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Resumen

Variabilidad genética de cuatro poblaciones de abuldén azul Haliotis fulgens, en la Costa
Occidental de Baja California.
José Luis Gutiérrez Gonzalez.

El abulon (Haliotis spp.) es un gasteropodo marino que posee una gran demanda en el
mercado internacional, cotizandose en un alto valor comercial, de los cuales el abuldn
azul Haliotis fulgens, es el mas importante en México. Sin embargo, por la escasez de
estudios geneticos de esta especie en la region, en el presente estudio se determind la
variabilidad y distancia genética de cuatro poblaciones silvestres de abulén azul, H.
fulgens, de l‘a Costa Occidental de la peninsula de Baja California, por medio de
electroforesis de alozimas. Las &reas seleccionadas fueron: Isla de Cedros, Bahla
Tortugas, Bahia Asuncion e Isla Magdalena. Se colectaron entre 76 y 101 organismos
por area, utilizando los tejidos del hepatopancreas y musculo para extraer las proteinas.
Las muestras se procesaron utilizando geles de almidén de acuerdo con los métodos
genetales de electroforesis. Se procesaron un total de 377 muestras, investigandose 11
alozimas correspondientes a 16 loci, de los cuales 6 fueron polimérficos y el resto
monomarficos. De los 41 casos analizados en los que se probo el ajuste al modelo de
Hardy-Weinberg se encontraron 15 que no fueron significativos; el resto si. Las cuatro
poblaciones en su conjunto no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg y éstas tienden a
la homocigocidad. Se encontré que la poblacion con el menor indice de heterocigocidad
fue Bahia Tortugas y el porcentaje mas bajo de loci polimorficos fue para Bahia
Asuncioén. Sin embargo, en las areas donde se realizé el muestreo no existe una
estructura de la poblacion, indicado por un indice de fijacién no significativo de Fg; =
0.022. El r'nayor flujo genético se encontr6 entre Bahla Asuncién - Isla Magdalena con
un Nm 31.




Abstract

Genetic variability of four populations of the blue abalone Haliotis fulgens in the West Coast of
Baja California.

José Luis Gutiérrez Gonzalez.

The abalone (Haliotis spp) is a marine gastropod with high commercial value in
international markets, and Haliotis fulgens, the green abalone, is the most important for
the Mexican fishery. However, the genetics studies want of this‘ specie in the region, this
study evaluated the genetic variability and genetic distances émong four populations of
the green abalone H. fulgens in the West Coast of Baja California using allozyme
electrophoresis. Samples were collected from Isla de Cedros, Bahia Tortugas, Bahia
Asuncion and Isla Magdalena. Around 90 organism per site, to use digestive gland and
muscle tissue, were electrophoresed using starch gels and standard methods of staining.
A total of 377 samples, with 11 allozymes corresponding to 16 loci were analyzed. Six
loci were polimorphic, from a total of 41 cases, and 15 agreed with the Hardy-Weinberg
model. In general, all four populations were not in a Hardy-Weinberg equilibrium showing
a high degree of homozygosity. Bahia Tortugas had the lowest level of heterozygosity
and Bahfa Asuncién with the lowest level of polymorphic loci. Finally, among the
localitles, the highest genetic flow was measured between for Bahia Asuncionm and Isla
Magdalena with an Nm of 31.




INTRODUCCION

El abulén (Haliotis spp.) es un molusco gasterépo‘éo marino que posee una
demanda en el mercado Internacional, cotizandose a un alto valor comercial
(Ledn y Mucifio, 1996). Pertenece a la familia Haliotidae Rafinesque, 1815 y habita
en zonas costeras rocosas asociado a mantos de macroalgas marinas. Su cuerpo
es plano y la masa visceral confinada hacia la tltima espiral (Cox, 1962).

El género Haliotis esta dividido en mas de 15 subgéneros; los caracteres
sobre los cuales estan basados estos taxa incluyen la proporcién entre la concha
y el tamaiio del cuerpo, esculturaciones de la concha, estructuras epipodiales y la
morfologia del tremata (orificios respiratorios) (Lindberg, 1992).

La clasificacion de acuerdo a Cox (1962) es la siguiente:
Reino Animalia
Phyllum Mollusca
Clase Gasteropoda.
Subclase Prosobranquia.
Orden Archaeogasteropoda
Suborden Zygobranchia
Superfamilia Pleurotomareacea.
Familia Haliotidae Rafinesque, 1815.
Genero Haliotis

Especie Haliotis fulgens

En Japon, Norte América y Africa del Sur, las especies de abulén estan
cominmente asociadas con algas gigantes. Especimenes atribuibles a Haliotis
spp. aparecen en el Cretaceo de California, aproximadamente 70 millones de
anos. También se han descrito taxa dudoso del Cretaceo en Europa (Lindberg,
1992). Los fosiles del Neogeno son comunes y se conocen taxa del Mioceno en
Australia, Nueva Zelanda, Japdn y Norte América. Los miembros de este grupo

tienen una concha dextrogira con aberturas marginales (tremata). El interior de la




concha es tipicamente nacarado y el animal posee un par de ctenidios

bipectinados, tentaculos epipodiales bien desarrollados y una radula ripidoglosa.

Sistema Muscular.
La mayor parte del cuerpo de un abuldén es una masa muscular grande

denominado callo, incluyendo el epipodium y el pie (Fig. 1).
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FIG. 1.- DESCRIPCION VENTRAL DEL ABULON

Existe una breve descripcion del sistema digestivo, tomada principalmente
de Crofts e Ino (en Cox, 1962), que quiza sea tipica para todas las especies. El
tracto digestivo esta sobre el lado izquierdo del cuerpo del abulén entre la masa
muscular y el filo del Epipodium (Fig. 2). El tracto consiste sucesivamente de la
boca, el esdfago, unas tres o cuatro partes del estémago y el intestino a través del
cual pasa el corazon antes de que termine en el ano (Cox, 1962).
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Fig. 2.- Sistema digestivo del abulon Haliotis spp

Los Haliotidae estan globalmente distribuidos en los océanos modernos.
Faunas especialmente ricas en especie, se encuentran en el Oeste del Pacifico
Tropical, Australia, Japdn, Africa del Sur y a lo largo de las Costas del Pacifico
Noroeste. Batimétricamente se localizan desde la zona entre mareas hasta
profundidades mayores de 400 m. En la Costa Occidental de La Peninsula de
Baja California se encuentran 5 especies sujetas a explotacidn comercial, y su
distribucion es desde la frontera con Estados Unidos de Norteamérica hasta el
Sur de Isla Margarita en Baja California Sur. Asi mismo, su distribucion vertical y
mayor abundancia se localizan desde 8 hasta 22 m (Guzman del Proo, 1992). La
pesqueria del abulon es multiespecifica y de caracter regional. Haliotis fulgens
(abulon azul) y H. corrugata (abuldn amarillo) contribuyen aproximadamente con
el 95 -98% de la captura total (Leon y Mucifio, 1996). La pesca de H. fulgens
constituye el 85% de la captura total en Baja California (Turrubiates et aj., 1987).




Esta pesqueria florecié durante dos décadas después de 1950 hasta iniciar su
colapso en 1984 (Shepherd et al., 1998).

El area de la genética que trata de la herencia en el ambito de las
poblaciones es la genética poblacional. En el aspecto descriptivo y en su forma
mas simple, esta disciplina estudia la composicion del acervo genético, es decir,

las frecuencias que presentan los alelos de los genes en la poblacion. La genética
de poblaciones es el estudio de cémo las leyes mendelianas y otros principios
geneticos se aplican a una poblacion; asi mismo busca comprender y predecir los
efectos de la segregacion, recombinacion, transposicion y mutacion sobre las
poblaciones (Hartl y Clark, 1989). También tiene la tarea de determinar el grado
de variacién genética existente en las poblaciones naturales y de explicar esta
variacién en términos del origen, de todos los cambios evolutivos.

