguero (Baquelro et al.,1982), ¥y que esta
adgquiriendo una creclente importancia a nivel regional. Por
este motlvo se hace necesario generar informacldén baslca
sobre su biologla (Becerril-Bobadilla, 1988). Con el
propdsito de contribuir al conocimiento y aprovechamiento
éptimo de dicha especie, estd en marchca en la Facultad de

Clencilas Marinas el proyecto "Evaluacién integral de los




recursos con potencial econémico de la costa ceste de Baja

Callfornia: el caracol pstraea undosa", cuyo objetivo

es investigar los aspectos fundamentales de la especie
con el fin de sugerir las nelores estrategias de
manejo y protecciédn (Bacerrll-Bobadllla, 1988; Robledo-
Ramlirez, 1988; Romero-Romero, 1989). Dentro de dicho
proyecto se ha incorporado la genética de poblaclones como
otro enfoque gue contribuye a evaluar la capacidad de
utilizacioén del recurso (Rosa-vVélez, 1986). Otra de
las Areas de estudio se reflere a la ecologla de las
poblaclones. La investigaclién en progreso ha involucrado
observaciones y colectas mensuales en un demo de la Bahla
de Todos Santos, denominado Punta Banda.

Al 1llevar a cabo los muestreos de caracoles en el
mes de agosto de 1987, la muestra obtenida se perdld. Esto
originé gue un nuevo muestreo se llevara a cabo con la
finalidad de reponer la muestra perdida, en una zona de
facil acceso, Esta 2ona corresponde a una localldad
intermareal denominada Rincén de Ballenas, ublcada en la
misma Bahla de Todos Santos. En la colecta se obtuvo una
muestra de 60 organismos los cuales presentaron una
estructura por clases de talla con una medla= 47.76 + 6.14

mm, mediana= 40.05 mm y una moda= 51.15 nm (Flg 1},

La colecta del mes de septiembre del mismo afic se

realizé de la manera acostumbrada en el sublitoral de Punta
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Banda, La estructura por clases de talla que presentd dlcha
muestra fue diferente a la de Rincén de Ballenas y cuyas
medidas estadisticas fueron una medla= 64.89 + 7.7 mnm,

mediana= 60.60 mm y una moda= 71.15 mm (Flg 2).

Esta diferencla en estructura por clases de talla
entre las poblaclones mencionadas, distantes entre si
solamente 1 Km, dieé origen a la reallzaciéen de este
estudio gque tlene como objetivo comprobar sl estas
diferencias entre las poblaclones 1locales del caracol
Astraea undosa de Rincén de Ballenas y Punta Banda son
debidas a causas genéticas, con base en los .siguientes

argumentos:

Los cambios evolutivos tienen lugar en las
poblaciones y no en los indivliduos. Por otra parte, la
constitucién genética de una poblacién puede cambilar en el
tiempo debido a los procesos de mutacién, migracién, derxiva

génica y seleccidn natural (Dobzhansky et al.,1983).

Las mutaclones son cambios que se producen en el
material hereditario y gue no se deben a recombinaclones
genétlicas ni a la segregacién 1ndependlente de los
cromosomas que es caracteristica del proceso sexual. Son
espontdneas debldo a agentes diversos que se presentan

con una regularidad natural; algunos provocan variablilidad

morfoleglca, otros dan lugar a camblos en el comportamiento
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o modifican 1la viabilidad, la fertillidad o la veloclidad
de desarrollo de los individuos que la presentan
(Dobzhansky, op. cit.). Se considera a la mutacién como la
fuente de varliabllidad genética,

Por otro 1ado,.dependiendo de la historia de vida de
los organismos que componen la especle, eatos pueden
establecer un flujo génico entre las subpoblaciones o demos
de gue consta ésta a lo largo de su distribucidén
geografica. Este flujo se establece con base en procesos
migratorios en fase larval o adulta. En aguellos
gasterdpodos con fase larval plancténica, es factible
suponer una amplia dispersién en funcién de la abundancla
de larvas y su tiempo de estadla en el plancton, asil como
de la 1ntensidad'y patrén circulatorio de las corrlentes
ocednicas en el drea de ocupacldn especlfica. La
distribucién de los alelos en el reservorio genético de la
especle estara fuertemente 1Influlda por la tasa de
migracién, aungue el éxlito del establecimiento del £lujo
génlco esta subordinado, muy probablemente, a las
presiones selectlvas del medlo a donde se dirigen los

migrantes (Hedgecock, 1986).

La seleccién natural es el proceso fundamental que

dirlge los cambios evolutivos, esta sdlo puede darse si hay

varlabilidad hereditaria; cuanto mayor sea la variabllidad

genética mas oportunidad tendra la seleccioen natural de




t al., 1983). La seleccliédn natural

actuar (Dobzhansky
actlia en el reclufamiento de larvas pelagicas inmlgrantes
de Invertebrados marinos, antes del apareamlento de
gametas residentes con inmigrantes cuando se reallza

una migracién (Hedgecock, 1986).

Pox wltimo, 1la deriva génica puede diversificax un
conjunte de poblaclones inicialmente idénticas desde el
punto de vista genético, con la condlcién de que estén
alsladas, y dque no ilntervenga la seleccién natural. La
variable princlipal 1la constituye el . tamafio efectivo de
poblacién N; a tamatios menores de poblaclién, la varlanza
del muestreo en el evento reproductivo es lo que provoca la
modificacioen de las frecuenclas aldlicas estocdsticamente,
con el resultado final de la fijacién o la perdida de

variantes en la poblacién (Dobzhansky et al., 1983).




2. ANTECEDENTES

Bl caracol undosa, mejor conocldo como

caracol "panocha", se distribuyé desde Punta Concepcion
(santa Barbara , CA. E. U.), a Punta Abreojos B.C.8.
(México) (Morxris et al., 1983). Habita predominantemente en
sustratos rocosos desde la zZona intermareal, hasta
profundidades de 25 mwetros; no obstante, las mayores
densidades se encuentran entre los 3 y 6 metros (Becerril-
Bobadilla, 1988).

