CICIMAR
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

MAESTRIA EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

EXTRACCION DE ADN EN LARVAS DE Engraulis mordax PRESERVADAS EN
FORMALINA Y ESTIMACION DE DIVERSIDAD GENETICA EN EL GOLFO DE
CALIFORNIA.

TESIS QUE COMO REQUISITO PARA OBTENER

EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS

BIOL. MAR. NOE DIiAZ VILORIA

La Paz, Baja California Sur, México Octubre del 2003



k- ™

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
COORDINACION GENERAL DE POSGRADO E INVESTIGACION

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de La Paz, B.C.S., eldia 29 del mes del afio

2003 , el (la) que suscribe NOE DIAZ VILORIA alumno(a) del
Programa de MAESTRIA EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS
con numero de registro A010125 adscrito al CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS
manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de tesis, bajo la direccién de:

DR. RICARDO PEREZ ENRIQUEZ y cede los derechos del trabajo titulado:
“EXTRACCION DE ADN EN LARVAS DE Engraulis mordax PRESERVADAS EN FORMALINA Y
ESTIMACION DE DIVERSIDAD GENETICA EN EL GOLFO DE CALIFORNIA”

al Instituto Politécnico Nacional, para su difusion con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del trabajo
sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido escribiendo a la
siguiente direccidon:  ndviloria@hotmail.com

Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del
mismo.

OE DIAZ VILORIA
nombre y firma




CGPI-14

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
COORDINACION GENERAL DE POSGRADO E INVESTIGACION
ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de siendo las horas del dia del mes de
Octubre  del 2003 se reunieron los miembros de la Comision Revisora de Tesis designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacién de CICIMAR

para examinar la tesis de grado titulada:
“EXTRACCION DE ADN EN LARVAS DE Engraulis mordax PRESERVADAS

EN FORMALINA Y ESTIMACION DE DIVERSIDAD GENETICA EN EL GOLFO DE CALIFORNIA”

Presentada por el alumno:
DIAZ VILORIA ' NOE

Apellido paterno materno nombre(s)

Conregistro: | A | 0| 1 0 1 2 5

Aspirante al grado de:
MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS
Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron SU APROBACION

DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones
reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Director de tesis

— PRIMER%

o mIZATD0 PEREZ ENRIQUEZ

i

%
(/\/PiSI
U

) h Lﬂézwﬁ\
DRA. SILME DUTIAS : DOR. I'{LJ/M’:'N facjnral‘___ggﬁymz
SEGUNDO V@CAL TERC
) N,
ORA. LAURASANGHEZ VELASCO MC ANDEZ

CO-DIRECTOR DE TESIS

EL PRESIDENTE DE LEGIO

DR. FRANCISCO ARREGUI ?-HNEHEZ



iNDICE GENERAL

LISTA DE TABLAS . ...ttt eeeeeeeeeees 3
LISTA DE FIGURAS . ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeas 4
RESUMEN. ... e ettt e ettt a e e 6
AB S T R A C T ..o e e 7
1. INTRODUCCION. ...ttt e e eeeeaenn e 8

2. ANTECEDENTES. ... oottt e et et e et e e e e e e e e eeeeeeeeeeeees 11

B JUSTIFICACION. ...t 14

4. OBUET IV O S .. e e 16
5. AREADE ESTUDIO......ouiiiiii e 17
6. METODOLOGIA. ... ..o, 19
6.1 Obtencion de MUESIras...... ..o e e 19

6.2 EXIracCion de ADN........ccooo oo 20

6.3 Evaluacién de concentracion y calidad de ADN extraido........................ 26

6.4 AMplificacion (PCR).......ccoo i e 27

5.5 SECUBNCIAS. ... e et e e e e e e e eann e e e as 30

6.6 Analisis con enzimas de restriccion (RFLP)...........ccccooiiiiiiiiiiiiiii e 31

6.7 Estimadores de diversidad genética............ccccoceeeiiiiiiiiiiiiie 32

A R =S 101 N B L@ 1 T 35
7.1 Extraccion de ADN de larvas de Engraulis mordax.............................. 35

