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RESUMEN

Se probaron 6 sistemas amortiguadores para la
regolucidn electroforética en gel de almidén de 14
sistemas enzimdticos. Los resultados se calificaron como
buena resolucién, pobre resolucién y sin actividad.

L.os niveles de variacién genética fueron determinados

para la poblacién del caracol Astraea undosa (Wood, 1828)
localizada en la Bahia de Todos Santog mediante el andlisis
de 25 loci en los cuales la proporcidn de loci

polimérficos fue de 0.40. La heterocigosis por 1ndividuo
mostré intervalos de 0.055 a 0.200 y la heterocigosis por
locus de 0.029 a 0.629.

Los resultados se discuten en base a hipoétesis de
polimorfismo genético y funcion enzimdtica. Se citan
pProcesos de seleccidn Y endogamia COomo posibles
explicaciones de la deficiencia de heterocigotos.
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INTRODUCCION

Desde hace afios se reconoce la importancia gue tiene
la identificacidén de las unidades poblacionales marinas de
valor econdmico, come medio de proteccién y utilizaciodn
racional de las mismas (Altukhov, 1981 citado por

Villaescusa, 1984). Entre las tareas preliminares indicadas

cuando se pretende explotar un recurso bidtico, se
encuentra el acopio de conocimiento de sus aspectos
bioldégicos, incluyendo la genética, cuya vinculacioén con

las ciencias pesqueras, ha logrado avances significativos
en ahos recientes (Newkirk, 1980);

Para inferir la estructura genética de una poblacién,
se requiere obtener el valor de la ;arjabilidad genética de
dicha poblacién, con base en las frecuencias de los
genotipos de diferentes lopi.

Hunter y Markert (1957) (citados por Selander, 1980)
desarrollaron la técnica del zimograma para identificar
enzimas de extractos de tejidos, combinando la
electroforesis con los métodos de tincién histoquimica. Su
aplicacién condujo al descubrimiento de formas moleculares
miltiples de enzimas. Dicha técnica fue introducida en 1la
biologia de poblaciones por Hubby vy Lewontin (1966),
quienes intentaron sistemdticamente medir la variacioén

genética en poblaciones naturales.




Para contar genoctipos se regulere gue las diferencias
en el fenotipo producidas por substituciones génicas sean
detectadas independientemente de la magnitud de éstas.
Lewontin (1974) menciona que para los fenotipos como
tamafio, forma, viabilidad, probabilidad de sobrevivencia vy
fecundidad, los efectos promedio de substitucidén génica son
pequefios comparados con las fluctuaciones del ambiente, por
le tanto, propone gue cualquier técnica gue pretenda
enumerar genotipos en las poblaciones, debe satisfacer
ciertos reguerimientos como la deteccién inequivoca de una
substitucioén alélica en un locus y que los loci sujetos a
estudio sean una muestra al azar del genoma .

éi se estudia la secuencia de amincdcidos de una
proteina, cualquier cambioc en dicha secuencia puede ser
equiparada con un cambio en la secuencia de nucledtidos del
DNA del cual se origind y, por tanto, podemos estudiar la
variacioén génica. La secuencia lineal de nucledtidos en el
DNA determina la estructura primaria de un polipéptido,
utilizando las reglas del cdédigo genético. La alteracidén en
la secuencia del DNA modificarda 1la secuencia de los
aminodcidos de la proteina que codifica. Esta alteracién
cambia la carga eléctrica y/o la conformacidn dé la
proteina. debido a que algunos aminodcidos poseen cadenas
laterales 1ionizables. ﬂ% variacién molecular es entonces

detectada en la separacidén de proteinas ante la aplicacién




de un  campo eléctriceo, mediante Ja técnica }lamada
electroforesis.

Debido &a que las proteinas son un fenotipo que
satisface 1os reguerimientos del programa metodolégico,
Lewontin (1974) sugiere estudiarlas como producto directo
del genoma, para cuantificar genotipos vy conocer su
variabilidad. Una substitucidén alélica es detectada ya que
se resuelve en un cambio discreto del fenotipo
(substitucidn, adicidén o eliminacidén de un aminoécido}.

Se ha probado que las técnicas electroforéticas son
utiles en el estudio de la variabilidad genética ya que los
fenotipos obfenidos en los electroferogramas se pueden
igualar con los genotipos, permitiendo enumerar las
frecuencias genotipicas y detectar proteinas variables y no
variables. Asi, es factible cuantificar 1la variacion
promedio en una muestra de loci seleccionados sin un
conocimiento previo de su variabilidad (Rosa Vélez, 1986).

La aplicacién de los estudios de la genética
poblacional radica en verificar cuando un recurso estd
sometido a presiones inadecuadas y asi evitar el peligro de
erosidn genética con consecuencias tales como una
sorpresiva caida de larproduccién s8in causas . aparentes;
falta de fijacidtn en =zonas reconocidas, presencia de

infestaciones y alto indice de mortalidad (Rodriguez

Romero, 1987).




¥n la Facultad de Ciencias Marinas, se estd llevando a
cabo un programa de evaluacion integral de los recursos con
potencial econtmico de la cogsta oeste de Baja California.
Este estudio plantea la necesidad de generar informacion
sobre los aspectos basicos de la ecologia, pesquerilas,
acuacultura y genética poblacional. El programa inicié con

el estudio del caracocl marino Astraea undosa (Wood, i828),

conocido comiunmente como “caracol panocha'.

En la evaluacién integral de un recurso es importante
generar informacién acerca de su estructura genética ya que
de este modo es posible determinar su capacidad @adaptativa
al ambiente. De agui se deriva su valia en el desarrollo de
pesquerias y cultivos acufcolas y nos ayuda a regular la

captura comercial.

1 caraccl Astraea undosa

F1 caraco! Astraea undosa es un organismo due se

presenta como un recursoc con potencial econémico en las
costas de la peninsula de Baja California, por sus
caracteristicas organolépticas y alto valor comercial.

Este vrecurso ha sido subutilizédo, va gue se ha
empleado principalmente como carnada para la captura de
langosta (Chenaut, 1985). Los registros de captura por
parte de la Secretaria de Pesca datan desde 1981, periodo

deade el cual se ha destinado para Cconsumo humano directo.




El caracol Astraea undosa se distribuye desde Punta

Concepcién (Santa Barbara, California E.U.A,} a Punta
Abreojos B.C.S (México), {Morris et al, 1983).
La localizacioen preferente de las poblacioneé de

Astraea undosa de la Bahia de Todos Santos fue en la zona

del sublitoral rocoso (Rosa Vélez et al, 1987).

El caracol Astraea undosa es un organismo oviparo de

fecundacidn externa que presenta estadios larvarios
caracteristicos de los moluscos (trocofora, veliger vy
pediveliger). El 7.7% de los organismos con talla promedio
de 23.25 mm ya muestran madurez sexual segun reportan Rosa

Vélez et al, 1987 en un estudio anual realizado en este
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organismo.

Los especimenes pueden llegar a medir hasta 110 mm
tante en didmetro como en altura, tienen una concha
calcarea que presenta orillas ondulantes bien definidas en
toda la superficie (Figura 1). La base de la concha es
plana con lineas de espiral conspicuas. Su periostraco es
café. El opérculo presenta nicleos laterales y aristas

dentadas y fuertes (Morris et al, 1983).




(B)

FPigura 1.-(A)Vista lateral del caracol 4. undosea

(p)rarte inferior de la concha de A, undose




OBJETIVOS

1).

2).

Digefio de un métedo Dbioquimico de separacion
electroforética.

Aplicacidén del método bioguimico disefiado para el
estudioc de la wvariabilidad genética de la pobklacidén

del caracol Astraea undosa localizada en la Bahia de

Todos Santoes.




ANTECEDENTES

La caracterizacién de la estructura genética de las
poblaciones naturales es posible gracias al emplec de la
electroforesis, técnica gue se ha venido aplicando en este
tipo de estudio desde hace mds de 20 afios (Shaw. 1965;
Hubby y Lewontin, 1966).

Los estudios de variabilidad genética en poblaciones
naturales han aportade informacién valiosa acerca de los
procesos evolutivos que intervienen en la adaptacion de las
especies a los ambientes gue habitan. Se ha reportado
polimorfismo en poblaciones de vertebrados en un 1intervalo
de 10 a 20%'y heterocigosis promedio de 5.8%; en los
invertebrados ‘es del orden de 25 a 50% vy 17 .07%,
regpectivamente (Selander Yy Kaufman, 1973) .
Estos autores explican la variacion en el nivel de
heterocigosis en términos de la teorfa de Levins (1968) de
estrategias adaptativas en relacién con la inseguridad
ambiental o grano. Segun esta hipdtesis, los organismos con
cuerpo mdas grande, mayor movilidad y mayor control
homeostadtico tienden a experimentar el ambiente como de
grano fino y, por consiguiente la estrategia éptima es mas
a menudo un fenotipo Unico especializado frente al
conjunto de condibiones gue s8e encuentran con mayor
frecuencia. Los organismos mds pequefios, menos méviles vy

con control homeostdtico pobre experimentan el ambiente




como de grano grueso, siendo  8u estrategia optima el
desarrollo de morfos especializados cuya existencia depende
de la frecuencia de las distintas zonas del ambiente.