El caracol sy Wndosa es un oxganismo ‘oviparo

de fecundacien externa que presenta estadlos laxrvarlos
caracteristicos de los moluscos (trocofora, veliger ¥y
pediveliger). E1 7.7 % de los organismos con talla promedio
de 23.25 mm de altura muestran madurez sexuwal, y se ha
reglstrado gue los desoves masivos ocurren durante
septiembre/octubre en la poblacién de la Bahla de Todos

santos, B.C.(Rosa-Vélez et al.,1988 cltado por Suarez

vazquez, 1989).

Los especimenes pueden llegar a medly hasta 110 nm
tanto de diametro de la base como en altura. Tienen una
concha calcarea gque presenta orillas ondulantes bien
definidas en toda la superficle. La base de la concha es
plana con lineas en espiral consplicuas, su perlostraco es

cafe. E1 operculo presenta nucleos laterales y arlstas




dentadas y fuertes (Morxls et al., 1983). Es uha
especie herbivora gque se allmenta preferentemente de
diatomeas bentoéonicas y algas Juveniles (Aguilar Rosas, en

preparaclién).

Sudrez vazguesz (1989), probd 6 sistenas
amortiguadores para la resolucioén electrofordtica en gel de
almidon de 14 sistemas enzimaticos. Los niveles de
variacién genética fueron determinados para la poblacién

del caracol yndosa localizada en Punta Banda

mediante el analisis de 25 locl en los cuales la proporclén
de loci polimoérficos fue de 0.40. La heterocigosis pox
individuo mostré intervalos de 0.055 a 0.200 vy la
heterocigosis por locus de 0.029 & 0.629, Concluyd que
el caracol Astraea undosa presentd baja heterocigosis medlia
debido a sus caracteristicas bloldgicas como son la talla y
homeostasls relatlvamente alta.

En funcién de las diferencias ambientales proplas de
cada habitat (intermareal vs. sublitoral), y asumiendo, con
alta probablilidad, el establecimiento de un flujo génico
entre los demos de Punta Banda y Rilncén de Ballenas,
esperamos encontrar un alto porcentaje de genes que hacen
una estructura {resexvorio genédtico) entre anbas
poblaciones, aungue, muy probablemente existen dlferenclas
en el nivel de variabilidad, gue obedecen a estrateglas
geneétlcas adaptativas dlferenclales respector a los

diferentes reglmenes ambientales planteados.




2.1 0BJBTIVO

Comprobar 81 las diferenclias en la estructura por

clases de talla entre las poblaciones locales del caracol

undosa en Punta Banda, B.C. y Rincon de Ballenas,

B.C., son debidas a causas gendticas.

2.2 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La Bahla de Todog Santos se localiza a 100 km. de 1la

frontera de México con E.U., sobre la costa oeste de B.C.,
entre los 31°40° Yy 31°56* de latitud norte y los 116%36° Y

© 50° de longitud oeste. Se encuentra limitada al norte

116
por Punta San Mliguel y al sur por Punta Banda y las Islas
Todos Santos, 8u superflicle es de unas 24,000 hectaxeas,
(Secretaria de Marina, 1974},

Rincén de Ballenas, el drea de estudlod se encuentra en
la costa sureste de la Bahla dentro de la zona
ubicada entre Punta Banda y el Estero de Punta
Banda, es semiproteglida Yy con cleale dabil,
(0lson Ocampo, 1981).

Se cataloga como costa de escasa pendiente, compuesta

de cantos rodados, areha gruesa Yy plataforma de roca

sedimentaria como base. Conforme aumenta la profundidad, el
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perfil submarino se torna mas linclinado y esté compuesta
por wmwacizo rocoso de roca lgnea y abundante crecimiento
algal (Olson Ocampo,op. ¢it.).

La varlacién anual de temperatura superficial es de
5.5°C, y las maximas tamperaturas, con un promedio de 20°C,
se presentan en el mes de agosto, y las minimas, alrededox
de 14°C, en marzo. La salinldad dentro de la Bahia nuestra
una distribucieéen bastante uniforme a lo largo del afio vy
presenta un valor aproxlimado de 33.4%. en el invierno Y
33.7%. en primavera-verano. La wayor parte del afio ez una
zona de baja energla, con exepcidn = del invierno que
presenta un perlodo de alta enerxgla con duraclén de

aproximadamente 1 mes (Fig 3) (Diaz Dlaz, 1983) .
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3. HATERIALES Y METODOS

3.1 HMHATERIAL BIOLOGICO

Los organismos utilizados durxante el estudio

fueron caracoles de la especle hstraea upndosa colectados en

marzo de 1989 en el sitio denominado Rincén de Ballenas
(Fig 3). La colecta se llevé a cabo en la zona Intermareal
mediante un muestreo aleatoxrio en el cual, segtn las
caracteristicas topograficas del lugax se fljaron slete
transectos perpendliculares a la playa. Cada transecto, en

direccisen paralela a la playa, midié 2 metros de ancho por

50 de largo.

Se logre obtenex manualmente la muestra de
aproximadamente 100 organlismos, 1los cuales fuexon
transportados vivos, en una bolsa de malla, hasta la
Facultad de Clenclas Marlnas, donde se colocaron
inmedlatamente en un pequetio estangue. Se mantuviexon vivos
con f£lujo constante de agua de mar y aereaclén. Se

alimentaron con trozos del alga parda Macrocystis plrifera

hasta el momento de llevar a cabo su sacrificlo.

13




3.2 DATOB MERIBTICOSB

De cada organismo, se obtuvé 1la medlda-de : dlametro

mayor de la base medlante un vernler.

-3.,3 ELECCION. DE TRJIDOS .

Con base en estudlos reallzados por Sudrez VAzquez

(1989), los tejldos selecclonados para trabajar fueron el

14

hepatopancreas y la branguia, ya gue presentaron relativa

facilidad para ser homogenizados, adends de la cantidad de

slistemas enzimaticos que se resuelven blen en los

zinogramas,

Ya obtenidos 1los  tejidos, fuerxon homogenlzados

.en. un. mortero que se mantuvo slempre en hielo y al que se

le agregaron de 5 a 10 gotas de amortiguador Tris-HCl 0.1
M, pH 7.0, que tamblén se mantuvo frlo (la cantidad de

amortiquador que se afiadld dependid de la cantldad de

tejlde en cada organismo). La elecclén del amortiguador se

realizados por . Buroker ¢t al., (1975).