Desde el punto de vista metodologico, la genética de poblaciones se ha
desarrollado segln dos lineas principales; una de ellas es tedrica y partiendo del
conocimiento de los mecanismos de la herencia, desarrolla modelos matematicos
aplicables a situaciones concretas. La otra se basa en la observacion y el analisis
de las poblaciones en la naturaleza y en experimentos de laboratorio. E| punto de
partida de los modelos de la genética de poblaciones es la Ley de Hardy-
Weinberg. Segln esta ley, en una poblacién mendeliana panmictica, esto es, que
todos los individuos que la componen tienen igual probabilidad de cruzarse entre
si, las probabilidades de los genotipos de los individuos de una poblacién en la
que hay dos alelos de un gen, As con frecuencia p y A, con frecuencia a,
corresponden al desarrollo del binomio (p + q)? es decir, las frecuencias de los
genotipos seran; A; Ay = p?, Aj Ay = 2pq y Az Az = g, De manera similar se hace
cuando hay mas de dos alelos, estas frecuencias alélicas no cambian en un locus
dado: si la poblacion fuese infinita, no existiera mutacion ni segregacion y sobre
los alelos A y A, no actuara diferencialmente la seleccion natural.

Las poblaciones de especies que presentan una amplia distribucion
geografica estdn sujetas a distintos regimenes ambientales que pueden

determinar cambios en su estructura genetica, mismos que pueden caracterizarse




por medio de la metodologia de la genética bioquimica. En particular la obtencion
de diagramas de alozimas a partir de la aplicacion de electroforesis en gel de
almidén a extractos crudos de tejidos selectos y el revelado de estas alozimas
mediante técnicas de tincion. Estos métodos han probado ser adecuados para la
medicion de la variabilidad genética en poblaciones naturales (Lewontin y Hubby,
1966).

Estas técnicas fueron introducidas como método de medicién de la
variacion genética de las poblaciones por Lewontin y Hubby (1966) y Harris (1966,
1969). Actualmente han permitido enumerar frecuencias génicas y detectar
proteinas variables y no variables, en una muestra de loci seleccionados (de la
Rosa Velez, 1986). Benzie et al. (1993) compararon la estructura genética de
Pennaeus monodon en Australia utilizando resultados obtenidos con alozimas y
ADNmt, encontrando diferencias significativas en las frecuencias genotipicas entre
las poblaciones estudiadas. Asi mismo demostrd la diferenciacion genética entre
las poblaciones. Fue hasta mediados de la década de los setenta cuando se
iniciaron en Jap6n estudios con Haliotis discus hannai encaminados a la
caracterizacion genética de las poblaciones de abuldn. Existen trabajos donde se
siguen aplicando estos métodos como los de Fujino (1978) quien observd una
frecuencia-excesiva de homocigotos en animales desnutridos de una poblacion de
abulon del Pacifico Haliotis discus hannai en Iwate. Duda (1994) determind la
estructura genética de una poblacién en una especie introducida en la Bahia de
San Francisco, encontrando una diferenciacion débil de la poblacidn asi como
también un exceso de homocigotos con desviacién significativa en el equilibrio de
Hardy-Weinberg para el locus Lap-1 dentro de las cinco poblaciones estudiadas.
Segun Fujino et al. (1989) varios de los trabajos de investigacion genética se han
orientado hacia la identificacion de especies, con base en la caracterizacién en
zimogramas. Por ejemplo, Brown y Murray (1992) determinaron 12 loci
enzimaticos mediante analisis electroforético en Haliotis rubra y H. laevigata, asl,
encontraron pequefas diferencias genéticas entre las poblaciones de H. rubra, y
que las poblaciones de H. laevigata son genéticamente distintas unas de otras,

concluyendo que H. rubra presentaba deficiencia de heterocigotos, causado




probablemente por endogamia o debido al efecto Wahlund; entendiendo como
efecto Wahlund, cuando una poblacién incluya organismos de dos o mas
poblaciones desconocidas genéticamente distintas .

También las técnicas moleculares pueden ser utilizadas para resolver los
problemas de reclutamiento de organismos acuaticos. Gaffney et al. (1996)
reportan con exito la efectividad de la repoblaciéon de abulon que puede ser
monitoreada mediante marcadores genéticos como alozimas. Para poder usar
estos marcadores, se producen en laboratorio un lote de juveniles con variantes
alelicas diferentes a las de las poblaciones silvestres, de manera que tiempo
después de haber sido liberados puedan ser identificados con base en la
presencia de dichas variantes. La desventaja de este repoblamiento radica en que,
por el elevado volumen de individuos que se liberan, la estructura genética de la
poblacion silvestre puede resultar modificada y la variacion del potencial
reproductivo puede verse incrementada, o favorecerse la aparicion de genes
deletéreos. En las poblaciones naturales existe una tendencia hacia el equilibrio
con su ambiente, dependiendo del grado de adaptabilidad de la especie, el cual
esta determinado por su reservorio genético (Dobzhansky et al., 1977). En las
poblaciones de organismos diploides, la combinacion entre alelos que segregan
en un locus dado, da lugar a la formacién de los genotipos que representan el
material hereditario del organismo. El genotipo determina mediante interacciones
genicas complejas, la extensién de los fenotipos que se pueden desarrollar, segun
el ambiente experimentado.

Los estudios sobre la variabilidad genética han contribuido para dar
informacion sobre la evolucidn de los recursos genéticos, asi mismo ha
demostrado su valla para la resolucién de problemas de interés inmediato en el
manejo de las pesquerias y desarrollo de cultivos acuicolas en el ambito
internacional (de la Rosa-Velez y Rodriguez-Romero, 1988).

La confiabilidad del manejo de los recursos pesqueros de importancia
econdmica solo puede lograrse por medio del conocimiento integral de la biologia
de la especie. Ei desconocimiento parcial o total de los procesos biolégicos

fundamentales de las poblaciones que se explotan comercialmente, ha de




propiciar como patron general el uso y manejo inadecuado de los recursos
pesqueros. Por esto, la carencia de bases sdlidas para la proposicion de
estrategias para una explotacion adecuada puede traducirse en problemas, que en
sus extremos van desde la subutilizacion hasta la sobreexplotacion y el peligro de
extincion del recurso.

Actualmente los trabajos de investigacion en genética se deberian
desarrollar en apoyo al manejo 6ptimo de poblaciones naturales. En funcién de su
interrelacion con factores ambientales y del conocimiento de las caracteristicas
genéticas y fisiologicas que poseen las distintas especies de abulén, su principal
aplicacion ha sido en el mejoramiento de la produccidn por medio de la
acuicultura mediante el repoblamiento de areas naturales agotadas (Vega et al.,
1994). También, el conocimiento de la informacion genética y manipulacién de los
caracteres fenotipicos (crecimiento en tamafio y peso) por medio de
entrecruzamientos experimentales tienen gran importancia para la planeacion y
éxito de los cultivos de abulon.

Hasta el mor:nento los estudios de variabilidad genética en poblaciones
naturales de abulén azul son escasos, Rodriguez (1996) no encontré diferencias
significativas entre las poblaciones de abulén azul en Bahia Tortugas B.C.S. Sin
embargo menciona la tendencia de la poblacién hacia la homocigosidad. De aqul
la importancia de abordar en el presente estudio la caracterizacién de dicha
variabilidad por medio de métodos electroforéticos de cuatro poblaciones
silvestres de abulon azul Haliotis fulgens en la Costa Occidental de Baja California,
lo que contribuird al conocimiento de la dinamica y estructura genética de la
poblacion de esta especie en la region.




JUSTIFICACION

Desde hace tiempo se discute la factibilidad de recuperar y/o incrementar la
productividad natural de los bancos abuloneros a partir de la liberacién o
repoblamiento con larvas, juveniles, preadultos y adultos, producidos en
laboratorio. Desde 1981 la regulacion de la pesqueria establecia que los
permisionarios coadyuvarian en los programas de cultivo y repoblamiento
instrumentados por la SEPESCA (D.O.F. 1981). Es por lo tanto prioritario el
desarrollo de investigacién basica que evalle el estado del recurso y sirva como
fundamento para el desarrollo de programas de explotacion y de cultivo. Cabe
aclarar, que solo existe el trabajo de (Rodriguez,1996) sobre variabilidad genética
en las poblaciones silvestres de abulon azul de Baja California Sur. El
repoblamiento de los bancos silvestres se ha convertido en una obligacién de los
concesionarios de la captura de abulon de las Sociedades Cooperativas de
Produccion Pesquera (SCPP). Este repoblamiento consiste en la liberacién al
medio natural de larvas o semillas de abulon producidas en laboratorio. Sin
embargo, uno de los principales problemas a que se enfrentan los concesionarios
y autoridades pesqueras es evaluar el éxito de dicho repoblamiento, en otras
palabras, qué cantidad de larvas o semillas liberadas se recluta a la poblacion y
por ende a la pesqueria.