En las poblaciones marinas, parece existir una
tendencia similar, las formas grandes y activas (asteroides
de aguas poco profundas y crustéceos decdpodos) tienden a
experimentar niveles mds bajos de polimorfismo genético que
las especies sésiles procedentes de regimenes ambientales
seme jantes (Valentine, 1980).

Entre los andlisis genéticos de poblaciones naturales
mediante el uso de técnicas electroforéticas, se encuentran
los realizados por Koehn et al (1976), quienes probaron que
el gen leucinamino peptidasa estaba involucrado en la
adaptacién de las poblaciones de pelecipodos marinos a
cambios de salinidad y que los diferentes alelos tienen
diferentes 6ptimos fisiolégicos bajo diferentes
condiciones, presumiblemente de salinidad.

Mediante el andlisis genético del musculo aductor de

Crassostrea gigas, Buroker et al (1975) encontraron una

variacion genética considerable en las poblaciones
localizadas en Mud Bay (Washington) y detectaron que el 21%
de sus loci son hetefocigéticos. En este estudio se tratd
de correlacionar la variabilidad presente en éste y otros
loci con la resistencia a enfermedades producidas por

especies de Vibrio. Schaal y Anderson (1974) mediante el
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anadlisis de 31 loc: detectaron una neterocigosis promedlo

del 12% en una poblacion de Crassostrea virginica. Pesch

(1974) reporta obgservaciones preliminares en las
poblaciones genéticas de la comunidad benténica estuarina

de la almeja Meycenarla mercenaria de 4 Jocalidades

diferentes obteniendo un rango de heterocigosis de 32.30 a

38.33% y para Mercenaria campechiensis de 2 localidades una

heterocigosis promedic de 34.57%.

Gaines et al (1974) analizaron el locus esterasa para
determinar posibles diferencias genéticas asociadas con 1a
distancia entre 20 poblaciones, del caracol Littorina-
angulifera, encontrando diferencias en las frecuencias del
gen esterasa entre las 20 poblaciones con una heterocigosis
promedio de 30.59%.

Los datos electroforéticos obtenidos ern estas
poblaciones muestran los altos niveles de variacion
genética de pelecipodos marinos.

La propiedad del método de discernir entre poblaciones
aisladas reproductivamente ha sido aprovechada para
delimitar reservas de captura en algunas pesqueridas como la
del cangrejo, donde Cole y Morgan (1978) observaron
similitud entre cangrejos azules de dos Bahias diferentes.

Tracey et al (1975} intentaron probar la hipétesis de
gue existe una correlacién entre 1la deficiencia de
heterocigosis y presién pesqguera de la langosta Homarus

americanus, pero no encontraron diferencias significativas
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entre las poblaciones costeras sometidas a explotacion
pesquera Yy poblaciones oceanicas no explotadas que les
dieran evidencias para apoyar su hipéteis, por lo que

concluyeron gque la deficiencia de heterocigesis en las

peblaciones costeras es una caracteristica de dicha
poblacién debido a sus efectos de entrecruzamiento. Asi
mismo, encontraron que las poblaciones locales eran

genéticamente similares.

La genética aplicada a la acuacultura se ha orientado
a la asociacién entre genotipos detectados por técnicas
electroforéticas y caracteres cuantitativos de interes
potencial para el acuacultor, asi como el planteamiento de
estrategias de‘ me jora genética {(Longwell vy Stiles, 1973

citados por Rosa Vélez, 1986).




LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

La Bahia de Todos Santos se localiza en el extremo
noroeste de 1la Peninsula de Baja California, entre los

0 o o
31 40~ a 31 56~ de Latitud Norte y los 116 47~ de Longitud

Oeste, alojando en su interior al puerto de Ensenada. Por
su situacion geografica recibe la mayor parte del afio
vientos del noroeste.

La Bahia de Todos Santos es una bahia abilerta, con un
area aproximada de 24,000 hectareas. Estd limitada al norte
por Punta San Miguel, al Sur por la Peninsula de Punta
Banda, vy a) oeste por las Islas de Todos 8antos, formadas
por salientes rocosas.

El 4rea especifica de colecta se encuentra localizada
en el Cabo de Punta Banda (figura 2). En esta =zona la
pendiente del litoral es abrupta y el fondo estd formado de
rocas 1lgneas basalticas con cantos rodados de dos a tres
metros de diadmetro (Garcia Pamanes y Chee Barragan, 1976).

Las razones por las cuales se eligid este sitio para
estudio fueron: la presencia de la especie en densidades
mds altas gue en otras localidades de la bahia, la balia
energla del oleaje y la poca probabilidad de extraccidn del
.organismo por pesca comercial o deportiva por no contar con

vias de acceso terresire.
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MATERIAL Y METODOS

Material bioldégico

Los especimenes del caracol Astraea undosa utilizados
en este estudio fueron colectados de una 2zona del
Sublitoral de la Bahia de Todos Santos B.C. de febrero a
junio de 1988 (fig.2).

Los especimenes se transportaron vivos al laboratorio
en donde fueron colocados en acuarios preparados ad hoc. Al
momento de realizar el andlisis 1los organismos fueron
separados de sus conchas, disecados vy colocados
inmediatamente - en hielo para posteriormente llevar a cabo

la homogeneizacién Yy procesamiento electroforético

correspondiente.

Fase experimental

Con el fin de estandarizar el método electroforético
que permitiera detectar la variabilidad genética de la

poblacion de Astraea undosa se llevaron a cabo pruebas

preliminares que consistieron en la eleccién de tejidos,
eleccidén de sistemas amortiguadores empleados para cada
sistema enzimdtico, uso de diferentes férmulas de tincidn
correspondientes a  cada enzima, preparacion del gel de
almidén y corriente aplicada a cada sistema amortigﬁador.
Fsto ultimo, con el fin de obtener la mejor resclucidén en
el tiempo minimo de corrimiento.

Para la eleccién de los tejidos a emplear en el




16

andlisis de los diferentes sistemas enzimdticos, se

realizaron pruebas con 28 organismos de Astraea undosa. La

eleccién se hizo con base en el tejido que diera un bandeo
claro y que revelara para la mayorfa de los sistemas
enzimdticos en el gel de almidén, asf como a la facilidad
de homogeneizacién, gque permitiera obtener la mayoyr
concentracion de enzima.

Los tejidos que se probaron fueron el manto, el pie,
el masculo aductor, la branquia y el hepatopdncreas como lo
sugieren Schaal y Anderson, (1974); Cole y Morgan, (1978) ;
Levinton y Suchanek, (1978); Buroker et al, (1978). Con el
manto y el musculo el numero de enzimas reveladas fue
pequefio y las bandas obtenidas fueron en su mayoria
difusas. E! problema con el pie fue que debido a su
consistencia era dificil de homogeneizar y la concentracidn
de enzima en el extracto no permitié la resolucién adecuada
en la mayoria de los casos. Con la branquia Yy el
hepatopéncreas se lograron buenos resultados al optimizar
la concentracion de extractos, ya que son tejidos de fdcil
homogeneizacién. Estos dos tejidos dieron, ademds, Dbuena
resolucién para la mayoria de los siStemas enzimdticos
analizados. (Tabla II),por lo tanto, fueron seleccionados
para realizar el estudio de variabilidad genética en el

cual se analizaron 65 organismos de Astraea undosa.
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i) Homogenelzaciodn

La preparacién del tejido para el corrimiento
electroforético en gel consisti6é en homogeneizar una parte
de tejido en 1 a 2 volumenes de solucioén amortiguadora de
Tris-HC1 0.1 M, pH 7.0, en bafio de hielo como lo recomienda
Buroker, (1975) .Los homogeneizados se pasaron entonces a
tubos de centrifuga de 15 m] y se centrifugaron durante 10
minutos a 3000 r.p.m. La fase acuosa se  recuperd  por
decantacién y se colocd en tubos de ensaye que Se cubrieron

o
con papel Parafilm. Los extractos se almacenaron a 4 €

hasta efectuar la serie de ensayos electroforéticos. El
almacenamiento no excedié de 4 dias.
ii) Preparacién del gel de almidén

Se mezclaron 24 gr de almidén Aldrich y 24 gr de
almidén Sigma hidrolizado para electroforesis en un matraz
quitasato de 2 1t y se agregaron lentamente, agitando, 400
ml de la solucién amortiguadora correpondiente para el
sistema enzimdtico a revelar. Se elimiparon grumos Yy la

mezcla se calenté con un mechero Fisher (Aprox. a los

o
80 C)* directamente y agitando fuertemente hasta que la

suspensién se hizo viscosa. Cuando la viscosidad disminuyd
bruscamente se colocé en la boca del matraz un tapdén de
‘hule y se aplicé vacio por espacio de 1 minuto. para

eliminar el aire de la suspensidn.