~hizo en funcidn de los resultados obtenidos en experimentos
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Cuando los tejldos estuvieron homogenizados, el
contenido de los morteros fue vaciado en tubos = de
centrlfuga, para ser centrlfugados durante 20 mnminutos a
3000 rpm en una centrifuga (IEC HN- 8 II). El sobrenadante.
se virtiéo en tubos previamente etiguetados y se sellaron
con papel parafilm. Posterlormente , se congelaron a 20% ¢
hasta el momento en que se utilizaron para 1los ensayos

electroforéticos.

3.4 PREPARACION DEL GEL

‘Para la preparaclén de los geles se utilizé almidén
hidrolizado (S8Sigma Chemical Co), preparado al 12% con el
amortiguador correspondlente para cada sistema enzimatico.
Se aplicaron 3 de los sistemas amortliguadores utlillzados

para el andlisis de los diferentes slstemas enzimdticos,

gegun Sudrez Vazquez (1989) (Tabla I).

La preparaclén del gel. se efectué..sdspendiendo la
cantidad adecuada de almldén en el amortiguador
correspondliente. S8e calentd agitando congstante Y
vigorosamente hasta que la viscosidad descendid bruscamente

(aproximadamente a los 80 grados centlgrados).




T8RL4 1.~ Sistewas awortiguadores utilizados en los
ehsayes electroforetices.

i i 9 6 S 8 2 K O Y 0 n 3 e e k) e B e o D AL L I G L 2 A I O B P S )k O R ol S

SISTEMA B
FLECTROBD. . . G¥L,
2o, horias i8.2.9 Tris : 9.21 g
hiodroxido de sedie . 2.4 4 ac,. oitrice . 8,96 g

agua destilada je28.8 wl.

=z 8.1
SISYERS C
Tris 10.54 §
ae. barico 0.54 ¢
EDTA .42 ¢

agua destilada 1620.68 ul

W= 9.4
SISYERA P
Iris. €9.57 ¢
ac. bovico 39,88 ¢
EDTR 6.66 9-

agua destilada . 1889.88 nl

agua destilada 1683.0 wl

p= 8.65

El wisue del electrods

i 9.1
Tris . 6657 9
-a0. horico s.mﬂg"
EbIe . . . 8.670. 9

agua destilada 1002.602 1
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El alre contenido en el gel se elimind mediante
vatclo, hasta que las burbujas . grandes desapareclan
totalmante (aproximadamente 20 segundos). El gel se virtie
inmedlatamente a una charola de acrilico de 20x20x0.9 cm
el gel se cubrid con papel autoadherente para evitar la
evaporacion, y se deié enfriar a temperatura ambiente poxr 2

horas, aproximadamente.

3.4 CARGADO DE .GELES

17

El cargado de los geles con las muestras consistié en

empapar pequefias mechas (0.9 x 0.4 cn). de. papel filtro

Whatman #3 con cada una de las muestras (hepatopancreas y/0
branquia, dependiendo del sistema con el que se fuera a

trabajar) e insertarlas en la cara expuesta hacla el anodo

‘én  una previa inslicién hecha a 5.cm  del extremo catédico

del gel.

‘3.6 BLECTROPORESIS

Las electroforesis en placa hoxizontal se llevaron a

cabo en cubas de acrilico con electrodos de platino . Para

efectuar el desplaiamiento én un campo electrico se utilize
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una fuente de poder de alto voltaje (Buchler 3-1500).

Deblido a la cantidad de muestrxas de que se dispuso
se utilizaron 2 cubas en paralelo a la misma fuente de
poder en todos los ensayos. La corrlente y los tlempos de
electroforesis para cada sistema amortiguador variaron segén

el voltaje requerido (Tabla 1I1).

Las placas con los geles, cargados con las mechas
empapadas con extracto, fueron colocadas en las cubas de
electroforesis a las que previamente se. agregaron 450 ml del
amortiguador , por electrodo. El gel hizé contacto con el
amortiguador mediante mechas de papel f£iltro Whatman #1 (9
x 24 cm.). cada cuba se conecté a la fuente de poder por
espaclo de 15 minutos, con el voltalje especifico para cada
sistema. Asi, las protelnas del extracto se incorporaron al
gel. Transcurridos los 15 minutos, las mechas se  retiraron
y 1las dos secciones del gel se unleron fuertemente,
cubriendo el gel con papel autoadherente.

Finalmente, se colocaron charolas con hlelo sobre

cada gel para -evlitar la evaporacién. por calentamiento.

3.7 DURACION DE LA ELECTROFORES1S

La electroforesis corrld hasta el tiempo. en que el
colorante. pista (azul de bromofenol al 0.002% ), que fue

- aplicado a la altima mecha de cada gel, alcanzé la nmecha de
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ThRLA I1.- Tiewpos, Unltajes y Corvientes producidas
en los ensayos electroforeticos para cada
gistepa anortiguador

s o Rt i ki B e A o e 3 e e e e m B e P Y e - e e oy e e

SISTEHA UOLTAJE  CORRIENWTE TIEHPOS DE
AKORTIGUATOR  APLICADO  PRODUCIDA ELECTROFORESES
) (ufl) {Horas)
1 F
] 3aa 65 8@ 4
c 450 23 58 6
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contacto con al 4&nodo. Cada placa con gel permitid el
ensayo de hasta 25 organlsmos.

Al término de la electroforesis se retlré la placa de
la cuba y se obtuvieron hasta 5 rebanadas (dependlendo del
espesor del gel) de 2 wmm de egpesor por medio de una

cuerda. de guitarrxa tensada en un marco de acrilico.

A

Ayala et al., (1973) mencliona que es convenlente
descartar - la primera . rebanada  en los ensayos
electroforéticos descartando asi poslbles efectos de

superficle que afecten la resoluclén.

Una vez obtenidas cada una de las rebanadas, se
colocaron en charolas de pldstico, a las que se les agregéd
la mezc¢la de tincién histoquimlica, correspondlente al-

sistema enzimatico que se deseaba revelar.