Se ha marcado abulén e intentado darle seguimiento, pero hubo
inconvenientes. Las marcas de lamina de acero sobre la concha en la semilla
liberada (Emmet y Jamieson, 1989) o de plastico (Prince, 1991) colocados en los
poros respiratorios, se pierden con facilidad y no sirven para larvas y postlarvas.
Para solucionar este problema se requiere de técnicas que permitan diferenciar a
los individuds producidos en laboratorio de los que se han asentado de manera
natural, por lo tanto los marcadores genéticos pueden ayudar a resolver este
problema. Se han buscado marcadores genéticos utilizando la metodologia de la
electroforesis de alozimas, que es la técnica de mayor uso para el analisis
genético en el dmbito poblacional, por su bajo costo y versatilidad. Asi mismo

durante el analisis de alozimas en una corrida electroforética se pueden obtener




160 genotipos y que, en caso de obtener un numero de loci polimorficos elevado,
podr4 aplicarse en la seleccion de marcadores genéticos para la diferenciacién de
las semillas producidas en laboratorio y liberadas al medio natural de las
silvestres. Para poder realizar lo anterior, se requiere conocer la estructura
genética de la poblacion silvestre de Haliotis fulgens, en las cuatro zonas de pesca

de la Costa Occidental de Baja California.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genéticamente al abulén azul Haliotis fulgens en cuatro
poblaciones naturales de la peninsula de Baja California, utilizando electroforesis
de alozimas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

*Determinar la variabilidad genética en cuatro poblaciones de abulén azul,
utilizando electroforesis de alozimas.

*Determinar la diferenciacién de las poblaciones de abulén azul.




MATERIAL Y METODOS

En el presente estudio se propuso trabajar con alozimas debido a que este
andlisis de variacion de las proteinas provee por medio de electroforesis
informacion directa sobre las interrelaciones genéticas de todas las poblaciones.
Estos estudios se aplican para determinar la estructura genética de las
poblaciones silvestres en varios organismos acuaticos. El procedimiento depende
de la caracterizaciéon de cada muestra o poblacién en términos de la distribucion
de frecuencias alélicas en varios loci polimorficos y el analisis estadistico de esos
datos relativos, partiendo de la hipétesis nula, donde todas las muestras son de
un grupo panmictico y podrian tener frecuencias alélicas similares (Shaklee,1983).
Para el desarrollo de éste trabajo se selecciono cuatro areas de colecta dentro de
las cuatro zonas de pesca del recurso abulén en la peninsula de Baja California.
Estas zonas de pesca fueron delimitadas después de haberse realizado estudios
biologicos por parte del Instituto Nacional de la Pesca con la que se demostré la
existencia de diferencias significativas locales en los procesos de reproduccion de
esta especie, la cual se explota con fines comerciales (D.O.F. 1981; 1993). El
modelo generalizado de corrientes (California y contracorriente de Davidson) es
modificado por algunos fendmenos oceanograficos locales, produciendo asi un
medio ambiente heterogéneo e impredecible en la regién; Respecto a estos
fendmenos se puede mencionar que en la Costa Oeste de E.UA. y de la
peninsula de Baja California, se localizan las regiones de surgencias mas
grandes, creando areas alternadas de aguas frias y aguas céalidas de Lagunas y
Bahias someras (Brusca y Wallerstein, 1976). En la Fig. 3 se presentan las areas

de muestreo que se definen a continuacién:

a) lIsla de Cedros, B.C., en el banco abulonero denominado “San Agustin”
ubicado en la Zona |. Esta isla se encuentra localizada en la parte
central de la peninsula de Baja California en la Costa Oeste donde se

han realizado estudios con relaciéon a la poblacion silvestre de abulon
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Los nameros romanos indican la zona de pesca del recurso abulon,

seglin Reinecke (1997)



d)

sobresaliendo la evaluacion de prospeccion del recurso asi como

también el monitoreo de la pesqueria. Presenta un clima muy seco
semicalido, con una precipitacién media anual de 400 - 500 mm, la
temperatura media anual de 14 - 18 °C (INEGI,1994)

Bahia Tortugas, B.C.S., en los bancos de “Puerto Nuevo" y “Puerto
escondido”, ubicados en la Zona Il. Esta Bahia se encuentra localizada
en la parte central de Baja California en la Costa Oeste en la cual se
han realizado estudios sobre la descripcién y caracterizacion de la
comunidad benténica en los bancos de abulén (Guzman del Proo et al.,
1991). Presenta un clima seco semicalido con una precipitaciéon media
anual de 100 mm, y una temperatura media anual de 16 - 20 °C (INEG!,
1994)

Bahia Asuncion, B.C.S., el banco “La Leona” ubicado en la Zona |ll. Se
localiza en el municipio de Mulegé, en la Costa Occidental de Baja
Californja Sur y sus zonas de pesca se encuentran entre Punta San
Pablo y Punta Choros, incluyendo las Islas San Roque y Asuncion;
presenta un clima muy seco, semicalido, con verano fresco; la
temperatura media anual varia entre los 18°C y 22°C, la diferencia entre
el mes mas calido y el mas frio es entre 7°C y 14°C, las lluvias se
presentan en invierno (Garcia, 1973).

Isla Magdalena, B.C.S., en los bancos “Los Tronados" y “La Bajada”
ubicados en la Zona IV. Los principales bancos abuloneros se localizan
en la Costa Occidental de las Islas Magdalena y Margarita, las cuales
contienen al complejo lagunar de Bahia Magdalena-Almejas,
preséntando aguas frias, fuerte oleaje y corrientes. El fondo es rocoso,
con macroalgas y pasto marino (Luna, 1993). Presenta un clima seco o
semidesértico, con una temperatura media anual entre 22°C y 18°C,
siendo la mas fria por debajo de los 18°C, asi como un régimen de

lluvias en invierno (Garcia, 1973).



Método de colecta y procesamiento de muestras.

Las colectas de abulon azul se realizaron en abril de 1997 y noviembre de
1998, esta Gltima colecta fue de Isla de Cedros, B.C. Para obtener la muestra se
contd con el apoyo de los equipos abuloneros afiliados a las Cooperativas de
Produccién Pesquera. “Pescadores Nacionales de Abulon®, “Emancipacion”,
“California de San Ignacio” y “Bahia Magdalena”. Los organismos colectados
fueron 377 entotal: 76 organismos de Isla de Cedros, B.C; 101 organismos de
Bahia Tortugas, B. C. S; 103 organismos de Bahia Asuncion, B. C. S; y 97
organismos de Isla Magdalena, B. C. S. La zona Il (D.O.F, 1993) no pudo ser
muestreada debido a problemas ajenos a la planeacion de este trabajo.

Se realizd un registro biométrico de los organismos, tomando en
consideracion longitud total y sexo. De cada organismo se colectaron muestras de
hepatopancreas y musculo, estos provenian tanto de las capturas comerciales
como del proceso de evaluacion de la poblacion silvestre que se llevo a cabo en
Isla de Cedros, B. C. Los tejidos fueron introducidos en tubos de
microcentrifugacion de 1.5 ml, colocados posteriormente en un contenedor con
nitrégeno liquido a -70° C para su transporte y almacenamiento. Las muestras se
trasladaron al laboratorio de Genética Acuicola del CIBNOR en La Paz, B.C.S. y
se conservaron en ultracongelador a -80°C hasta el proceso de electroforesis.

Para su procesamiento, las muestras fueron homogeneizadas de manera
manual adicionandose a cada tubo 0.5 ml de solucion amortiguadora de Tris-HCI
0.1 M pH 7.0. Durante el macerado del tejido, las muestras se colocaron en un
recipiente con hielo para evitar desnaturalizacion de las proteinas. Seguidamente,
los tejidos macerados se centrifugaron a 12,000 r.p.m. durante 15 minutos a una
temperatura de 5°C (Fig. 4). ‘

¢
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Figura. 4.- Cronologia de las principales etapas de la Técnica
electroforética.(Tomada parcialmente de Huelvan,

1985).




Electroforesis
La electroforesis se llevd a cabo en geles de almidon hidrolizado (Sigma y

Aldrich) preparado al 12% en una proporcién de 3:1, con el sistema amartiguador
correspondiente de acuerdo a los métodos generales de electroforesis (Shaklee y
Keenan, 1986).