*x En ocasiones la mezcla se calenté empleando una plancha
de calentamiento obteniéndose también buenos resultados.
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La soluciodn, ahora transparente, se virtidé
inmediatamente en una charola de acrilico de 18X18X1 cm. La
solucién debe ser vertida en el centro de la placa a manera
gue se llenen las esquinas del marco. Una vez que se formé
el gel se cubrié con papel autoadherente. El gel estd listo
para usarse tan pronto llegue a la temperaturs amblente.
iii) Electroforesis

Las electroforesis se llevaron a cabo en charolas de
electroforesis en placa horizontal de acrilico. Se utilizo
una fuente de poder (Buchler 3-1500) de O—lOdO volt
aplicdndose, eﬁ todos los casos, corriente constante de 50
mA. El1 wvoltaje generado para cada uno de los sistemas
amortiguadores se reporta en la tabla I.

La insercidén de las muestras se efectué mediante
mechas de papel filtro Whatman # 3 de 1 X 0.5 cm empapadas
con cada una de las muestras. Estas mechas se insertaron en
un corte hecho al gel con un bisturi. Dicho corte se hizo a
5 cm del extremo catdéddico del gel. La placa que contenia al
gel se colocé en una celda de electroforesis a la gue se
agregaron 500 ml de la solucién amortiguadora en cada uno
de los electrodos. El gel se puso en contacto con la
solucién amortiguadora mediante mechas de papel filtro
Whatman # 1 de 18 X 8 cm. En cada una de las electroforesis
se utilizé un colorante pista que fue azul de bromofenol.

Se aplicaron 50 mA durante 15 minutos para lograr la
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incorporacién de las enzimas al gel. Se cortd la corriente
y las mechas con que se aplicaron las muestras fueron
retiradas del gel. La parte superior del gel se cubrid con
papel autoadherente y se le colocd una bolsa de hielo para

evitar el calentamiento del gel durante el paso de la

corriente. La electroforesis continudé hasta que el
colorante pista alcanzd el extremo anddico. En cada
electroforesis se corrieron de 15 a 20 muestras. En un

inicio se probaron 6 sistemas amortiguadores para el
andlisis de los sistemas enzimdticos en estudio, pero de
.estos so6lo 4 fueron seleccionados. La eleccidén se hizo de
acuerdo a los resultados de los experimentos realizados con
diversas soluciones amortiguadoras recomendadas en la
literatura. Los sistemas amortiguadores que se eliminaron

estan sefialados con una cruz (+).

A) Sistema TC (Schaal y Anderson. 1974}
Electrodo: Tris 0.2 M - Acido citrico 0.1 M, pH 5.8
Gel: Diluir 36.4 ml de solucién del electrodo en
1000 ml de agua, pH 5.8
B) Sistema discontinuo de Puolik (Poulik, 1957)
Electrodo: Acido bérico 0.3 M — NaOH 0.05 M, pH 8.1
Gel: Tris 0.076 M — Acido citrico 0.005 M, pH

8.65
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C) Sistema DH (Ayala, 1872)
Electrodo: Tris 0.087 M - Acido bérico 0.0087 M -
NaEDTA 0.001 M, pH 9
Gel: El mismo del electrodo.
+D) Ayala, 1972
Electrodo: Tris 0.13% M - Acido citrico 0.045 M
Gel: Tris 0.009 M - Acido citrico 0.003 M, pH 7
+E) Sistema TME?7 (Dillon, R.T.,Jr.,1985)
Electrodo: Tris 0.10 M - Acido maleico 0.10 M -~
EDTA (.01 M - Cloruro de magnesio
hexahidratado 0.01 M ajustando el pH a
7.4 con hidréxido de sodio.
Gel: Dilucién 9:1 del amortiguador del electrodec.
F) Sistema TEB8 (Dillon, R.T., Jr., 1983)
Electrodo: Tris 0.50 M — Acido bérico 0.645 M -
EDTA 0.0179 M, pH 8
Gel: Tris 0.05 M — Acido bédrico 0.097 M - EDTA
0.0018 M, pH 8
El sistema amortiguador D se eliminé por dar una
resolucién muy pobre, casi nula, en la mayorfa de los
sitemas enzimdticos probados. El problema con el
amortiguador E fue que el desplazamiento era muy lento.
iv) Tratamiento de los geles de almidén al finalizar la
electroforesis. Rebanado y tehido.
Al finalizar la electroforesis se retiré la placa de

la celda de electroforesis y se procedidé a rebanar el gelﬁ'
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Esta es una ventaja del gel de almidén usado como medio de
electroforesis, vya gque sSe le puede vrebanar en capas
delgadas, 1o que permite una serie de tinciones distintas
por cada corrimiento. El rebanado se realizé con una cuerda
de guitarra tensada en un marco de acrilico. De esta forma
se obtuvieron 5 rebanadas de 2 mm de espesor. La primera
rebanada era eliminada debido a los efectos de superficie
que se pudiesen presentar. (Ayala et al, 1972). Las
rebanadas restantes se utilizaron para tefiir. El alambre
debe mantenerse libre de adheréncias para garantizar la
limpieza del corte.

La distribucién de los sistemas enzimdticos en el gel
se revelaron sumergiendo cada una de las rebanadas en las
mezclas de tincidn correspondientes.

v) Tinciones histoquimicas

Los sistemas enzimdticos estudiados se eligieron en
base a aquellos sobre los cuales se tenia informacidon para
otras especies de invertebrados (Gaines et al, 1974; Pesch,
1974; Buroker et al, 1975; Koehn et al, 1976; Huber, 1985),
as{ como a la disponibilidad de reactivos en el
laboratorio.

Una vez elegidos los sistemas enzimdticos estos fueron
resueltos por cada sistema amortiguador fTabla I11). Las
férmulas de tincidn se describen a continuacion y estén

marcadas con una cruz (+) agquellas gque fueron eliminadas
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durante la etapa de prueba, ya fuera por dar resultados

negativos o bien por no tener acceso al reactivo.

1)

2)

Aspartato aminotransferasa

a) Solucién substrato, pH 7.4
0.146 gr de dcido alfa cetoglutdarico
0.532 gr de &cido L-aspartico
2.000 gr de polivinil pirrolidona

0.200 gr de NaEDTA

&)

.680 gr de NazHPOa4
200 ml de agua
b) Tincidn
250 mg de azul rdapido BB
50 ml de solucioén substrato
50 ml de agua
c) Incubar a 37°C hasta la aparicién de manchas azules
sobre fondo rosa aproximadamente en 15 minutos,
d) Lavar con agua destilada y fijar.
(Schaal y Anderson, 1974)
Catalasa (Tincidén 1) +
a) Cubrir el gel con Hz0z al 0.5% por un minuto vy
enjuagar con agua.
b) Agregar 100 ml de solucién de KI al 0.5% acidificada
con 0.5 ml de dcido acético concentrado.
¢) Incubar a temperatura ambiente hasta la aparicion de

bandas blancas sobre fondo azul.
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d) Anotar el resultado inmediatamente ya que la
formacién del complejo continta hasta cubrir las
bandas.

(S5chaal y Anderson, 1974)

Catalasa (Tincidén 2) +

a) Cubrir el gel con 5 ml de Hz0, al 3%, 10 ml de

amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 7.0, 7 ml de
Na=z5203.5H20 0.06 M vy 78 ml de agua.

by Incubar a temperatura ambilente por 15 minutos vy

enjuagar con agua.

¢) Adicionar 50 ml de una solucidén de KI 0.09 My 50 ml

de agua. Aparecerdn bandas azules.
(Shaw vy Prasad, 1970)

Enzima méalica

a) Solucion substrato, phH 7.0

13.4 gr de acido L-mdlico
49 ml de NaxCOs 2ZM
51 ml de agua

Disolver el dcido en agua y agregar lentamente la

solucioén de carbonato mientras se agita en bafio de hielo.

b) Tincidn
20 mg de NADP+
20 mg de nitroazul de tetrazolio (NBT)
10 mg de metosulfato de fenacina (PMS)

20 ml de Tris-HCl 0.1 M, pH 8.4
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75 ml de
5 ml de

1 ml de

agua
solucién substrato

golucién de MgClz al 10%
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¢) Incubar a 37<C hasta la aparicién de bandas azules.

d) Lavar y f

Esterasas
a) Humedece
por una
b) Solucidn
50 ml de
50 ml de

1 gr de a

ijar

(Schaal y Anderson,

1974)

r el gel en solucidn de dcido bérico 0.5 M

hora. No enjuagar.
substrato

acetona

agua

1fa naftil acetato

1 gr de beta naftil acetato

c) Tincion
100 mg de
87 ml de
10 ml de
3 ml de
d) Incubar
hasta la

e) Lavar y

azul rapido BB

agua

Tris-HCl 0.5 M a pH 7.1

solucién substrato

a temperatura ambiente y en la
aparicién de bandas color café.

fijar

oscuridad

{(Modificado de Shaw y Prasad, 1970)
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5) Fosfatasa dcida (Tincidn 1)

6)

a) Tincidn
500 mg de
100 mg de
100 mg de
100 ml de

b) Incubar a

polivinil pirrolidona

dcido Na—alfa-naftil fosfato

azul rdpido BB

amortiguador de acetatos 0.125 M, pH 5

37eC hasta la aparicién de bandas obscuras

sobre fondo blanco.