Los electroforegramas obtenidos.asl, son el resultado
de la reaccidn de la enzima presente en el gel con su
sustrato epeclfico, cofactores, coenzima, un amortiguador
al bH éptimo de la enzima y un colorante que detecta el

- sltio de reaccidn (Ayala y Kiger, 1984)

--3.6 SISTEMAS. ENZIHATICOB. .

Los sistemas enzimatlcos ensayados se eligleron con
base en los exXperimentos reallzados pox Sudrez

vazquez (1989), y 1los realizados preliminarmente en
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laboratorio. En el presente estudlo se trabajdé con los que

brindaron mejor resolucién al apllcarse el amortiguadox
especlfico para cada sistema enzlmadtico en particular.

(Tabla II1I). Los sistemas enzim&tlicos fueron:

Aspartato amino transferasa . (hat)
Enzipa madlica . (Enm)-
Esteorasas (Est)
- Glutagato deshidrogenasa = - - (Gdh)
‘Leucil amino peptldasa . : (Lap)
HMalato deshidrogenaga (Mdh)
~8uparbkldomdlsnutasa. ‘ (80d)

Para el desarrollo de los =zlmogramas (ver  mds.
adelante) de cada sistema enzimatlico, se apllicaron
dlferentes férmulas de tincibn, las cuales se describen a

continunaclén:

3.8 FORMULAB DE PINCION.
Aspartatp aano~trans£erasam (Rat)
a) Solucién substrato, pH 7.4;

0.146 g-dé‘ac. alfa-cetoglutdrico.
1 0.532 g de. ac. L-aspartlco

2,000 g de polivinil pirrolidona

0.200 g de Na2 EDTA

5.680 g de Na2 HPO4

200 ml de agua




TABIA INE.~  Sistenss awortiguadores que se utili-
zaran en la resoluvion de los sisteusas
ensayades .y el numero de looi expresa-
dos para oada. sistena enzinatico.

Hp=: Hepatepansoreas: B= Beanguia.

R D 5 0 3 e KL R R 3 i B2 e ey el i e e 1 I O N g A 3 R I T 3 S R D 0 1 G e 2t

SISYERA ERZIVATICO. SISTENA ANORTIGUADOR . YEJIDO . 8 LOCI

fat ¢ B 2
B B He - 1
Est c E 4
Gdh.. 1 B 1
Lap b HptR . 2
Wah C B 1
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~b)

Tefilr con:
50 ml de la solucidn substrato
250 mg de azul rapldo BB

50 ml de agua destilada

€¢) Incubar a temperatura ambiente Y en..obscuridad hasta que

las manchas azules sobre fondo rosa aparezcan.

d)

Lavar y f£ijar con una solucidn de: @

BEneipe palica.  (En)

a)

b}

8olucidén. sustrato, pH 7.0

Ac. L-mrdlico 13.4 .gr -
carbonato de sodio 2M 49.0 ml
Agua destllada 51.0 wl

Disolver el ac. L-malico en agua. Agregar lentamente

solucién .de carbonato de sodio 2M mientras se aglita

una charola. con hielo,

Telily con:
‘5 ml de la solucidn sustrato

20 my de NADP+

20 mg de NBT

A

150 ml de alcohol metllico.
50 ml.de acido aceético
300 nl-de agua destllada

en

23
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10 mg de PMS

1 nl de solucidn de cloruro.de magneslio al 10%
20 ml.de Tris-HCl 0.1 M, pH 8.4

7% ml de agua destlilada

¢) . Incubar a temperatura amblente y en obscuxldad-

hasta gue las bandas azules aparezcan.

@) Lavar y fljar @

. Baterasas (Bst).

a) Tefiixr con::
30 mg alfa-naftilacetato
30 - .mg beta-naftilacetato
1.5 ml acetona
100 mg azul r&pldo BB
10 m1 Tris-HCl 0.5 M, pH 7.1

87 ml agua destilada

b) Incubar a temperatura ambiente y en obscuridad hasta. que

las bandas de color café sobre fondo 1ligeramente morado

aparezcan,

¢) Lavar y fijar . @




-Glutamato deshidrogenasa = (Gdh)

a) 8olucién.-sustrato, pH 7.0
4.25% g de glutamato de sodio.
100 nl de solucldn amortiguadora de fosfatos 0.5M,pH 7.0

b) Tetilr cens .
5 ml de solucidn sustrato
50 mg de NAD+
30 ng de HBT
2 ng de PMS
2.5 ml de solucidn de fosfatos 0.5 . pH 7.0
70 ml de Agua destllada

¢) Incubar a temperatura ambiente y en obscuridad

4) Lavar. y fljar @

- heucil amino peptidasa  (Lap)

.Mezcla A+B
A) Tris 24.2 g
dcldo maléico 23.2 g

agua destllada 1000.0 ml

By hidrdxlde de sodlo 0.2M 26 nl
Comblnar 50 wml de A wmds 26.ml de B en 200 ml de-

agua.
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a) Tefilr con:
50 ml de Mezcla A+B
50 mg de Sal Negra K
20 ng de L-leucil beta-naftllamida

50 ml agua destilada

b). Incubar a temperatura amblente y en obscurlidad hasta que.-:

aparezcan las manchas.

¢) Lavar y fljar @

Halato deshidrogenasa = (Mdh) -
&) Solucldn sustrato, pH 7.0
Misma utillizada para la enzima mdlica (Bm}:

“b) Tefilr con:
10 ml de sustrato MDH
50 mg de NAD#+
30 mg de NBT
2 mg-de.?Hs
10 ml de Tris-HCL 0.1M, pH 7.0

75 ml de agua destilada

¢) Incubar a temperatura amblente y en obscurldad hasta que

aparezcan las bandas azules.

d4) Lavar y fljar [/




. -Bupexr dxido dismutasa  (So0d)
Aparece ante la sobreexposicién de Mdh, como-bandas blancas

sobre fondo azul,
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El alelo mas . comdn gue se presentd en cada locus se
designé como 100, Los demds alelos (ue se presentaron  se
nombraron en relacidn a ese estdndar, sumando o sustrayendo-
de 100 el numero de millmetros de distancia relativa que los
electromorfos difieren.en movilidad . (Ayala et al.,

1973).