El método de electroforesis permite la separacion de diferentes proteinas
que se extraen de un tejido en un organismo. Estas se someten a un campo
eléctrico en un tiempo determinado, utilizando como medio de soporte almidén o
acrilamida. Su movilidad la determina su carga eléctrica y el tamafio de la
proteina. Posteriormente se realiza un proceso de tincion para su revelado.

Para el analisis y separacion proteica de los sistemas enzimaticos, se
aplicaron dos sistemas amortiguadores, el R y el Tris-Citrato pH 7.0 (Apéndice1).
El cargado de geles (20.5 X 12 X 1.4 cm) con las muestras consistié en empapar
mechas peguefas de papel filtro Whatman #3 (2 X 7 mm) con cada una de las
muestras e insertandolas secuencialmente en uno de los extremos del gel. Se
colocaron un total de 40 muestras por gel, 10 individuos de cada poblacion por
gel. Se utilizaron mechas empapadas con azul de bromofenol indicando la
separacion entre los individuos de distintas poblaciones y el avance del frente de
corrimiento de la electroforesis. Los geles se colocaron en una charola para
electroforesis en placas horizontales de acrilico, agregandole previamente el
sistema amortiguador respectivo en los compartimentos con los electrodos. Como
puentes eléctricos se utilizaron retazos de tela para mantener el contacto con el
gel. Sobre cada gel se colocd una bolsa de hielo azul balsam para evitar
calentamiento, colocando las charolas dentro del refrigerador a 4° C (Fig.4).

La charola para electroforesis fue conectada a una fuente de poder de alto
voltaje aplicandose las condiciones eléctricas de, 250 volts con una corriente de
130 mA , 30 Watts por cada dos geles en el sistema "R". Para el sistema “Tris-
Citrato pH 7.0" se aplicaron 300 V con una corriente de 100 mA y 30 W. La
duracion de cada corrida de electroforesis fue de 4-5 horas en ambos sistemas,

tiempo en el cual el frente de corrimiento avanzd de 6-7 cm. Una vez terminado el



tiempo de electroforesis se procedid al rebanado del gel (Ayala et al., 1973), para

posteriormente proceder a la técnica de tincion usando los métodos propuestos
por Shaklee y Keenan (1986), Pasteur gt al. (1988), May (1992), Wilbur (1995),
Murphy et al., (1996), para los siguientes sistemas enzimaticos mostrados en la
tabla 1: (Ver protocolos en Apéndice 2).

Tabla.1 Sistemas enzimaticos (E. C.) = Cédigo de cada enzima establecidos por la Comision de Enzimas,
buffer y tejido usados en electroforesis.

Nombre de la enzima No. de E.C. Locus Buffer Tejido
Aspartato aminotranferasa 26.1.1 AAT "R" Hepatopancreas
Octanol deshidrogenasa 1.1.1.73 ODH "R" Hepatopancreas
Alcohol deshidrogenasa 1.1.11 ADH "R" Hepatopancreas
Formaldehido deshidrogenasa 1.2.1.1 FDH "R" Hepatopancreas
Fosfoglucosa isomerasa 5.3.1.9 PGI "R" Hepatopancreas
Leucin aminopeptidasa 341141 LAP "R* Hepatopancreas
Dihidrolipoamida deshidrogenasa 18.14 DDH "R" Hepatopancreas
Esterasa 3.1.1.1 EST "R" Hepatopancreas
Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27 LDH "R" Hepatopancreas
Superoxido-dismutasa 1.1.16.1.1 SOD "R" Hepatopancreas
Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 MDH "TC" Musculo

Se tomaron registros permanentes en hojas transparentes y posteriormente
se analizaron los zimogramas. Se asigno¢ al alelo mas comun el valor de 100 y a

los demas alelos se les asigné un valor de acuerdo a su movilidad respecto al
alelo mas coman. (Fig. 4).

Analisis estadistico.

Para la captura, procesamiento, calculo y analisis estadistico de los datos
se utiliz6 el programa Biosys-1 (Swofford y Selander, 1989), con el cual se
determinaron las frecuencias alélicas y variabilidad genética de los 16 loci
analizados para cada poblacion estudiada. Para determinar si las frecuencias
genotipicas se apegaban al equilibrio de Hardy-Weinberg, se empled la prueba de

Chi cuadrada con la correcciéon de Levene (1949) para muestras pequefias. Con



el fin de estimar el grado de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg se

calcularon el indice de fijacion (F) y el indice de desequilibrio (D = (Ho — He)/He).
Los valores de F negativos indican un exceso de heterocigotos, mientras que los
valores positivos muestran exceso de homocigotos . En el caso de (D) los valores
negativos representan exceso de homocigotos o deéficit de heterocigotos (Swofford
y Selander, 1989). Se aplicd el ajuste secuencial de Bonferroni (Sokal y Rohlf,
1995) debido a que al repetir la prueba, se podria cometer un error tipo |,
considerando aquellos valores menores de (0.05) que son significativos, por
medio de la ecuacion «<'= 1-(1-<)"™ donde k = el numero de pruebas realizadas y
o, nivel de significancia (0.05). Aunado a lo anterior se realizd la prueba de signo
o de proporciones iguales (Sokai y Rohlf, 1995) para probar si las poblaciones en
su conjunto estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para determinar la variabilidad genética en las cuatro poblaciones se
calculd él numero de alelos por locus, el polimorfismo, y la heterocigosidad. En el
naimero promedio de alelos por locus estan considerados todos los loci que fueron
analizados. El polimorfismo (P) es el porcentaje de loci polimorficos que se
encuentran en una poblaciéon, en donde un locus se considera polimorfico
unicamente cuando el alelo mas comun tiene una frecuencia no superior al 0.95.
Una mejor medida de la variacion genética (porque no es arbitraria y es precisa)
es la frecuencia promedio de individuos heterocigotos por locus, o simplemente
denominada heterocigosidad (H) de la poblacion.

La heterocigocidad de una poblacion es la medida de la variacion genetica
preferida por la mayoria de los genetistas poblacionales. Es una buena medida
de la variacién porque estima la probabilidad de que dos alelos tomados al azar
de la poblacion sean diferentes (Ayala, 1984). Por lo tanto, la heterocigosidad es
la proporcién de organismos heterocigotos que se encuentran en una poblacion.
Los valores de heterocigosidad observada se calcularon por conteo directo (Ho)
de los heterocigotos, mientras que la heterocigosidad esperada segun el equilibrio

de Hardy-Weinberg (He) se calculd usando una estimacion sin sesgo de Nei
(1978).
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Se realizaron pruebas de heterogeneidad en todos los loci polimorficos
utilizando X3, con el proposito de evaluar los cambios en la frecuencia del alelo
presente en cada locus entre las muestras poblacionales bajo la férmula (Sokal y
Rolf,1995): X2 = [ 2n, (P, - P)2) / [ P, (1 - P)].

También se determinaron las identidades y distancias genéticas sin sesgo
de Nei (1978). A partir de la distancia genética de Nei, se elaboré un dendograma
con el método de agrupamiento no ponderado (UPGMA) con el proposito de
identificar las asociaciones genéticas entre las poblaciones de abulén.

Con el propésito de conocer si el efecto observado en las frecuencias

alélicas se debe a que la poblacion se encuentra subdividida o bien se debe a un
| aumento en la endogamia, se calcularon los estadisticos F de Wright (1951; 1965)
por locus que propone los parametros (F s Fi; v Fsr), para definir un indice F o de
fijacion que indica la parte de exceso o deficiencia de heterocigotos en una
poblacién presentando cierta parte de endogamia. Donde Fg es el coeficiente de
endogamia, la cual sirve para medir la reduccion de la heterocigosidad cuando no
existe un apareamiento aleatorio en una muestra. Asi mismo F4; = (He - Ho) / He,
mide la cantidad de diferenciacion entre las subpoblaciones, es decir, la reduccion
de heterocigosidad en una subpoblacion, por otro lado F; mide la reduccion de
heterocigosidad de un individuo con respecto a la reduccion en la poblacion total.

Este es un procedimiento para analizar la diferenciacion geneética de las
poblaciones y la formula basica usada es: 1 — Fr=(1-Fg) (1 -Fg). Enteoria F;
y Fis varian entre -1 a 1, bajo las siguientes aseveraciones:

Si F = -1 corresponde a un exceso de heterocigotos.

Si F = 0 significa que la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Si F = 1 corresponde a un exceso de homocigotos.