(Ayala et al, 1972)

Fosfatasa dcida (Tincidén 2)+

,a) Tincion

100 mg de
i00 mg de

100 ml de

Na-alfa-naftil fosfato
sal negro K

acetato de sodio 0.05M, pH 5

b) Incubar el gel a 37<C hasta aparicidén de las bandas

¢} Lavar y fijar.

(Shaw vy Prasad, 1970)

Fosfatasa alcalina (Tincioén 1)+

a) Tincidn
500 mg de
100 mg de
100 mg de

60 mg de
60 mg de
2 gr de

100 ml de

polivinil pirrolidona
azul rdpido BB
Na—-alfa-naftil fosfato
MnCl=

MgCl=

NaCl

Tris—HC1 0.1M, pH 8.6
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8}

b) Incubar a 37<C hasta la aparicién de las bandas
¢) Lavar y fijar.
(Ayala et al, 1972)
Fosfatasa alcalina (Tincién 2)+
a) Tincidén
123 mg de MgS0O..7H=0
50 mg de azul rdpido BB
50 mg de Na-beta-naftil fosfato
100 ml de agua
b) Incubar a 37°C hasta aparicidén de bandas
¢} Lavar y fiiar
(Shaw y Prasad, 1970)
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (+)
a) Tincidn
200 mg de glucosa 6 fosfato
30 mg de NADP+
20 mg de NBT
2 mg de PMS
90 ml de agua

25 ml de Tris-HC1 0.5 M, pH 7.1
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b) Incubar a 37°C hasta que las bandas azules aparezcan

¢) Lavar y fijar
(Shaw y Prasad, 1970)
Glutamato deshidrogenasa

a) Solucién substrato, pH 7
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4.25% gr de glutamato de sodio

100 ml de amortiguador de fosfatos 0.5 M, pH 7

b)Y Tincidn

50 mg
30 mg
2 mg
5 ml
25 ml

70 ml

de

de

de

de

de

de

NAD+

NBT

PMS

solucién substrato

amortiguadbr de fosfatos 0.5 M, pH 7

agua

c¢) Incubar a 37°C hasta la aparicién de bandas azules

d) Lavar y fijar

(Modificado de Schaal y Anderson, 1974)

9) Isocitrato deshidrogenasa (Tincidén 1)+

a) Tincidn

20 mg
20 mg
3 mg
5 ml
20 mi

85 ml

de

de

de

de

de

de

b) Incubar

azules.

NADP+

NBT

PMS

isocitrato de sodio monohidratado 0.1 M
MnClz.4H20

agua

el gel a 37°C hasta aparicién de Dbandas

¢) Lavar y fijar

{Shaw y Prasad, 1970)
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Isocitrato deshidrogenasa (Tincidn 2)

a) Tinciodn

135

30

20

2

30

90

mg
mg
mg
mg
g

ml

de

de

de

de

de

de

b} Incubar a

isocitrato de sodic
NADP+

NBT

PMS

MyClz

Tris—-HC1 0.1 M, pH 8

37<C hasta gue las bandas azules aparezcan

¢) Lavar y fijar

(Rosa Vélez, 1986)

Lactato deshidrogenasa

a) Solucién substrato, pH 7

10.6 ml! de dcido D,L-lactico al 85%

49.0 ml de NapCO0s.Hz20 1 M

40.4 m]l de agua

Esta mezcla debe hacerse en frio,

b) Tincidn

50
30
2
10
15
5

70

mg
mg
mg
ml
ml
ml

ml

de

de

de

de

de

de

de

NAD

NBT

PMS

solucién substrato
Tris-HCl! 0.5 M, pH 7.1
NaCN 0.1 M

agua




29

¢) Incubar a 37<C. Aparecen bandas obscuras
d) Lavar y f1ijar
(Shaw y Prasad, 1970)
11) Leucinamino peptidasa (Tincidén 1)+
a} Incubar el gel durante media hora en solucidén de
dcido bérico 0.5 M
b) Tincion
70 mg de L-leucil-beta-naftilamida HC!
40 mg de sal negro K
50 ml de solucién de anhidrido maleico 0.2 My NaOH
0.2M
10 ml de NaOH 0.2 M
40 ml de agua
¢) Incubar a 37°C hasta la aparicién de bandas obscuras.
(Ayala et al, 1972)
Leucinamino peptidasa (Tincién 2)
a) Incubar el gel durante media hora en solucién de
dcido bérico 0.5 M
b) Tincidn
50 mg de sal negro K
20 mg de L-leucil-beta-naftilamida HCI
50 ml de Tris—-malato 0.2 M, pH 6
50 ml de agua
c) Incubar hasta la aparicién de bandas obscuras
d) Lavar y fijar

(Shaw y Prasad, 1970)
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12) Malatoc deshidrogenasa

a) Solucién substrato, pH 7

13.4 gr de &cido L-mdlico

49.0 ml de N62C03 2 M

51.0 m}l de agua

Disolver

e] 4dcido en agua. Agregar lentamente la

solucisén de carbonato mientras se agita en bafio de

hielo.
b) Tincion
10 ml de
50 mg de
30 mg de
2 mg de
10 ml de

80 ml de

solucioén substrato
NAD+

NBT

PMS

Tris—-HC! 0.1 M, pH 7

agua

¢) Incubar a 37°C hasta la aparicién de bandas azules

d) Lavar y fijar

{Rosa Vélez, 1986)

13) Superdéxido dismutasa

a) Tincidén
25 mg de

20 mg de

5 mg de

50 ml de

50 ml de

NAD+
NBT
PMS
Tris—HCl 0.1 M, pH 8.4

agua
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b) Incubar a 37°C expuesto a la luz. Aparecen bandas
blancas sobre fondo ligeramente azul.
¢} Lavar y fiiar
(Ayala et al., 1972)
14) Proteina total
a) Solucidén colorante
1.25 gr de azul de Coomasie R-250
227 ml de metanol
46 ml de d&cido acético
227 ml de agua
b) Solucidén destefiidors
150 m! de metanol
50 ml de dcido aceético
300 ml de agua
¢) Tefiir incubando a temperatura ambiente por una hora.
Destefiir el fondo con cambiocs sucesivos de la
solucién destefiidora, por 24 horas.
{Rosa Vélez, 1986)
La solucién destefiidora de la tincién de proteina
total se wutilizé para fijar los geles de los diferentes
sistemas enzimaticos.

Tratamiento estadigtico de los resultados
Una medida de la vgriacién genética es el

polimorfismo. En la poblacién del caracol Astraea undosa,

la proporcién de loci polimérficos, que es el numero de
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loci peolimérficos divididos por el nimero total de loci
observados en la poblacién, fue calculado mediante el
criterio del alelo mds comin menor o igual al 99%,

lLas frecuencias alélicas en los loci polimérficos se
obtuvieron mediante los conteos hechos en los zZimogramas
obtenidos durante el corrimiento electroforético divididos
entre el total de genes analizados. Las frecuencias de
heterocigotos observados se calcularon dividiendo el numero
de heterocigotos observados en los zimogramas entre el
numero de organismos analizados. Para el «cdlculo de la
heterocigosis esperada por locus se wutilizé la férmula
citada por Ayala y Kiger (1984) que se basa en la ley de
equilibrio de Hardy-Weinberg (He=1-(f1=2+f22+...£fn=)}.

La prueba de bondad de ajuste de chi cuadrada (X=2)
(Siegel, 1986) se aplicédé para comparar la frecuencia de
heterocigotos observados por locus con las frecuencias
esperadas. Se consideraron alelos raros aguellos que se
presentaron con frecuencia menor o igual al 10%. Estos
alelos fueron sumados al alelo de movilidad electroforética
mds cercana para obtener una sola clase de alelco y asi
tener, por consiguiente, frecuencias mds altas y poder
aplicar la prueba de bondad de ajuste. Los grados de
libertad para el cdlculo por locus fueron dados por (G-A),
donde G es el numero de clases genotipicas y A el numero de
alelos (Crow Yy Kimura, 1970 citado por Ayala y Kiger,

1984).
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Para averiguar si las enzimas reguladoras Yy no
reguladoras presentaban heterocigosis diferentes se aplico
la prueba de rangos sefialados y pares igualados de Wilcoxon

(Siegel, 1986).
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RESULTADOS

Los tejidos seleccionados fueron la branguia y el
hepatopdncreas segun los criterios de mayor facilidad de
homogeneizacién y mejor resolucién en bandas de los
zimogramas (Tabla II).