Las frecuenclas electrdmorficas se tradujeron .en.
frecuenclas aldllcas y se habla de frecuenclas genotipicas:

correspondientes a modelos electroforédticos, entendiendo -
que los alelos deslgnados, por las limltaclones de 1la
tecnica, pueden corresponder a grupos - de isoalelos

(selander, 1980; Rosa-Vélez, 1986).

4.1 INTERPRETACION DE. ZIMOGRAMAS .

E1l término zimograma -en.gel de almidon se reflere a
un patrén de bandas coloreadas resultante de la combinacion
de tecnlcas -electrofpréticas en el gel con mnétodos de
tincién histoguimica, para ldentiflcar enzimas en extractos -
de tejldos (Hunter y Marker, 1957), cuyos fenotipos
resultantes son zbnas de actlvldad enzimatica denominados .

electromorfos.

Lo )




Al tener expresldn de mads de un locus génlico en el
zinograma se diferencld entre estos, cuando la varlacldn de
los fenotlpos resultantes era lndependiente entre anbas

zonas de actividad.

4.2 HETODOS. ESTADISTICOS -
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Se aplicaron una serie de estimadores estadisticos.

. para evaluar la varlabilidad genética, la normalidad de los
datos ¥y la similitud genética interpoblacional. Estos se

relacionan a continuaclidn:

i) Promedlo. e los.  organsinos.  hetexecigotos:-

- Se calculd promedlandc sobxe todos los locl
estudiados, la proporcidén de individuos que . resultaron

heterocligotos para cada locus.

2) pPromedio de loci heterocigotos. por. . lndividuo: -
8e calculd promediando sobre todos los organlsmos

estudiados, 1la proporclén de loci en los que resultd

heterociqoto cada individuo.




3). Heterocligogis Esperada (iHe):
Se estimé a partir de las frecuenclas aléllcas He= 1-(
fa' fb' fC. -« e fn) - dOﬂdB: fa’ . fb fC. LI ] fn Son 1as

frecuencias de los alelos segregados en cada locus (Ayala y

Kigexr, 1984).

4) Poliporfismo de la peblacién:

30

El polimorfismo se calculd como la razén de los loci. .

polimérxficos entre los locl estudiados aplicando el

criterlo de. considerar polimdrfico a todo aguel locus cuyo

alelo mas comun tuviese. una frecuencia ¢ a 0.95 (Dobzhansky -

et al., 1983). .

5) Prueba de bondad de- ajuste de. ®JLi® cuadrada:r .
Se aplicb la prueba de bondad de ajuste "J1" cuadrada
para probar si las frecuenclas genotipicas observadas. se
encontraban dentro del equilibrlo de Hardy-Welngherg. Los

grados de 1libertad fueron dados por (G-A) donde G es el

.ptmero de clases genotiplcas y A es el ntmero de alelos

(Crow y Klmura, 1970).
6). Prueba.de normalidad de Kruskal-Wallis:

Se apliceé la prueba de Kruskal Wwallis, para

comparar la distribucién.de las tallas de los organismos de-

los datos obtenidos en -Punta Banda y Rincén de Ballenas

(Sokal y Rolhf, 1981).
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) -8imilited y distancla genbética de Nei:.

Las dlferencias Interpoblacionales encontradas entre
la poblacién de  Rineén de Ballenas y Punta Banda se
calcoularon  por medlo derlarecuacién~de-distancia genédtica
-de Nei (1972). Este método relacliona de wmanera sencilla el
coeflciente de endogamla de Wright y el coeficlente de
parentezco de Malecot, para dar wuna estimaclén de 1la
identidad normalizada de los genes entre las 2 poblaclones

antes menclonadas. 2 2
}:a' b
Ik =

\ FaF ZbE

Ik es la similitud genética interpoblacional en el locus k
Y by a son todos los alelos. de las poblaciones. B y A en
el locus k.

La s8imilitud genética interpoblacional se evalué a
parxtir de 11 locl génicos, por lo que Iab , Ia e Ib son las
medias aritméticas para todos los loci de lia, b, 2o y Xb*

respectivamente, entonces:

I=
Ia Ib

La dlstancla genétlca, D es igual a : D= -~ 1ln I.




5., RESULTADOS

La muestra de caracoles de Rincén de Ballenas
correspondiente a marzo de 1989 presentd una estructura por
clases de. talla muy simlliar al encontrado en agosto de 1987.
La distribucién de los valores meristicos de media= 50,85+
5.02 m, medlana= 58.90 mm .y moda= 48.65 mm (Flg 4).

La prueba de Kruskal Wallis para el anallsis de las
diatribuciones por clagses de talla entre Rincdn de Ballenas
y Punta Banda presentd diferenctlas estadisticamente
significativas (P < 0.05).

Pe los 13 loci analizados 6 fueron monomérficos

{Aat-1, Est-l, Est-4, Gdh-1 Lap-l y Scd-3). La Tabla IV

- muestra los 7 loc) polimorficos encontrxdos en.la poblacion -

de Rincédn de Ballenas, B.C., (Aat-2, Em-1l, Est-2, Est-3,

Lap~2, Mdh-2 y Sod-2); en la misma Tabla -se muestra 1la

- heterocligoslis observada y - esperada de los loci

polimérfices. El valor de la heteroclgosls observada
promedio fue.de 0.169 % 0.06 Y el de la heteroclgosis
esperada - promedio fue de 0,155 + 6.05. Exlste un
aparente exceso de heterocigotos; al aplicar la prueba de

bondad de ajuste de "Ji" cuadrada ("Ji" cuadrada= 0.014) se

~evidencid que no exlsten diferenclas significativas entre

‘las heteroclgosis observada y esperada. demostrando as! que

la poblaclbh se encuentra en egqullibrlio genétlico. El

L K |
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FIG. 4 - ESTRUCTURA POR CLASES DE TALLA,OBSERVADOS
EN UNA POBLACION DE Astraea undosa,EN RINCON
DE BALLENAS, B.C., MEXICO EN MARZO DE 1989.