Siendo los parametros de la siguiente relacion: (1-F ;)= (1-Fs) (1-Fs1)

Wright (1951) propone que la caracteristica de la diversificacion genética entre
poblaciones esta dada por los valores de Fg;, en donde los valores de:

0 a 0.05 indican una Diversificacién Débil.

Mayores de 0.05 a 0.15 indican una diversificacion Moderada.




G S

Mayores de 0.15 a 0.25 indican una diversificacion Importante y
Mayor a 0.25 indican una diversificacion Muy Importante
Se estimé el grado de significancia para los estadisticos F, utilizando
permutaciones, mediante el programa FSTAT (Goudet, 1993) Version 1.2. Este
programa se uso para estimar el numero de migrantes entre las poblaciones (Nm),
La idea general es obtener la distribucién de la hipotesis nula, a saber que
Fr Fisr ¥ Fst < 0 y comparar esta distribucion nula con las Fg observadas, la
probabilidad de obtener al azar un valor tan grande como el observado se acepta
que F, > 0. Si las pruebas de permutacion sobre Fig muestran que no son
significativamente diferentes de cero, entonces es valido permutar alelos entre
poblaciones con la prueba F¢; donde entonces los alelos pueden ser considerados
independientes, o que la proporcion de la variacion de la frecuencia alélica total es

debido a las diferencias entre las localidades.

-
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RESULTADOS

La estructura de tallas de los organismos fiuctu6 entre 119 mm y 220 mm,
con una talla promedio de 159 mm como se muestra en la Fig. 5 de las cuatro
poblaciones. Se utilizaron los tejidos de hepatopancreas y musculo, pudiéndose
investigar once enzimas, correspondientes a 16 loci: Lap-1, Lap-2, Ddh-1, Ddh-2,
Odh, Adh, Fdh, Ldh, Mdh-1, Mdh-2, Aat, Est-1, Est-2, Est-3, Pgi, Sod. Donde 6 loci
fueron polimoérficos en las cuatro poblaciones.

Tabla 2. - Polimorfismo en Haliotis fulgens en la Costa Occidental de
Baja Califomia Hs: heterocigosidad promedio con sesgo. ;Hss:
heterocigosidad sin sesgo. Ho: heterocigosidad promedio observada;
P: Proporcion de loci polimérficos; A/L: Promedio de numero de alelos
por locus; ee (error estandar).

Poblacion '
Promedio Cedros Tortugas Asuncion _ Magdalena

AlL 2.0 2.06 2.0 1.96

P % 44 44 38 44

Ho 0.075 0.061 0.066 0.073
(e.0) (0.025) (0.022) (0.027) (0.023)
Hs 0.189 0.172 0.184 0.196
(e.8) (0.066) (0.055) (0.061) (0.059)
Hss 0.191 0.173 0.185 0.197
(.6) (0.066) (0.055) (0.061) (0.060)

En la Tabla 2 se muestra la variabilidad genética de las cuatro poblaciones,
los valores del Polimorfismo y heterocigosidad promedio con sesgo (Hs) de las
cuatro poblaciones. Se estimd un promedio de 2 alelos por locus, y una proporcién
de loci polimorfos de 44 % para isla de Cedros, Bahia Tortugas e Isla Magdalena,
con la proporciéon mas baja (38 %) para Bahia Asuncion. La heterocigosidad
promedio con sesgo (Hs) registr6 un valor de 0.196 como maximo para lIsla
Magdalena, seguido por Isla de Cedros (0.189) y el porcentaje mas bajo de 0.172
registrado para Bahia Tortugas. Mientras que la heterocigosidad promedio sin
sesgo (Hss) y la heterocigosidad observada (Ho) tuvieron un rango de 0.173 —
0.197 y 0.061 - 0.075 respectivamente.
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En la tabla 3 la frecuencia alélica observada para las cuatro poblaciones por locus.

para Lap-1 el alelo 100 tuvo una frecuencia de 0.93 en B. Tortugas y en las otras
poblaciones se considera monomorfico (criterio del 95%). Para Aat el alelo 100
tuvo una frecuencia de 0.919 en Bahia Tortugas. Para Adh el alelo 106 no se
detect6 en Isla Magdalena. Este mismo comportamiento se observd para el locus
Mdh-1, donde el alelo 80 no se detectd en Isla de Cedros ni en Isla Magdalena;
considerando el criterio del 95 % para designar un locus polimorfico, este se
considera monomorfico para las cuatro poblaciones. En el caso del locus Odh, el
alelo mas comun tuvo una frecuencia mayor en Bahia Tortugas y el alelo 93 tuvo
una frecuencia mayor en Isla de Cedros. En el locus Ldh, el alelo mas comun tuvo
una frecuencia mayor en Isla de Cedros, pero el alelo 91 lo fue en Bahia Asuncién.
En el caso del locus Est-1, el alelo mas comun tuvo una frecuencia mayor en lsla
de Cedros, pero el alelo 102 tuvo un comportamiento de manera inversa. En el
caso del locus Est-2, el alelo mas comun tuvo una frecuencia mayor en lIsla de
Cedros y Bahia Tortugas, pero en Bahia Asuncion e Isla Magdalena el alelo 107
presento una frecuencia mayor. En Est-3 el alelo mas comudn tuvo una frecuencia
mayor en Isla Magdalena y el alelo 75 tuvo una frecuencia mayor en Bahia
Tortugas.

Al realizar la prueba de heterogeneidad en todos los loci polimorficos se
observé que las frecuencias alélicas entre las poblaciones tuvieron diferencias
significativas. De los 41 casos donde se probo el ajuste al modelo de Hardy-
Weinberg, se encontraron 26 casos que fueron significativos, después de aplicar el
ajuste secuencial de Bonferroni. En la tabla 3 se resume el coeficiente de
desequilibrio (D), indicando loci y poblaciones en donde se observé un exceso de
homocigotos: los loci Lap-1 y Adh en Bahia Tortugas, Pgi en Bahia Asuncion e Isla
Magdalena, y en todas las poblaciones hubo exceso de homocigotos para los loci
Aat, Odh, Ldh, Est-1, Est-2, Est-3. Se obtuvo una a' =0.003, después del ajuste
secuencial de Bonferroni, con lo que se considera que las cuatro poblaciones en
conjunto no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg y tienden a la homocigosidad
significativamente.

25



Tabla 3 Hallotis fulgens, frecuencia alélica y deficlencias de heterocigotos en la Costa Occidental de
la peninsula de Baja California; (n): tamafio de muestra; Hss: heterocigosidad sin sesgo; HW: equilibrio de
Nardy-Weinberg; D: (Ho-He)/He: Coeficiente para deficiencia o exceso de heterocigotos; 1: Isla de Cedros, 2:
Bahia Tortugas, 3: Bahfa Asuncion y 4: Isla Magdalena.

Locus Pobiacién Locus Poblacién
1 2 3 4 1 2 3 4
Lap-1 Lap-2

n 75 97 97 94 n 70 91 97 93
100 0.993 0.938 0.954 0.963 108 0.057 0.022 0.000 0.048
92 0.007 0.062 0.046 0.037 100 0.943 0.978 1.000 0.952
Hss 0.013 0.117 0.089 0.072 Hss 0.109 0.043 0.000 0.092
HW ns 0.003 ns Ns HW ns ns ns

D 0.000 -0.293 0.043 0.033 D 0.053 0.017 0.045
Aat Adh

n 67 86 91 90 n 77 100 100 100
75 0.119 0.081 0.110 0.167 106 0.006 0.015 0.005 0.000
100 0.881 0.919 0.890 0.833 100 0.994 0.985 0.995 1.000
Hss 0.210 0.150 0.197 0.278 Hss  0.013 0.030 0.010 0.000
HW  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 HW ns <0.001 ns

D -0.859 -1.000 -1.000 -1.000 D 0.000 -0.663  0.000
Odh Ldh

n 70 60 83 82 n 65 89 95 94
110 0.236 0.225 0.181 0.268 109 0.231 0.140 0.095 0.149
100 0.500 0.717 0.614 0.616 100 0.400 0.298 0.326 0.298

93 0.264 0.058 0.205 0.116 91 0.369 0.562 0.579 0.553

Hss  0.629 0.436 0.551 0.539 Hss  0.650 0.579 0.552 0.586
HW <0001 <0.001 <0.001 <0.001 HW  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

D -0.569 -0.847 -0.738 -0.638 D -0.671 -0.787 -0.771 -0.782
Pgi Mdh-1
n 76 97 96 97 n 77 100 100 99
114 0.000 0.005 0.005 0.000 100 1.000 0.995 0.995 1.000
100 0.974 0.954 0.969 0.938 80 0.005 0.005
76 0.026 0.041 0.026 0.062
:' Hss 0.051 0.089 0.061 0.117 Hss 0.000 0.010 0.010 0.000
HW  Ns ns ns Ns HW ns ns ns
D 0.020 0.038 -0.318 -0.116 D 0.000 0.000
Est-1 Est-2 »
n 59 88 93 90 n 63 82 89 91
102 0.034 0.080 0.124 0.178 107 0.357 0.341 0.449 0.500
100 0.898 0.864 0.812 0.739 103 0.206 0.073 0.174 0.192
g5 0.068 0.057 0.065 0.083 100 0.405 0.585 0.376 0.308
87 0.032 0.000 0.000 0.000
Hss 0.187 0.246 0.323 0.415 Hss 0.665 0.539 0.630 0.622
HW <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 HW <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
D -0.641 -0.399 -0.401 -0.388 D -0.577 -0.366 X0.375 -0.576
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Tabla 3 (cont.)