Durante la etapa de estandarizacién se eliminaron dos
sistemas amortiguadores, uno de ellos fue el sistema citado
por Ayala (1972) (Tris-citrato) ya que la resolucién para
la mayoria de los sistemas enzimdticos fue pobre. Las
bandas obtenidas se mostraron tenues, o, de hecho no
estaban presentes. El sistema TME7 de Dillon (198%5) (Tris
maleico) sélo desplazé las muestras a 2 mm del origen en 12
horas de corrimiento electroforético, tiempo en el cual se
detuvo la electroforesis al observarse que no se estaba
logrando un corrimiento eficiente (Tabla I).

Los sistemas enzimdticos que se eliminaron por dar
resultados negativos fueron: catalasa, fosfatasa alcalina y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Estos resultados se deben
a la poca concentracién de la enzima o a la desactivacidn
de la misma debido al manejo de la muestra. Los sistemas

enzimdticos c¢on resultados positivos fueron: isocitrato

deshidrogenasa, fosfatasa dcida, lactato deshidrogenasa,
enzima malica, aspartato aminotransferasa, glutamato
deshidrogenasa, malato deshidrogenaéa, superoxido

dismutasa, esterasa, leucinamino peptidasa;ademds proteina

total (Tabla III).
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. Resulta%os de la prueba de gistemag amorti uadoies y colorantes durante la etapa de
© estandarizacidn . Cuande mas de un colorante fue puesto a prupba se designaron
las abreviaciones 4,2 para especificar el numero del colorante. Los resultados se
clasificaron como buena resolucién( @) pobre resolucidn (xx) y sin actividad{.).
Los espacios vaclos no se probaron.
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Tabis 111, Sistemas amortiguaderes utilizades en i=
recolucifn de los ciztemar enzimdticos -
analizados,

Sicienz . S1ztepz _

frcrtiguador | Tejido empleads | Enzimatice Rbreviatursa

B Hepatopancreas is [T:H
Qa
E Hepatopancreas Lactate ‘
deshidrogenacs LEE
Enzima malica he
) Hepatopinoreas Azpartato amin: .
Lransferass a7
]
i Fos{atass acida FRE
i ! Glutamate )
; : dezhidrogenasa GIH
Halats
dechidrogenass HEH
Superoxido N
dismutassa SCE
4 Eranquiz dzpartate aming .
transierasz AAT
Fosfatasa acida Fac
Ecterasa EST
Halais
deshidrogenasa HBH
Proteina total P1
F Kepstepincreas| Leucinaning
peptidaza LaF
F Branquia Leucinaming
peptidasa L4F

36
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De estos sistemas enzimdticos analizados, resolvieron
de 2 a 5 loci diferentes por lo cual el numero total de
loci fue de 25 (Tabla V). De estos, 10 mostraron ser
polimérficos (Tabla IV) y 15 monomérficos entre los que
estéan Aat-1, Em-2, Est—-4, Fac-1, Fac-2, Gdh, Ldh, Lap-1,
Pt-1, Pt-2, Pt-3, Pt-4, Sod-1, So0d-2 y So0d-3.

El numero promedio de genes muestreados fue de 79 33
(Tabla V). La desviacién estandar es alta debido a que los
65 organismos analizados no silempre resolvieron de la misma
forma para cada uno de los sistemas enzimaticos,
probablemente por falfa de actividad de la enzima . La
variacién en el namero de orgamismos que revelaron para
cada soistema enzimdtico oscilé desde un minimo de 6
organismos hasta el mdximo de 63 organismos.

El polimorfismo fue de 0.40 (Tabla V). Este resultado
nos da una estimacién del numerc de loci gque mostraron
variantes alélicas estructurales en la poblacidén de Astraea
undosa estudiada.

La heterocigosis observada por individuo fue de 0.080
y la heterocigosis observada por locus fue de 0.079 (Tabla
V) mostrando la primera una varianza de 0.0027 y la segunda
de' 0.026 (Tabla V). La wvarianza es menor para la
heterocigosis promedio por individuo debido a que el
cdlculo se hace en base al numero de individuos, que es

mayor .




Tablz 10, Frecuencias alflicz: en 48 lgor polsmorisco: en urs podbo
de fotraes umdpza. b oe: el nlmgrce de genes ruestreado:. Mo -
£z la frecuencia  observads de heterocygoto: uw ke ez i
la frecuencia esperada de heterocigoto:,

LOCYS H FRECUENCIAS ALELICAS ‘ Ho He

R4 1ez 409 ! ;

hat-2 132 8.86 8,28 B.EF | 8.4%n .48z
i H
| : {pn Q9 ; i
Ezi-1 | 56 B34 0.07 TR T Y-
{
! ; |18 % ! !
| Eet-z | 62 | 895 @6 boe e
12 188 93 9% !
Est-3 33 3.02 8.6 8.10 B,z B.295 | .50
185 180 90
Idh 105 8.4¢ 6,28 2.44 B.138 B.630
185 100
Ndh-1 12 8.05  9.92 B. 156 9.147
105  ige |
Hd¥-2 3z 8,03  8.97 8. 053 2,855
90 9
Lap-2 158 8.9 8.0z 8. 031 B.82%
e 95
Pt-4 78 0.57  8.43 B.629 B, 498
182 100
50d-4 78 8L 8,99 8,029 8,028




Tahla V.

Sumario de resultados para el equilibrio_gepotipico en la
de La Bahia de Todos

shlacidn del caracol #s a
yantos.

PARAMETROC

Hirero de loci

Migero de individues

Prokedio de genes wuestrgados
por locus

Logi poliwdrficos (p{8.99)

Frecuencia prowedio de
heterocigotos:

Por individuc (observado)
Por locus (ahservado)

Por locus {esperade)

p.ona+9, 0827
6. 07%+8, 626

8.185+8. 036

39
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Los wvalores de chi cuadrada (X2) en la comparaciéon
entre las frecuencias observadas y esperadas se reportan en
la tabla VI. La prueba sdélo se aplicé a los loci
polomérficos gue mostraron frecuencias genotipicas mayores
o iguales a 5 por lo gue sélo hay 4 resultados gque podran
ser discutidos con base estadistica.

La informacién para cada uno de los sistemas
enzimdticos es la siguiente:

Aspartato aminotransferasa

Las amonitransferasas estdn presentes comunmente en
brangquia Yy hepatopdncreas de algunos invertebrados (White
et al, 1983; Slechtova et al, 1982).

Esta enzima transfiere el grupo amino del glutamato a
otra cadena carbonada. Se ha visto gue estd presente en el
citoplasma y mitocondria como formas isoenzimdticas que
difieren, por lo tanto, en sus puntos isoceléctricos vy
secuencia de aminodcidos. La transferencia del grupo amino
que tiene lugar en el citoplasma resulta en la formacién de
glutamato. Este ultimo entra en la mitocondria, donde es
entonces desaminado por la glutamato deshidrogenasa o cede
su grupo amino al oxalacetato por la acidén de la aspartato
aminotransferasa mitocondrial para originar aspartato, un
donador de un grupo amino en la formacidén de urea (White et

al, 1983). La transaminacion proporcioha un medio para la

redistribucién del nitrdégeno no aminico.
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Tablz U1, Prueba de bondad de ajuste de chi cuadrads 3 por iocul
hetercoigoto en la pabladsn del caracoel R.undozaz  en I3
Eahfa de Todos Santos B, L. :

P ez ia probabilidad (nive} de signifiszneia Sn 44
niyel de flgﬂlfICduan al B.1% ++ g 6.1, los grades e
{ibertad por locus heterocigoic
; |
LOcis HmCﬁLi. XZCFFT. G.L LECTSTON |
Tdh 73,95 7.81 2 } ton dif.cig, 44
i
fat-2 2.3% 3,84 i Sin def.sig,
Est-3 5,382 3.84 i Con dif.sig, ++¢
Pt-4 2,886 3,64 1 Sin def.sig,
Ho: Las frecusncias genotipicas np muestran unz
desviacién del equilibric de Hardu Heinberg

Ha; Las frecuencias genotfpicac muestran upa -
desviacion del equilibrio de Hardy Heinberg
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El substrato para esta enzima fue el dcido alfa
cetoglutdrico y dcido L-aspdrtico. La presencia de la
enzima se visualizé por aparicién de bandas azules sobre
fondo rosa. Se observaron dos zonas de actividad enzimatica
que determinaron dos loci génicos (Rat-1 Yy Aat—-2). El locus
Aat—1 fue monomérfico en 112 genes registrados. El locus
Aat-2 mostré polimorfismo con tres alelos (104, 102 y 100},
dos de ellos comunes (Aat-22°2 y Aat-21°°} y uno raro (Aat-
2104} en 122 genes registrados. La heterocigosis observada
fue de 0.480 y la esperada de 0.482 (Tabla IV). La prueba
de bondad de ajuste para las frecﬁencias observadas vy
esperadas arrojé resultados no significativos -(Tabla VI),
por lo tanto, las frecuencias genotipicas estdn en
equilibrio de Hardy Weinberg.