TARLA. IV.- Fracuenoias alelicas en ? looi poliserficos encontrados en la

10CHS .

fat-2

Ex-1

Est-2

Est-3

Lap-2

Kah-2

$o0d-2

poblacien de Astraea undosa, en Rircon de Ballenas, B.C..

H es el nusero de genes, oo es la frasusncia de h«etemigq-f
tes observados, He= es la frecusnsia do hetercsigotos espera-
da. Ji ouadradaz Patos obtenidos al aplicar la prueka de Bon-
dad de ajuste, G.b= (G-0), donde G= Genotipes , #= Aleles.

ALELD . . R . ¥ Ho He Ji
104 68 0.05 @.5660 9.4363  4.27
18 8.22

169 0.72

195 172 . 0.83 . 0,580 8.1113. 62,76 wa
162 g

168 . B.9a

1 82  @.86 - ©.1219 8.1145 .

1% .94 _ 0.17
184 122 8.02. B.4981 . . B.3992 35.46 e
162 @.11

164 8.76

98 0.47

36 0.8

163 1690 Q.01 B.4222. 9.4201. 35.83
i .18 |
160 8.75

99 0.85

189 L 0.9844  0.2422. 5.72
% e.12 -

1 120 082 ©.1389 8.2136 53.36 wun
i3 8.93

18 e.§

5 0.6

He provedios 0.169 ¢ 0.66

He prenedio= @.195 ¢+ €.65

0 e o A A . 3 B R 3 e e G B e D A B P B R R PO R

i P ¢ 8.621

KL}




poiimorfismo promedlio fue de P= 0.53 + 0.02 segin el

criterio del alelo mas comén < 0.95.

La Tabla IV nuestra los locl poliwmorficos que
presentaron dlferenclas slignlficativas ( P << 0.,001) al
apllcar la prueba de bondad de ajuste de "J1" cuadrada para
frecuencias heterocligéticas observadas y esperadas, = por
locus.

La tabla v muestra los locl comunes reglstrados
entre 1las poblaclones locales de Punta Banda y Rincén de
Ballenas. El locus Aat;z presenté lgual ntmero de alelos,

coh frecuenclias aléllcas nruy semejantes. Sin embargo, se
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observa un exceso de heterocligotos en el demo de Rincédn de-

Ballenas; es declr el arreglo genotlpico con la misma base
‘génlca se orienta a la formacibdn de hetérocigotos.
El 1locus Em-1 para el demo de Punta Banda £fue

mondmorfico, - Rincén de Ballenas presento 3 alelos

diferentes, = de los cuales 2 de ellos (105 ¥y 102) .

presentaron frecuenclias alélicas menores a 0.10,
observandose una deficlencia de heterocigotos poco
significativa entre sus heterocligosis observada y esperada.

El 1locus Est-2 en ambos demos se compone de dos
alelos, aunqgue el unico compartido es el comin {100); el
raxo (£ < 0.10) es diferente. .. en ellos. La tendencla
genotiplca = es, una vez mas, hacla el exceso de

-heterocigotos en Rinceén de Ballenas.




TABIA Y .- Leci,alelos y frecusncias. alelicas
conunes encontradss eatre las pobla-
viones locales de Rinoon de Ballenas
B.C. y Funta Banda, B.C. He 9 He son
las keterssigasis ebservada y esperada
enoentradas en awbas poblacienes.

ok o e G2 I AR 8 Y L Al i o T R 8 L ot it b rn e ot o e ] o i M I 2 0 G T T B L 3 e B A ey K KA R A e R R G Bk

LOCALIDAR  FOLCUS H FEECUERCIAS ALELICAS Ho -He
Rat-2 184 1e2. 1ea
Pr.B 122 N .28 S5 0.4%@ 0.482
ﬂ.B. 6@ 186‘ -21 -?l a-566 90436'
Fe-1 1865 1@z  te8
mem e mew 3,000 0.080
P.B 168 1.8
R.B 172 g8 38 94 e8.e58  a.111
Est-2 192 188 %6
P.B 69 93 L85 e.183 .89
R.B 82 L6 .94 g.12% 8.114
Est-3 - le4-3e2 162 98. 96
PnB BB -93 -“' -1 -3‘. . 9.295 80539
R.B 122 M2 .11 .76 .67 .02 2.4 0.3%9
a2 103 182 100 99
P.B ' 138 58 B2 @.631 @89
R.B 180 L85 .18 1 L8s 6.222 0.488

117 113165 168 - 97

e pmmarm e M -

P.B Sed-2 100 1.68 0.080 0,029
R.B 138 .62 .63 .62 .88 .65 8.138 @.214

R.B (Rincon de Ballenas) Ho pronedie=B.169 ¢+ £.85

He proredio=8.155 ¢ 0.63

Ho prozediez8. + 0.
P.B (Punta Banda). o i0:0.679 ¢ 0.632

He prexedio= 165 ¢ 6.638
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El1 Jlocus FEst-3 mostré 5 dlferents alelos en la
poblacién de Rincdn de Ballenas de los cuales 3 de ellos
(104,98 y 96) presentaron frecuenclas alélicas menores a
0.10. En Punta Banda, sblo se presentaron 4 aleles; uno
sdlo de ellos (102) tuvo frecuencia alélica menor a 0.10.
Mientras que en Punta Banda se obsexva deficiencla de
heterocigotos, en Rincdén de Ballenas se vuelve a presentax
ahora altamente significativo, el exceso de heterocigotos.

En el 1locus Lap-2, Rincén de Ballenas presentd 4
alelos diferentes y dos de ellos (103 y 99) con frecuenclas
alélicas menores a 0.10. Punta Banda mostré sélo 2 alelos,
de 1los cuales el alelo 99 mostrs una £recuencia  alelica
menor a 0.10. Este locus puede considerarse monémorfico en
el demo Punta Banda, segtn el criterio empleado de
polimorflsmo. El patxdn observado en otro locl de exceso de
heterocigotos, en el demo de Rincdn de Ballenas, se 1xepilte
una vez mas,

El locus Sod-2 puede considerarse como el gue
. representa la diferencla mas clara entre ambos demos y en
relaclén al patrdn detectado hasta el momento., En Punta
Banda es enteramente monémoxrfico, mientras en Rincén de
Ballenas se observa con 5 alelos, aungque con un
desequilibrio genotiplco debldo a deficlienclia

heterocigdtica.