Locus Poblacién
1 2 3 4
Est-3
n 65 87 89 87

100 0.615 0.534 0.573 0.730
75 0.338 0.425 0.376 0.201
58 0.046 0.040 0.051 0.069
Hss 0.505 0.535 0.530 0.424
HW  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
D -0.697 -0.893 -0915 -0.919

Por otro lado, se encontré un equilibrio en Bahfa Asuncién e Isla Magdalena
para el locus Lap-1, asf como para Lap-2 en Isla de Cedros, Bahia Tortugas e Isla
Magdalena. El mismo comportamiento fue con Pgi para Isla de Cedros y Bahia
Tortugas, pero no hubo desviacién significativa del modelo de HW, en ninguno de
estos casos. Al considerar los 26 casos con deficiencia y 7 con exceso de
heterocigotos, esto es significativo para una proporcién de 1:1 con la prueba de
signo, corroborando asf de manera general el exceso de homocigotos.

En la Tabla 3 se muestra que la heterocigosidad en los loci Lap-1, Adh y
Est-3 fue mayot en Bahia Tortugas, asi como también en los loci Lap-2, Odh, Ldh
y Est-2, lo fue en Isla de Cedros, y en los loci Aat, Pgi y Est-1 la heterocigosidad
fue mayor en Isla Magdalena.

Con base en los resultados de similitud y distancia genética (Tabla 4),
donde los valores de similitud genética fluctuaron entre 0.991 y 0.997, se observo
la menor similitud genética entre las poblaciones de Bahia Tortugas e Isla
Magdalena, y una mayor similitud genética entre la localidad de Bahia Asuncién
con las otras tres poblaciones. Sin embargo, Isla de Cedros tiene casi la misma
similitud con Isla Magdalena que con Bahia Tortugas, mientras que la mayor
distancia genética se presenta entre Bahia Tortugas e Isla Magdalena, es
importante mencionar que estos resultados, no fueron significativos entre las
poblaciones. Al hacer una comparacién entre los loci y las poblaciones se:
encontro que los loci Odh, Est-2, y Ldh fueron mas parecidas, entre las
poblaciones de Isla de Cedros e Isla Magdalena que Isla de Cedros con Bahia
Tortugas (Tabla 5).




Adh, Mdh-1, Mdh-2 y Pgi, lo que conlleva a concluir que los alelos son
independientes, en el caso de los locus Odh, Aat, Est-1, Est-2, Est-3 y Ldh, la
prueba de significancia indico ser significativamente diferente de cero por lo tanto,
de manera general los resultados de Fis en las subpoblaciones son diferentes de
cero. Esto quiere décir que en las subpoblaciones existe deficiencia de
heterocigotos para estos loci.

Con relacion al nimero de migrantes entre poblaciones o flujo genético por
generacion, se encontré que existe mayor flujo genético entre las poblaciones de
Bahia Asuncion e Isla Magdalena (31) y el menor flujo genético se detecto entre
Bahia Tortugas e Isla Magdalena (7.206) (Tabla 7).

Tabla 7. - Haliotis fulgens, flujo genético entre
poblaciones de abulén azul en la Costa
Occidental de la peninsula de Baja California;
Nm= flujo genético

Poblaciones Flujo genico (Nm)

|. Cedros-B. Tortugas 9.115 .
|. Cedros-B. Asuncién 23.890

|. Cedros-l. Magdalena 11.255

B. Tortugas-B. Asuncion 24.486

B. Tortugas-l. Magdalena 7.206

B. Asuncion-l. Magdalena 31.051

P2
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DISCUSION

En relacion a la estructura de la poblacion que fue muestreada, se observa
en el intervalo de tallas que los organismos son mas grandes en la zona norte que
en el sur. Este comportamiento se debe a que en cada zona de pesca del recurso
existe una talla minima legal de captura que forma parte de la regulacion de esta
pesqueria (Ledn y Mucifio, 1996; Reinecke,1997; D.O.F. 1993). El muestreo se
realizo de la poblacién pescable, con excepcion de Isla de Cedros que fue
producto de una evaluacién, cabe mencionar que una evaluacion de la poblacién
silvestre de abulon es con el fin de conocer el estado que guarda la estructura de
la poblacion total para poder asignar cuotas de captura de tallas comerciales,
razon por la cual se observan organismos debajo de la talla minima legal para esa
zona, pero se encuentran dentro del intervalo de 120 mm como en la parte sur.

Al realizar el andlisis genético de abulon azul Haliotis fulgens, se encontré
que en las cuatro poblaciones existe deficiencia de heterocigotos, confirmando el
exceso de homocigotos en las cuatro poblaciones mediante la prueba de signo,
donde el indice de fijacion que predominé fue el déficit de heterocigotos en la
mayoria de los loci. Una posible causa de la deficiencia en heterocigotos puede
ser la tendencia de apareamientos consanguineos, probablemente debido a un
reducido tamafio efectivo de las poblaciones, consecuencia posible de la
sobrepesca. Esta actividad viene afectando a la poblacion adulta que se recluta a
la pesqueria, asi como también al mecanismo de reproduccion; este fenémeno se
viene dando desde la década de los 50's (Doi et al., 1977; Shepherd et al., 1998;
Rocha y Arreguin-Sanchez, 1987; McShane, 1995; Prince y Guzman del Prod,
1991; Ramirez Granados, 1992). Se sabe que los abulones forman agregaciones
Y segln Shepherd (1986) ello incrementa la posibilidad de que exista fecundacién.
Por lo tanto, se puede inferir que si estas agregaciones no contienen numeros
adecuados puede haber apareamientos consanguineos y un incremento en la
homocigosidad. Asi mismo existe un fenémeno descrito por Hedgecock (1994) y

Larson, (1999) denominado "Caos Genético en Parches" para poblaciones
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marinas, segun el cual la composicion genética de una poblacion local varia con el

tiempo posterior al reclutamiento, y que quiza esto es provocado por la deriva
larval de distintas poblaciones con ‘carga genética diferente. Una elevada
fecundidad y mortalidad larval en la mayoria de las especies de invertebrados
origina una varianza elevada en la progenie que se va a reclutar a la reproduccion
Hedgecock (1994) y es probable que sea una razon mas por la cual estas
poblaciones tengan una tendencia a la homocigosidad. El arte de pesca que se
aplica para la extraccidn del abulon es basicamente selectivo hacia organismos
grandes. Se ha observado que, de una temporada de pesca a la siguiente, existe
una reduccion en las tallas de los organismos dentro de la estructura de la
poblacién (Gutiérrez, 1996; Reinecke, 1997). Este fendmeno se ha observado en
otras especies. Por ejemplo, el efecto de da pesqueria sobre la talla del saimén del
pacifico es uno de los casos mejores documentados de los cambios en un recurso
pesquero causado por la selectividad en su captura (Allendorf et al. 1987).