Enzima malica

Esta enzima interviene en las reacciones de transportite
del piruvato y malato a través de la membrana mitocondrial.
La accién combinada de los conjuntos de vreacciones de
oxidorreduccién y carboxilacién en la que interviene la
acetil CoA trae consigo la formacién de NADPH importante en
la sintesis de &cido palmitico y en general en la sintesis
de Aacidos grasoé {(lipogénesis), reaccién que predomina en
higado y tejido adiposo de mamiferos (White, 1983) y que es
importante por la formacién de compuestos que funcionan

como reservorio de energia quimica potencial.
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¥l substrato de la enzima fue malato de sodic, se
visualizé por aparicién de bandas azules. E! numero de
genes vregistrados fue de 36. Se observé una zona de
actividad enzimdtica caracterizada por un locus génice (Em-
2). El fenotipo de este locus mostré sélo un alelo, por lo
tanto, es monomérfico.

Esterasa

En general, tres grupos de esterasas se han presentado
en tejidos y fluidos orgdnicos: las arilesterasas,
acetilesterasas vy colinesterasas. Las esterasas han sido
investigadas en suero de conejos, gatos y ratas asi como en
extractos acuosos de higado, misculo y cerebro (Latner vy
Skillen, 1968). En algunos casos se ha demostrado una
relacién entre la presencia de hormonas sexuales y la
accién de esta enzima. lL.as esterasas intervienen también en
la hidrolisis de grasas neutras (White, 1983).

En estudios electroforéticos la actividad de esterasas
es detectada por la hidrélisis del alfa o beta naftil
acetato seguido de la reaccién del alfa o beta naftol con
una sal de diazonio.

Se observaron cuatro zonas de actividad enzimdtica por
aparicion de bandas de color café después de la tincién. Se
determinaron cqatro loci génicos (Est-1, Est-2, Est-3 vy
Est-4). E}l locus Est-1 mostré polimorfismo con dos alelos

(100 y 98), uno comin (Est-11°°) y uno raro (Est-1%2) en 56
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genes registrados. La helerocigosis observada fue de 0.036
y la esperada de 0.164 (Tabla IV}. El locus Est-2 mostroé
polimorfismo con dos alelos (100 y 96) uno comin (Est-219°)
Yy uno raro (Est-2°¢) en 60 genes registrados. La
heterocigosis observada fue de 0.100 y la esperada de 0.95
(Tabla IV). El locus Est-3 mostrdé polimorfismo con cuatro
alelos (102, 100, 98 y 96), dos comunes (Est-31°° y Est-
39#6) y dos raros (Est-31°2 y Est-3°%) en 88 genes
registrados. La heterocigosis observada fue de 0.295 y la
esperada de 0.509 (Tabla IV). La prueba de bondad de ajuste
para la Est-3 para frecuencias observadas y esperadas dio
diferencia significativa menor de 0.025, mostrando las
frecuencias genotipicas una desviacién del equilibrio de
Hardy Weinberg (Tabla VI). La Est-4 fue monomérfica en 124
genes registrados.

Fosfatasa &cida

Interviene en la ruptura hidrolitica de ésteres
fosféricos. Se ha establecido que las fosfatasas requieren
de magnesio y manganeso, pero para algunas el magnesio no
causa ningan efecto y el manganeso puede llegar a ser
inhibidor, El problema con la  clasificacion de las
fosfatasas estudiadas para la variacién genética se
intensifica por la diversisdad de métodos utilizados para
detectarlas, principalmente al usarse substratos no
naturales, lo que complica el conocimiento de los

substratos verdaderos y su funcién real.




En el método que se wutiliz¢é agqui, substratos no
naturales como el alfa y beta naftil fosfato, se
hidrolizan vy el alfa o beta naftil se acoplan con un
colorante diazo para su deteccién.

lL.La presencia de la enzima se visualizdé por aparicion
de bandas obscuras. Se observaron dos zonas de actividad
enzimatica caracterizadas por dos loci génicos (Fac—-1 vy
Fac—-2). Los fenotipos de estos dos loci mostraron
monomorfismo. El locus Fac—~1 en el registro de 72 genes vy
el locus Fac-2 con el registro de 30 genes.

Glutamato deshidrogenaga

Interviene en el paso de la glutamina (donador de
nitrdégeno en biosintesis de varias biomoléculas,
especialmente purinas y pirimidinas) a alfa. cetoglutarato,
liberando urea.

El substrato fue glutamato de sodic, la presencia de
la enzima se visualiz¢é por la aparicidn de bandas azules,
producidas por la reaccidn con un colorante sensible a las
reacciones de oxidorreducién (NBT). Se realizé el andlisis
de 70 genes Yy s6lo se presentd una 2zona de actividad
enzimdtica determinada por un locus génico (Gdh-1) que
mostré monomorfismo.

Isocitrato deshidrogenasa

Las células eucaridticas contienen dos tipos
diferentes de esta enzima. Una es dependiente de NAD+ vy

otra de NADP+. La primera se localiza en la mitocondria y
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la segunda es una enzima soluble localizada en el
citoplasma. Tienen dos funciones distintas pero catalizan
la misma reaccién. La enzima dependiente de NAD+ funciona
en el ciclo del &cido cftrico, mientras gque la enzima
dependiente de NADP+ se piensa gque funciona generando alfa
cetoglutarato en el citoplasma para usarlo en reacciones
anabélicas.

El substrato empleado fue isocitrato de sodio. BSe

registraron 108 genes y se observé una zona de actividad
enzimdtica por aparicién de bandas azules determinada por
un locus génico (Idh) gque mostrd polimoffismo con tres
alelos comunes (Idh1e5, Idh2o° e Idh®°?)., La heterocigosis
observada fue de 0.130 y la esperada de 0.630 (Tabla IV)
La prueba de bondad de ajuste para frecuencias observadas y
esgperadas mostré diferencias significativas con una
probabilidad de ocurrencia menor de 0.001, mostrando que
las frecuencias genotipicas tienen una desviacion del
equilibrio de Hardy Weinberg (Tabla VI).

Lactato deshidrogenasa

Esta enzima cataliza la reaccién reversible de la
formacién de piruvato a partir de lactato. En los animales
el lactato generado en el metabolismo anaerdébico de algunos
tejidos, tales como el musculo esquelético, puede ser
transportado a otros tejidos aerdbicos tales como higado,

donde es convertido nuevamente a piruvato, el cual puede




ser ﬁetabolizado en €] cicle del 4&cido citrico O
reconvertido en compuestos carbohidratadoes como glucosa
libre, o almacenado como glucdgeno (Bohinski, 1978).

Se empled una solucidén de lactato como substrato. La
presencia de la enzima se visualizd por aparicion de bandas
obscuras. Se registraron 54 genes y se observd una zona de
actividad enzimdtica determinada por un locus génico (Ldh)
gue mostrd monomorfismo.

Leucinamino peptidasa

La leucinamino peptidasa es cualquier enzima que
ﬁidrolice la leucil beta naftilamida. Su principal sitio de
accion es el enlace NHz terminal de varios residuos. Es
muy util en estudios de polimorfismo proteinico por
producir =zonas muy bien definidas en una gran variedad de
amortiguadores. No presentan complicacién con Zonas
satélite y casi siempre son polimérficas (Manwell y Baker,
1970} .

Se identifican permitiendo que las peptidasas actuen
sobre el L—-leucil-beta-naftilamida y tifiendo con sal negro
K. La actividad se revela como zonas claras sobre fondo
obscuro.

Se observaron dos =zonas de actividad enzimidtica
determinaqa por dos loci génicos (Lap-1 y Lap-2). Para el
locus Lap~1 se registraron 124 genes due mostraron

monomorfismo. Para el locus lLap-2 se registraron 130 genes,
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este locus mostrd polimorfismo con dos alelos (100 y 96),
uno comun (Lap-21°°2) y uno raro (Lap—2®%). La heterocigosis
observada fue de 0.031 y la esperada de 0.039 (Tabla IV).

Malato deshidrogenasa

Cataliza una reaccién de 6xido reduccidén reversible
entre malato y oxalacetato. Depende de NAD+. 5e dice que
hay dos tipos de esta enzima en funcidén de la wubicacidn
celular, ya gque una se encuentra dentro de la mitocondria y
otra fuera de ella, o sea, en el citoplasma (Bohinskﬁ,
19781 .