- En resumen y en prowmedlo, la poblacidn de RincdHn de
Ballenas presento un exceso de heterocigotos, con valores
observados de considexable magnitud, mlentras que la
poblacién en Punta Banda; resulta en una deficlencla de
hetexocigotos, con un promedio por debajo de los valores
caracteristicos de heterocigotos observada en wmoluscos

gasterdpodos {(cf. Selander, 1980).

La Tabla VI muestra los resultados de la prueba de
similitud y dilstancla genética (Nel, 1972) entre las
poblaciones locales de Punta Banda y Rincén de Ballenas. La
similitud genética calculada con respecto a 11 loci comunes
entre awbas localidades fue de I= 0,99 + 0.01 y la

distancia genética fue de D= 0,008,
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YORLA YI.~ Valores de Similited y Distancia genetica en las
poblacicnes de fistraza undosa en Punta Banda (@)
¢ Rincon de Ballemas (B). I v b fueren caleuladas

Est-1

Est-2

Est-3

Est-4

Gdke-1

Lap-1

Lap-2

Sod-2

sequn 1a Eo. de Bei, (1972).
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6. DISCUSIONES

La diferencia en el grado .de wvarlabllidad genédtica
detectada puede estar en funclén de la heterogeneidad
ambiental ¢ue experimentan las poblacliones, la cual puede
estar actuando -.en la seleccidén de variantes aléllcas a
regimenes amblientales particulares. Es decir los organlismos
de Rincéen de Ballenas al pertenecer al interwmareal, estan
sujetos a cambios dradsticos dlavios gque son impredecibles,
tales como : tlempo de exposicidn en un clclo de mareas,
altas temperaturas en pozas de marea, desecaciodn, etc.
En este caso la estrategla genétlca adaptativa, podrla ser
la de ampliar el némero de varlantes alélicas necesarlias
para, asl, menejar mas eflcazmente las varlaclones
ambientales de esta =zona del litoral. En contraste,
los organismos del sublitoral de Punta Banda, sblo
experimentan camblos estaclonales que son regulares como la
ruptura o formaclioen de. la termoclina en invierno Yy verano,
respectivamte; en este caso la selecclén de variantes
alalicas para esta poblaclén sera mads estrecha ya que la

establlidad del sublitoral no requlere de una alta

variabilidad genética.
El valor de similitud genética interpoblacional .

calculado con respecto a 1l locl (I= 0.99 # 0.01), muestra

que ambas poblaciones son ildenticas en un 0.939 de los
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alelos detectados, o gue por 1o menos dentro de este
intervalo 1las dlferenclas en sus cargas electrostdticas ,
determinadas por la sustituclén de algunas amlnoacldos, no
son detectables medlante electroforesis en gel (Johnson,

1980)., Bl valor de distancla gendtlca calculada (D= 0.008)

1

indica que \;;\\Qanh producido sélo 0. 8 sustituclones-

aldlicas pox .cadE 100 loci génicos desde que ambas

.. poblaciones se separaron de la poblaclbdn ancestral,.

8cheltema (1975 citado .por Romero Romero,1969),propone

-que las simllitudes genéticas entre pobléciones separadas

geogrdficamente dependen principalmente del £lujo génico-

entre déstas, y que la diversidad génlca geogrdfica.en sus ..

frecuenclas alélicas , a manera de clinas, es el resultado-

de la seleccién de distintos alelos en la . adaptacidén - .a

condiclones ambientales particulares. Por  1lo tanto, . se

puede considerar que ambos demos comparten el mlsmo
reservorlo genético.

De los 7 loc!i polimdérflicos, 3 de ellos (Em-1, Est-3
'y Sod-2) presentaron una diferencia  significativa (P«
0.001) en la frecuencia de heterocligotos observados bajo el

equilibrio tedrlico de Hardy-Weingberg (Tabla V}. Dentrxo de

estos, el 1locus Sod-2 en la comparacién de 1loci comunes.

entre las poblaciones de Punta Banda y Rlncdn de Ballenas

se presento monombdbrflico Y altamente polimdrflco,

respectlvamrente.Con respecto a este comportamlento Valentine




y Ayala (1978), plantearon la hlpétesis de la £flexibilidad

de los productos génicos, cuyo princlplo se basa en due
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aquellos 1individuos wnad / capaces de nmanejar una .amplia-.

var ledad de condicloneg/émbientales seran. mas aptos por su

capaclidad de captufar y utilizar una gran variedad de

fuentes alimenticlas. Poxr consigulente se selecclionardn los

alelos generallstas, mientras gue cualquler alelo
alternativo, no importa gue tan Util sea, bajo condiciones
especlales, al reducir la aptitud promedio, se selecclona
negativamente. Los alelos gue promueven la adaptaclén en

alguna subdivisisén especial del wosalco amblental, se

acumulan.en el reservorio genético , conduciendo a niveles.

altos de polimorfismo genético a 1la poblacién, y de

heterocigosis en los individuos.

valentine 'y Ayala (1978) menclionan también - que

pueden existir alelos generalistas gue pueden retenerse en

el resexrvorlo génico  por. seleccién y que son nas. .

eficlentes gque los no especlalizados, .es decir, en rnuchos

casos las varlantes alalicas son selecclonadas con base en

las condiciones ambientales, entre la varlabllldad genética.

necesaria para lograr la permanencia en espaclo Yy tiempo de

las. variantes aléllcas.
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.Por otro lado, el principlo teérico del equilibrio
de Har@waeingberg (H-¥), se. fundamenta en gque, dentro de
una poblacién grande cuyos integrantes se aparean al azar,
y donde no existe seleccldn, migracidén ni - mutacidn, " las
frecuencias génlicas y genotipicas se mantienen. constantes

de generaclién.en generacién (Falconer, 1981).

SLn;embaxgo, dentro de una poblacién con. apareamliento
al azarx, los procesos evolutivos sistemdticos como la
seleccion natural, migraciédn y mutacién, tlenden a camblar
las .frecuenclas genotlplcas en una forma predecible tanto
en cantidad como .en direccién y la deriva génica como

proceso disperslivo afecta.preéeciblemte la cantidad mds -no .