Por otro lado, la selectividad de tallas en la captura comercial no es el Unico
factor que influye para disminuir la heterocigocidad en una poblacion, también la
introduccién de organismos cultivados tiene una participacion importante para que
una poblacion tienda a la homocigosidad debido al manejo inadecuado que se
lleva a cabo durante los desoves en laboratorios, en donde el numero de
reproductores utilizados es generalmente reducido. Es conocido que la produccion
de larvas en laboratorio se a utilizado para el repoblamiento de bancos abuloneros
agotados, actividad que se viene realizando en los laboratorios de Bahia Tortugas
desde 1983 hasta 1989 (Salas-Garza y Searcy Bernal, 1992) y continuo hasta
1994; el de La Bocana inicié su produccion piloto de abulén azut en 1986 y el de
Punta Eugenia en 1987 con el mismo fin (Mazon et al. 1996). A pesar de no
contarse con registros de éxito o fracaso de este repoblamiento en poblaciones
silvestres, es posible proponer que ese repoblamiento tuvo un impacto negativo
sobre la heterocigosidad promedio de la poblacidon de H. fulgens. Otros estudios
han demostrado claramente una perdida significativa de la diversidad genética
como resuitado en la produccion artificial de especies de peces cultivados e.g.

Salmo salar, (Cross y King, 1983); de crustaceos Penaeus japonicus, (Sbordoni et
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al. 1986); de moluscos Crassostrea gigas, (Hedgecock y Sly, 1990), Haliotis iris
(Smith y Conroy, 1992), Mercenaria mercenaria (Dillon y Manzi, 1987) y Pinctada
margaritifera (Durand et al. 1993), Haliotis fulgens (Diaz-Viloria, 2000). Esta

perdida de |a variabilidad genética se ha debido en la mayor parte de los casos al

uso de reproductores en pequefio tamarfio poblacional efectivo. Al trabajar con
organismos silvestres y cultivados de H. tuberculata, Mgaya et al. (1995)
concluyen que hay una pequefia evidencia de endogamia en una de las dos
poblaciones sometidas a cultivo al obtener una Fis significativamente positiva.
Igualmente Diaz-Viloria, (2000) encontrd pérdida de alelos en las poblaciones de
abulon azul H. fulgens que fueron cultivados en Baja California Sur. Gaffney et al.
(1990) presentaron seis hipotesis que pudieran explicar el exceso de
homocigosidad en una poblaciéon donde incluyen que ésto se puede deber a: a)
presencia de alelos nulos, y b) el efecto Wahlund, entre otros, que para el
presente estudio pudiera coincidir con estas dos hipotesis, por causa de las
actividades de cultivo anteriormente mencionadas. Al respecto Brown (1991)
encontro en un estudio sobre variabilidad genética de H. rubra un exceso de
homocigosidad y atribuye a que este déficit de heterocigosidad pudiera deberse a
endogamia del recurso o al efecto Wahlund, asi como la evidencia de alelos nulos.
En el presente estudio la homocigosidad se pudiera atribuir entonces al efecto
Wahlund y a la selectividad por pesca, debido a que de esta manera, s¢ van
quedando en la poblacion silvestre organismos de lento crecimiento, esto conlleva
a reflexionar sobre el impacto que tiene el ambiente en estos organismos durante
Su proceso de reproduccion.

En la Tabla 2, se muestra la heterocigosidad promedio observada ( 0.061 <
Ho <0.075), la cual se encuentra dentro del intervalo reportado por Rodriguez
(1996) en Haliotis fulgens el encontré una heterocigosidad promedio observada de
0.054 < Ho <0.195 manifestando que en las poblaciones estudiadas de esta
especie en la region central de Baja California, tienden hacia la homocigosidad.
Sin embargo, al comparar sus resultados obtenidos en la poblacion de Bahia
Tortugas (Ho= 0.136), se observa que la heterocigosidad fue menor en el presente

estudio, donde se obtuvo una Ho= 0.061. Brown (1993) reportd para esta especie

33




una Ho = 0.067 en una muestra de 10 individuos de Santa Barbara California,

EUA. Para el presente trabajo la muestra fue mayor la cantidad de organismos
utilizados para-cada una de las cuatro poblaciones.

Al comparar los resultados con los de otros abulones del mundo se observa
que la heterocigosidad de H. fulgens en Baja California es menor que para otras
especies. Por ejemplo, Brown y Murray (1992) reportan una Ho = 0.195 en Haliotis
laevigata y una Ho = 0.140 en Haliotis rubra. Mgaya et al. (1995) encontraron en
Haliotis tuberculata una Ho = 0.284 para tres loci polimdrficos, y Brown (1993) una
Ho = 0.125 en Haliotis virginea. Esta misma heterocigocidad se encuentra dentro
de los intervalos registrados para otros invertebrados marinos registrados por
Fujino et al. (1983). La heterocigocidad que se encontr6 en las cuatro poblaciones
indica que Isla Magdalena e Isla de Cedros presentaron una mayor variabilidad
genetica. El obtener el flujo genético mas alto entre Bahia Asuncion e lsla
Magdalena explica el hecho de que ambas poblaciones son genéticamente mas
semejantes entre si. Se podria especular que esto puede ser un efecto del
repoblamiento que se ha llevado a cabo en tiempos pasados (Mazdn-Suastegui et
al. 1996).

La poblacién que presenta la variabilidad genética mas baja es Bahla
Tortugas, lugar donde la mayor actividad de repoblamiento ha ocurrido. Estos
resultados indican que debe ponerse mayor atencion en la actividad de
repoblamiento. Esto es, llevar a cabo estudios que valoren con mayor certeza los
efectos provocados por el repoblamiento y monitorear las tareas que se lleven a
cabo en los laboratorios, sobre todo conocer el origen y tamafio efectivo de los
reproductores que se utilizan.

En relacién al polimorfismo, destacan algunos estudios sobre abulones del
mundo. Brown y Murray (1992) reportaron un polimorfismo de 0.631 en Haliotis
rubra con 2.58 alelos por locus y 0.733 en Haliotis laevigata con 2.67 alelos por
locus. Mgaya et al. (1995) registran 2.3 a 3 alelos por locus en 3 loci polimorficos
de H. tuberculata. Solamente Brown (1993), quien hace una relacion entre
especies de abuldn, reportd para Haliotis fulgens un porcentaje de 8.3 de loci

polimoificos en una muestra de 10 organismos. Para las poblaciones de la
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peninsula de Baja California se obtuvo un promedio de 2 alelos por locus, y un

porcentaje de loci polimorficos de 43.8 % en Isla de Cedros, Bahia Tortugas e Isla
Magdalena y de 37.5 % en Bahia Asuncion. Asumiendo como posibles causas de
este bajo polimorfismo: la deriva génica asociada al efecto de cuello de botella en
la poblacién, la seleccion y la endogamia.

Los estadisticos F sugieren que la consanguinidad promueve el aumento de
genotipos homocigotos en una poblacion. Los valores promedio de Fir (0.637) y
Fis (0.629) que se detectaron son muy altos comparado con otros halittidos ya
publicados. Por ejemplo, Rodriguez (1996) encuentra en Haliotis fulgens valores
de Fir = 0.239 y Fis 0.282; Brown y Murray (1992) encuentran en Haliotis rubra
valores de Fir = 0.056 y Fis = 0.071, y en Haliotis laevigata valores de Fir = 0.062 y
Fis = 0.076. Conforme a las aseveraciones de los estadisticos F afirman que Fig
maneja la parte de déficit de heterocigotos de los individuos de una subpoblacién.
En el presente trabajo se infiere que la causa de la deficiencia de heterocigotos se
encuentra dentro de cada poblacion o dentro de cada grupo, mas que entre
poblaciones, debido al valor observado de Fis el cual fue significativamente
diferente de cero.

El valor observado de Fst de 0.022 en Haliotis fulgens, este resultado es
comparable con lo que reportaron Brown y Murray (1992) donde encontraron un
Fsr promedio de 0.016 en Haliotis rubra concluyendo que esta poblacion tenia
una diversificacion muy débil; también para Haliotis laevigata calcularon un Fst de
0.014. Brown (1991) reporté valores de Fsr de 0.022, dicho resultado coincide con
el valor registrado para este trabajo, por lo tanto se concluye que la diferenciacion
genética entre poblaciones de la especie de abulon azul en Baja California es muy
debil.