El substrato empleado fue malato de sodio. La
presencia de la enzima se detecté por aparicidn de bandas
azules. Se observaron dos zonas de actividad enzimdtica que
desterminaron dos loci {(Mdh-1 y Mdh-2). Para el locus Mdh-1
se registraron 12 genes que mostraron polimorfismo con
presencia de dos alelos (105 y 100), uno comun (Mdh-11°°) y
uno raro (Mdh-119%). La heterocigosis observada fue de
0.166 y la esperada de 0.147 (Tabla IV). El locus Mdh-2
para el cual se registraron 32 genes mostré polimorf ismo
con dos alelos (105 y 100}, uno comun {(Mdh-23°°) y uno raro
(Mah-2%*°5) . La heterocigosis observada fue de 0.063 y la
esperada de 0.058 (Tabla VI).

Superdxido dismutasa

Fstas enzimas catalizan reacciones de 6xido reduccidn.

Se encuentran en todas las células que respiran y también
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en bacterias anaerdbicas facultativas. Son metaloenzimas;
su ciclo catalitico implica la reducién y la reoxidacidn de
un ion metdlico tal como el Cu®+ o el Fe®+* en el sitio
activo.

Se observaron cuatro zonas de actividad enzimatica gue
determinaron cuatro loci (Sod-1, Sod-2, Sod-3, 50D-4). Los
loci 8od-1, Sod-2 v Sod-3 mostraron monomorfismo en el
registro de 78, 100 y 72 genes respectivamente. El locus
Sod-4 mostré polimorfismo con dos alelos (103 y 100), uno
comian (S0d-41°°) y uno raro (Sod-41°2) en el registro de 70
genes. La heterocigosis obsérvada fue de 0,029 vy la
esperada de 0.020 (Tabla IV).

Proteina total

Se observaron cinco loci (Pt-1, Pt-2, Pt-3, Pt-4 Y
Pt-5) de los cuales sé6lo uno fue polimérfico. Los loci Pt-
1, Pt-2, Pt-3 y Pt-5 mostraron monomorfismo en el registro
de 70, 70, 100 y 130 genes respectivamente. El locus Pt-4
mostré polimorfismo con dos alelos comunes (Pt-419¢ y Pt-
495) en el registro de 70 genes. La frecuencia observada
fue de 0.629 y la esperada de 0.490 (Tabla IV). La prueba
de bondad de ajuste para frecuencias observadas y esperadas
mostré diferencias no significativas (Tabla VI) por lo que
los genotipos se encuentran en equilibrio de Hardy

Weinberg.
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DISCUSION

La estimacién de la wvariabilidad genética en la

poblacién del caracol Astraea undosa puede ser discutida en

base a la funcién de los diferentes sistemas enzimaticos,
ya que se ha propuesto que algunas clases de enzimas pueden
ser mds variables que otras segun su funcidén (Gillespie y
Kojima, 1968).

Entre las hipétesis gue mencionan el papel gue juega
el polimorfismo enzimdtico en las funciones fisioldgicas de
un organismo se encuentra la citada por Johnson (1974}, que
‘sugiere que el polimorfismo puede estar asociado con
enzimas especificas y no especificas y con reacciones
reguladoras en el metabolismo. En base a la
heterocigosis esperada por loci, se analizaron las enzimas
especificas y no especificas, ya que Johnson (1974) cita
que algunas enzimas presentan una mayor variabilidad que
otras debido a que han perfeccionado su actividad sobre un
substrato especifico, de tal manera que un cambio fijado en
ellas es menos probable que en las que tienen actividad
sobre una variedad de substratos. Por lo tanto, las ultimas
mostrardan una mayor variabilidad. Aquellas enzimas que se
han especia;izado en un substrato serd&n poco variables
porque no pueden tolerar un cambio, que altere su
actividad; modificando la cinética de 1la reaccién que

catalizan,
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Para los sistemas enzimdticos en estudio se encontré que
IDH, EST-1, EST-2 y EST-3, que son enzimas no especificas,
la variabilidad fue alta (Tabla IV). No fue asf para la
enzima FAC gue también es no especifica Yy mostré
monomorfismo. Existe también contradiccidn para las enzimas
especificas gue, apoyando la hipétesis anterior, deberian
presentar una menor variabilidad. Por ejemplo, las enzimas
AAT-2 y MDH-1 fueron mds variables que las enzimas no
especificas EST-1, EST-2 y ES5T-4.

Johnson (1974) menciona que desde un punto de wvista
fisiolégico, la seleccidn actuard sobre cada paso de un
procesc bioguimico como una funcién del proceso que afecta
al producto, es decir, el "fenotipo" metabdélico y que
aguellos loci que regulan rutas metabdlicas, al presentar
cambios, es de esperarse que produzcan alteraciones mas
grandes en su funcidén que en aquellos cambios que pudieran
presentarse en enzimas que no regulan el flujo metabdlico.
Por lo tanto, las enzimas reguladoras deben presentar menor
variabilidad genética que las no reguladoras. Las enzimas
como la AAT, EST, 1IDH, ME y GDH, que son enzimas
reguladoras, deberian haber presentado una variabilidad
menor que las enzimas LDH, LAP y MDH que son no
requladoras. Al observar la tabla IV encontramocs que las
enzimas codificadas por los loci ARat-2, Est-1, Est-2, Est-3

e Idh presentan valores altos de heterocigosis a diferencia
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de Me y Gdh, que presentaron monomorfismo. Para Lap, Mdh-1
y Mdh-2 se reporté heterocigosis pero més baja gue la que
presentaron las enzimas reguladoras, por lo que no se sigue
el patrén esperado. Al aplicarse la prueba estadfistica de
chi cuadrada {X=2) no Se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos a un nivel del 95% de
confianza. Esto coincide <c¢on lo reportado por Johnson
(1974) quien no encontrdé diferencias significativas entre
enzimas reguladoras y no reguladoras presentes en especies
de Drosophila a un 99% de confianza.

Se ha reportado (Johnson, 1974} Que las enzimas
moduladoras redox asi como las enzimas reguladoras de carga
de energia (ATP/AMP, NAD+/NADH o NADP+/NADPH) aportan un
medic por el cual una célula puede coordinar su respuesta
metab&lica frente a una perturbacidn fisioldégica
generalizada, tal como la causa un cambio de temperatura.
Las fluctuaciones de temperatura pueden ocasionar un cambilo
en los loci por selecién de modo que fomenten la presencia
de ciertas formas gque convengan a su funcién metabdlica. Un
_cambio en la temperatura altera las tasas metabdélicas tan
lenta o rdpidamente como el metabolismo en general. Entre
las enzimas reguladoras de carga de energia con las que se
trabajé se encuentran la ME, GDH, IDH, LDH y MDH, y segin
la hipétesis de Johnson (1974) es de esperarée una

variacién polimérfica en los loci de estas enzimas como una
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respuesta a una fluctuacidén metabdlica por encontrarse el
organismo en aguas templadas donde existen variaciones de
temperatura. Existen pocos datos que apoyen esta hipétesis.
Para LDH por ejemplo, se ha encontrado gue no es muy
polimérfica en homeotermos donde la temperatura es
uniferme, En poiquilotermos como los peces, se ha reportado
polimorfismo para la enzima LDH y se ha relacionado con la
temperatura ambiental (Merrit, 1972 citado por Johnson,
1974)y. Para las enzimas en estudie, ME, GDH vy LDH
presentaron monomorfismo y MDH e IDH polimorfismo por lo
que no se comprueba la hipdtesis de gque las enzimas
reguladoras de carga de energfa sean mas polimérficas que
las que no lo son.

La hipdétesis de enzimas reguladoras de rutas
metabdélicas puede ser argumentada contra la de temperatura
(Johnson, 1974) como en €}l caso de la ME, en la que se ha
reportado pelimorfismo tanto en homeoctermos Como
poiquilotermos y se explica en base a su papel regulador
(Johnson, 1974). Era de esperarse que la enzima LDH
presentara polimorfismo debido a su relacidén con la
temperatura ambiental y a que es no reguladora, pero no fue
asi. Las enzimas GDH y ME también mostraron monomorfismo
probablemente porque un cambio en la temperatura no les
afecte por ser enziﬁas de metabolismo interno si es que

realmente el cambio en la temperatura es tan grande que




pueda afectarles. Las enzimas IDH y MDH presentaron
polimorfismo, por lo gue es claro que los datos son poco
consistentes con tal hipétesis y se requeriria someter a
los sistemas enzimdticos a diferentes condiciones de
temperatura para conocer su comportamiento, asimismo
conocer las fluctuaciones de temperatura en la =zona de
muestreo.

Aunque los patrones de polimorfismo enzimdtico
sugieren que puede existir una importancia en las enzimas
reguladoras es necesario un mayor numero de datos, en un
numero mayor de enzimas. para corroborar las hipoétesis.