‘1la. direccidédn ( estd afecta pricipalmente a la poblaclones

pequetiias ) (Falconex,1981).

Este principlio podria ser el punto de referencia -
a partir del cual se plantean las poslibles causas de los

altos valores de varlabiildad genética detectados en 1la

-poblacién de Rincdn de Ballenas y los posibles efectos de

los procesos evolutiyos sistemdticos gque puedan estaxr-.
influyendo - entxe las poblaclones de Rincdn.de. - Ballenas y-
Punta Banda.

La deriva génica en principio, como proceso -

dispersivo que afecta-s8délo a las -poblaciones pequefias se
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descartard como posible eafecto de las. diferencias en
variabilidad . génica, ya gque los caracoles de la especie

loge- tiene un amplio intervalo-de dlstribucién. y

en particular debldo a que existe un patrén.-de clrxculacidn-.
superficial blen definido para la zona de estudlo, y a 1la
presencia de estadlos larvarios lecitotrdficos planctdnicos-
de entxe 7 y 9 dias. que, segin Scheltema (1975 citado. pox-
Fomero Romero, 1989), posibilitan el establecimiento de

flujo génlico entre poblaciones geograficamente separadas,

permitiéndoles alcanzar altos valores de variabllidad.

La migracién y la seleccién natural se han planteado-

como los procesos evolutivos mds importantes de los cuales .
depende la variacleéen genética espacialmente, en.funcién de
la magnitud . de -los ciclos de vida de los oxganismos. En
muchos estudlogs se ha visto que la selecccidn puede
favorecer clertos alelos o genotipos, dependiendo de 1los
intervalos espaclales de distxribucidn. de 1los organismos,:
pero en otros casos la dlreccibn e lIntensidad de la
seleccidn puede varlar dependiendo del habitat, creando una
tendencla a ampllos valores de diferenclaclén genética en
las especies (Koehn et al., 1976). Una deficlencia o exceso
de heteroclgotos puede indicar. dlspersién en una. parte -del
ciclo de vida, pero un. desequillbrio puede indlcar
seleccién o dispersién en. algunos periodos del. -ciclo de

vida (Koehn, op. ¢it.). -




‘La - Bahtla de fTodos Santos, presenta un patrén de

¢irculacién superficlial altamente relaclionado con la
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intensldad de los vientos locales, este patrén. consiste de. .

- una celda de corrientes a partir de Punta Banda a lo largo
de toda la costa hasta la Boca del Estero de Punta Banda
(Argote et. al., 1982; Durazo Arviz#t, 1983; Hernandez
- Walls, 1986). Alvarez Sanchez, (1971) emcontrd dque en
‘general el agua entra a la. Bahla por la. parte norte vy
propone que las corrlentes de deriva van hacla el interlor

de. la. Bahla paralelas a la linea de costa de 1la reglén

norte,

Con base en el patrén-de circulacidn superficial al

que estadn sujetos los organismos de - Astraes . undoga es
factible el establecimiento de £lujo génico por dispersién

-larval pelagica. S8in embargo, las diferencias detectadas en

la distribucién de los genotipos sugleren diferencias .en .

los reglmenes selectivos ejercidos por los. ambientes en. gue

cada poblacidn. se ha establecidoq -

Adewds, debe .considerarse la posibilidad de gue ..

exlstan  comportamientos  ecoldgicos.. que puedan estar
influyendo en 1la distribucién tanto de genotipos como de

fenotipos en 1la estructura por tallas.de la poblacién.. -




Torres Moye ¥ (com. per.), por obserxvaclones en el

campo supone que las diferenlas en clases de talla entre
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las pobalclones pueden debexse a gue los oxrganlsmos .de.

Rincédn de Ballenas, B.C., lleven a cabo una migracldn del
infralitoral al sublitoral de la mlsma zZona, ya que las
tallas was - grandes se - han encontrado .- a mayores

profundlidades.

Becerrll-Bobadillar(1988)-no.encontrd,unandistxibucién;

estratificada estadisticamente slgnificativa en un estudlo

estaclonal en el sublitoral para esta especile. .

. Por otra parte en observaciones en el campo pudd
 notarse gque el organismo esta slendéd sometlido a extracclén
por pescadores reglonales 1lo cual puede influlr en la
distribuclién por tallas ya que se capturan los organlsmos

de tallas mayores permaneciendo.en el intermareal las mnds

pequefias,

e e oo D ko b e R A AT —

* Gulllermo Torres Moye (Facultad de Clenclas Marinas

U.A,H.8,),




- T CONCLUSEONES

- La 1dentidad genética calculada (I= 0.99 + 0.01)  para
ambas . poblacliones 1locales comparadas, evidencla un . alto
-grado  -de semejanza genética entre ellas, por lo que pueden
considerarse como .poblaclones. locales gue comparten el

-mismo reservorlo genétlco.

~-El proceso de seleccidn natural - me plantea como el
causante directo de las dliferencias.en . distribuciones de

los genotipos encontrados entre ambas poblacliones.

- Las diferenclas en clases. de talla entre las. poblaciones
no son debldas totalmente a causas genétlcas, sino muy
probablemente a 1la interaccién de .la composicién del
reservorio genético de las poblaciones locales estudladas

con el habltat gue ocupan.

A't
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Heterocigoto: Célula u arganismo que tiene 2  alelos
diferentes en un lacus dado, en cromoscomas homal Agos.

Homocigosis: La condicitn de ser Homocigotico; la
propaorcidn  de individuos homocigdtices en un lacus, o de
loci homocigdticos en um individuo,

Homocigote: Calula u organismo gue tiene el misme alela en
un locus dado de los cromosomas homal ogos.

Locus: Lugar en un mapa genktice en el qgue reside una
mutacidn o un gen particular; a menudo se usa en lugar de
mutacidn o gen.

Polimor fismo: La presencia de varias formas (de un rasgo o
de un gen) en la paeblacidng la proporcidn de loci aénicos
polimor ficos.

Tamafio efectivo de poblaciédn: Namero de individuos de una
poblacibn que se reproducen.