El presente estudio es un primer intento de comparar la variabilidad
genética y polimorfismo en poblaciones silvestres de algunos bancos importantes
donde se extrae abulon azul H. fulgens, en la Costa Occidental de la peninsula de
Baja California. Estas poblaciones sometidas a explotacion comercial
Necesariamente requieren ser analizadas mediante la metodologia sobre genética

bioquimica, para conocer previamente el estado que guarda el acervo genético de
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las poblaciones. Quiero hacer hincapié que este estudio sirve de base para la

composicién genética que se encuentran las poblaciones de abuldon azul
estudiadas en al peninsula de Baja California. Como se pudo observar, se
encuentran en estado de alerta debido a que estas requieren de mayor atencién
Porque presentan una tendencia critica hacia la homocigosidad y quiza esta sea
Una de las causas por la cual la poblacion no encuentra su recuperacion
inmediata. Por tal motivo, es necesario establecer de manera sistematica, lineas
de investigacion sobre genética basica que sirvan de apoyo al conocimiento
integral de esta especie potencialmente importante en el desarrollo pesquero
regional. Es aqui donde se hace notar la importancia del conocimiento de las
Caracteristicas genéticas de las poblaciones, que nos permitan elaborar
estrategias de recuperacion del recurso aumentando la variabilidad genética de las
Mmismas. Este tipo de estudios determina si existe un empobrecimiento genético de
las poblaciones, lo cual es una consecuencia de un mal manejo pesquero o una
Sobrepesca del recurso.
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APENDICE 1
Sistema "R", segin May,B. (1992).

gel:
Para 20 litros
72.66 g 0.03 M Tris
18.21 g 0.005 M citrato
200.00 ml buffer R de electrodo
pH 8.5

Electrodo:
50.35 g 0.06 M hidréxido de litio
370.98 g 0.3 M &cido bérico
pH 8.1
Sistema T-C pH 7, segin Benzie et al, (1993).

Gel: .
9.6 ml Tris, 3 ml &cido Citrico, pH 7.0

Electrodo:

135 ml Tris, 43 ml 4cido citrico, pH 7.0
Solucién Total.
Se disuelve en agua destilada y aforar a 2 litros
163.5 g tris
90.4 g 4cido citrico, Agregar agua.
Buffer:

Buffer del Gel: 3.9 mi de solucién Total, diluir a 270 ml con agua destilada.

Electrodo: 1 parte de Ia solucién Total + 4 partes de agua destilada,




APENDICE 2

AAT. Aspartato aminotranferasa. Monomérica. (Modificada de Schaal y
Anderson, 1974, Pasteur et al., 1988) 2.6.1.1

Solucidn sustrato pH 7 (ajustar con Solucion Tris 1M).

1 tincién Solucion total (10 tinciones)
Acido a-ketoglutarico (R) 0.075¢g 0.75g
Acido L-aspartico (A) 0.15g 16¢g
Polivinil pirrolidona PVP (A) 0.30g 30g
EDTA (A) 0.03g 03g
Naz HPO4(A) 0.85¢g 85¢g
Agua 30 ml 300 ml

NOTA: Agregar los 30 ml de la solucién sustrato e incubar a temperatura ambiente

en la obscuridad durante 20 minutos. Posteriormente agregar disuelto en 2 mi (o
mas) de agua:

Fast blue (C) 0.06 g

ADH. Alcohol deshidrogenasa. Monomérica. (Murphy et al., 1996) 1.1.1.1

Buffer Gel “‘R” 30 m!

Etanol 95% ‘ 3.75ml

NAD 2% 0.3 ml (6 gotas)
NBT 1% 0.3 mi (6 gotas)
PMS 0.3%

0.1 ml (2 gotas)
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DDH. Dihidroy, amida

de
Diclorofengy indofe

Shidrogenasa, (Wibur 7995)

no/ 2mg/ml o
NADH 1% 0.25mi (5 gotas)
MTT 1% 0.25 mi (5 gotas)
Buffer Gel ‘R~ o
Agar 2 % o
EST. Esterasa, (May, 7992} 3.1.1.1
B Naftil acetato N
o Naftil acetato "otoer
(disolver ampos Naftiles g, Tmi ge aCetong),
Fast Blue 0.015 ar
Buffer Gej ‘R Somi
DH, Formaldehldo desh:drogenasa. Monomérica (Witbur, 7998)
Glutatién (R)
Formol 37% o :
om 15 ml (3 gotas)
MTT 19 -y o
ow 026mi (g gotas)
Butfer gel “R» on” ’ o
gar o % om




_aaeeE 5

LAP. Leucin aminopeptidasa. Monomérica. (Wilbur, 1995) 3.4.1.1.1

Fast Garnet 0.004 g
L-leucine 4 methoxy 8 naphtylamida (C) 0.01g
(disolver en gotas de n, n dimetil formamida)

Tris-maleato 0.1 M pH 5 8 ml
Agar 2 % ' 8 mi

NOTA: Para la Solucién de tris maleato se agrega Trizma a una concentracion
de 0.1M, y posteriormente se ajusta el PH con una Solucion de &cido maléico 1 M.

1 tincion 10 tinciones

Trizma (A) 1.21g , 121 g

Ajustar pH a 5 con aproximadamente los siguientes voltimenes de ac. Maléico 1M.

Sol. Acido maléico 1 M

Ac. Maléico (A) 116g 11.6g
Agua 10 ml 100 mi
Aforar la Solucién final con

Agua 10 m! 100 ml

LDH. Lactato deshidrogenasa. (May, 1992) 1.1.1.2.7

Sol. lactato 0.5M pH 7 | 1.6 mi
NAD 2% 0.16 ml (3 gotas)
MTT 1% 0.16 ml (3 gotas)
PMS 0.3% 0.16 ml (3 gotas)
Buffer gel “R” 8.0 ml
Agar29 8.0 ml

NOTA: Preparacion de la sol. lactato 0.5M pH7

DL Lactic acid 0.33 ml
Ajustar pH a 7, con NaOH
Aforar con agua a 10 mi
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MDH. Malato deshidrogenasa. (Wilbur, 1995). 1.1.1.3.7

Sol. Sustrato 8 ml

NAD 2% ' 0.25 ml (5 gotas)
MTT'1% ’ 0.5 ml (10 gotas)
PMS 0.3% 0.33 mi (7 gotas)
Agar2 % 8.0 mi

NOTA: Preparacion de la Solucién sustrato

Acido mélico (A) 0.0106g 0.53g
Tris-HCI 0.1M PH 8 8 ml 400 ml
Ajustar pH a 8 con NaOH. '

ODH. Octanol deshidrogenasa. Monomeérica. (Murphy et al., 1996) 1.1.1.7.3

Solucién sustrato QOctanol

1-octanol 3ml
Etanol 95% 1Tmil

Mezclar, tapar e incubar a 37 °C poco antes de teiiir.

Buffer Gel “R” * | : 30 ml
Solucién sustrato octanol 4 mi
NAD 2%

0.3 ml (6 gotas)
0.3 ml (6 gotas)
0.1 ml (2 gotas)

NBT 1%
PMS 0.3%

48




MDH. Malato deshidrogenasa. (Wilbur, 1995). 1.1.1.3.7

Sol. Sustrato
NAD 2%
Mﬂ" 1%
PMS 0.3%
Agar 2 %

NOTA: Ereparacién de la Solucién sustrato
Acido malico (A) 0.0106g
Tris-HCI 0.1M PH 8 8 ml
Ajustar pH a 8 con NaOH.

8 ml

0.25 ml (5 gotas)
0.5 ml (10 gotas)
0.33 ml (7 gotas)
8.0 ml

0.53g
400 mi

ODH. Octanol deshidrogenasa. Monomérica. (Murphy et al., 1996) 1.1.1.7.3

Solucién sustrato Octanol

1-octanol
Etanol 95%

Mezclar, tapar e incubar a 37 °C poco antes de teiiir.

Buffer Gel "R"

Solucidn sustrato octanol
NAD 2%

NBT 1%

PMS 0.3%

3ml
1ml

30 ml
4 mi
0.3 ml (6 gotas)
0.3 ml (6 gotas)
0.1 ml (2 gotas)
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PGI. Fosfoglucosa isomerasa. Dimérica. (Wilbur, 1995) 5.3.1.9

Fructosa 6 fosfato (C) 0.01g

MgCl 10% 0.2 ml (4 gotas)
NADP 1% 0.5 mi (10 gotas)
MTT 1% 0.5 ml (10 gotas)
G6PDH 100 u/m 0.1 ml (2 gotas)
PMS 0.3% ; 0.3 ml (6 gotas)
Buffer gel *R" | ' 8.0 mi
Agar 2 % 8.0ml

.
i
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