Los resgultados encontrados en Astraea undosa nos

indican que de los 25 loci estudiados en 65 organismos, se
presenté un polimorfismo de 0.40 , el cual queda dentro de
los wvalores reportados para invertebrados (Selander Yy
Kaufman, 1973). El polimorfismo, aungue es una medida
imprecisa de la variabilidad debido a que un locus
ligeramente polimérfico cuenta tanto como los muy
polimérficos, es util, ya que nos da una aproximacién de la
variabilidad que presenta una poblacidn.

La heterocigosis promedio encontrada en los loci
analizados fue de 0.079; este valor, es menor al valor
esperado para los invertebrados, cuya estimacioén es de 0.17
(Selander y Kaufman, 1973} y no es comparable con el wvalor

promedio de 0.148 reportado para otros 46 moluscos (Nevoet




al, 1984, citado por Woodruf et al, 1986). Esto puede estar

relacionado con que dentro de los invertebrados marinos el

caracol Astraea undosa es de los organismos de mayor talla.

También presenta un alto control homeostdtico y fisioldgico
relativo al grupo de los invertebrados (Rosa Vélez et al,
1987). Por lo tanto, tiende a experimentar su ambiente como
de grano fino y ha desarrollado un fenotipo poco variable,
pero suficiente para adaptarse a las condiciones que lo
rodean, por ello su variabilidad genética es baja, con soélo
algunos alelos favorecidos para alcanzar la eficacie
biclégica adecuada frente a las condiciones ambientales del
hdbitat.

Por los datos reportados en la tabla V es claro que
existe una deficiencia de heterocigotos en la poblacién de

Astraea undosa estudiada, ya que el valor esperade es de

0.105 en tanto que el observado fue de 0.079. Fujino vy
Sasaki (198B4) han encontrado gque existe asociacién entre la
edad de los organismos y laé frecuencias genotipicas de
algunos loci y que la razén de los valores de heterocigosis
observada y esperada (O/E) estd por abajo de 1 en
organismqs juveniles y aumenta gradualmente con la edad del

organismo.

Para la poblacidén de Astraea undgsa de Punta Banda en

la Bahia de Todos Santos los organismos que se analizaron

se encontraban en estadio de madurez gonadal, por lo que la
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deficiencia de heterocigotos no puede explicarse en base a
este factor ya que s8i existe realmente una asociacidn Qntre
la edad y presencia de heterocigotos era de esperarse una
dominancia de éstos sobre los homocigotos y no fue asf.

Singh y Green (1984) (citados por Woodruff et al,
1986) proponen que la endogamia, presencia de alelos nulos
y la seleccién pueden ser posibles explicaciones para la
deficiencia de heterocigotos observados con respecto a los
esperados segin el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para conocer la probabilidad de gque un proceso de

endogamla pudiera estar afectando las frecuencias

genotipicas en la poblacién de Astraea undosa de Punta
Banda vy, en especifico, estuviera influyendo en las
frecuencias de los loci heterocigdticos se llevd a cabo el
cdlculo del coeficiente de endogamia (F), que estd definido
como la probabilidad de gque dos alelos en un locus
provengan de idénticos descendientes (Crow, 1986} y se
expresa como:
F = pg/2N

€ influye en la frecuencia de los genotipos heterocigotos
de la siguiente manera:

Para = 2PaPa(1-F)
En base a 1los datos de heterocigosis observada vy

heterocigosis esperada se le dieron valores arbitrarios a F

considerando que la mayor probabilidad era de 1. BSe
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encontré que para que el valor de heterocigosis esperada de
0.105 (Tabla V) se redujera al valor de heterocigosis
observada de 0.079 (Tabla V), unicamente por efectos de
endogamia, se necesitarfa un I de 0.25 lo gque nos esta
indicando que existe apareamiento entre hermanos por lo que
es un valor muy alto para este organismo, ya dque Agtraea
undosa tiene un estadfo larval dispersivo (trocdfora a
veliger) de mds de dos semanas (Rosa-Vélez et al, 1587) por
lo que existe poca probabilidad de que se de una
reproduccién consanguinea; y la endogamia, como unica
explicacién de la deficiencia encontrada no es factible
para esta especie.

En cuanto a la selecidén, esta actia de modo gue
facilita 1las combinaciones genéticas favorables y elimina
aguellas que no lo son. De esta manera, permite que la
poblacién se adapte de manera mds eficaz a su ambiente. En

la poblacién de Astraea undosa estudiada, para los loci

EST-3 e IDH se reportd una desviacidén del equilibrio de
Hardy Weinberg (Tabla VI) la cual pudiera explicarse en
base a procesos de seleccién. Para ello, puede calcularse
el coeficiente de seleccidén que se representa por S (Zourus
y Foltz, 1984) y nos da una medida de la reduccién de la
eficacia biolégica de un genotipo. Para poder confirmar si
reélmente las frecuencias gencotipicas observadas se habian

reducido con respecto a las esperadas por efectos de
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seleccion en los loci Est-3 e 1dh, se considerd una
seleccién en contra de los heterocigotos ya dque hay
situaciones en gque los heterocigotos tiene wuna menor
eficacia gue cualquiera de los homocigotos. En este caso la
frecuencia de heterocigotos se define como: (2pg (1-5))
{Zourus vy Foltz, 1984).

Para el locus Est-3 se encontré que los genotipos
102/100 y 102/98 no se habilan presentade en los genes
muestreados Yy por tanto se reporté un S5=1 lo que esta
indicando gue para que estas frecuencias se vieran
afectadas uGnicamente por procesos de sSeleccion seria
necesario que los organismos con estos genotipos
desaparecieran de la poblacién. Para los genotipos 100/98 y
100/96 se encontré que se necesitarian coeficientes de
seleccién de 0.48 y 0.42 respectivamente, gue son muy
altos, vya gue se necesitaria que de 100 organismos con el
genotipo 100/98 48 desaparecieran de la poblacién y que 42
de 100 organismos con el genotipo 100/96 sucediera lo
mismo, por lo que es poco probable gque las frecuencias
‘encontradas se vean afectadas a este nivel exclusivamente
por procesos de seleccidén. Si este proceso se estuviera
dando a ese nivel la poblacién estarifa soportando un lastre
genético considerable, con consecuencias negativas sobre su
eficacia biolégica global. En cuanto al locus Idh

también presentd desviacién del
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equilibrio de Hardy Weinberg, en este caso los coeficientes
de swseleccién también fueron muy altos. Para el genotipo
105/100 fue de 1 y para los genotipos 105/90 y 100/90 de
0.77 vy 0.72 respectivamente. En este caso, parece ser dgue
el problema fue de vresolucién en las bandas de los
zimogramas, Ya que en varias ocasiones se presentaron muy
tenues o bien no se lograban diferenciar claramente los
diferentes alelos.

Entre otro de los factores gue pueden afectar las
frecuencias g¢génicas en una poblacién se encuentra el
llamado efecto de Wahlund (Li, 1955) por el «cual pueden
darse ciertas modificaciones en las frecuencias alélicas
cuando algunos organismos de otras poblaciones con
frecuencias diferentes a la de la poblacién original
ingresan en éstas.

Para realizar este cdlculo se considera una poblacidn
subdividida en grupos de igual tamafic y cruzamiento al
azar, las proporciones de los heterocigotos quedan
definidas por:

Aa: 2XPiqgi/K = 2pg - Z20=g

Si el proceso de migracién afectara las frecuencias
genotipicas la varianza tenderfa al valor de 1_ entre mds
seme janza existiera entre las poblaciones ya que no habria

mucha diferencia entre una y otra.
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Para la poblacion de Astraea undosa en los loci Est-3

e 1dh se encontré gue era suficiente gue las poblaciones
aledafias fueran seme jantes en un 10.7% Y 25%
respectivamente para que por el efecto de Wahlund las
frecuencias génicas se vieran afectadas. Por el momento no

se cuenta con datos acerca de la estructura genéetica de

poblaciones cercanas de Asiraea undosa para poder saber s1
hay un proceso de migracion qgue estée afectando las
frecuencias génicas de la poblacion de Punta Banda vy qué
tan semejantes son unas con olras.

‘La afirmacién reportada en la literatura nos indica
gue la interaccién de procesos como la seleccion, migracidn
y endogamia son importantes en la caracterizacion de la

estructura genética de una poblacidn.




CONCLUSIONES
1) .- Se logré establecer un método bioguimico para la
resolucién de loci adecuados.

2) .~ El caracol Agtraea undosa presenta baja heterocigosis

media debido a sus caracteristicas bioldégicas como soOn

la talla y homeostasis alta.
3) .- La seleccidén, endogamla Yy migracién no son las
responsables unicas de la deficiencia de

heterocigotos en la poblacién de Astraea undosa de

Punta Bande.
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