7.2 Amplificacion de ADN extraidode larvas.............ccoviiiiiiiiiiiiicieenen, 37

7.3 SBCUEBNCIA. ...ttt e e 39

7.4 Extraccion de ADN de adultos de Engraulis mordax............................ 40

7.5 Amplificacion de ADN extraido de adultos..............coooviiiiiiiiiiiene. 40

AL RS U= g o = T 42

7.7 Andlisis de RFLP de la region control Il en adultos...................c.ooaenl . 43

7.8 Estimadores de diversidad genética..............cccooiiiiiiiiiiiin 46

8. DISCUSION. ...ttt ettt e 47
8.1 Extraccion de ADN de larvas de E. mordaXx...........ccc.ccveiiiiiiiinnnnnnnnn. 48

8.2 Amplificacion de ADN extraidode larvas...............ccooviiiiiiiiiiiiennn. 51

8.3 Extraccion de ADN de adultos de E. mordax............c.ccccooeeviiiiiiinnnn. 54



8.4 Amplificacion de ADN de adultos de E. mordax..............ccoceiviennn... 54

8.5 SECUEBNCIAS. ... ettt 55

8.6 Diversidad geneétiCa....... ..o 55

9. CONCLUSIONES. .. .. e 61
10. RECOMENDACIONES. ... e 63
LITERATURA CITADA . ... o ettt e e e e e e e e e aeeeeaaeeas 64
APENDICE L. e e 70
APENDICE Il....ouiiiie e 71
GLOSARIO . L. e e 75



LISTA DE TABLAS

Tabla 1.
Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Mezcla de reaccién para la amplificacion...................ccooveiennen.
Secuencias de los iniciadores empleados, temperatura a la cual
se alinean y articulo de procedencia...............coeiiiiiiiiiiiine e,
Mezcla de reaccion empleada para las enzimas: Alu I, EcoR |, Fok
LLTaqly Sau 961.........ononeii s
Mezcla de reaccién empleada para las enzimas: Xba Iy Xmn |I...
Técnicas de extraccion de ADN probadas en larvas de E. mordax
preservadas en formalina...............coooiiii e
Resultados de la amplificacion de ADN extraido de larvas de E.
mordax preservadas en formalina y un control (adulto preservado
BN ELANOI). ... s
Secuencia de nucledtidos de la fraccion desconocida amplificada

con los iniciadores propuestos para la fraccion 16s

Secuencias de las fracciones de ADN mitocondrial: 16s ARNr y
region control Il, amplificadas en adultos de E. mordax...............

Haplotipos obtenidos a partir de la digestién de la region control Il
(551 pb) de Engraulis mordax con siete enzimas. Las letras Ay B
representan un haplotipo o patrén de corte para cada enzima. Las
cantidades representan el tamafio (en pares de bases) de los
fragmentos generados por 10s cortes..........ooviiiiiiiiiiieeiieeeii,

Frecuencia de haplotipos compuestos de la regién control Il
obtenidos con siete enzimas de restriccion (letras mayusculas), en
el siguiente orden: Alu I, EcoR I, Fok I, Sau 961, Taq I, Xba |y

29

31

32

35

38

40

42

45



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Mapa del area de estudio en donde se pueden apreciar las
estaciones de muestreo de larvas de E. mordax
(2,7,8,9,11,13,15,17,18 y 21), asi como la estacion de muestreo
de adUltoS (1)....eeeeii s
Diagrama de flujo de las diez técnicas probadas. En este
diagrama se pueden apreciar las similitudes y diferencias entre
los métodos de extracCion.............oieiiiiiii i
Extraccion de ADN de larvas de E. mordax, a través de
diferentes técnicas propuestas para tejidos fijados en formalina.
En el gel cada técnica comprende dos pozos que corresponden
a la extraccion de una larva (izquierdo) y cuatro larvas en
conjunto (derecho)...........ouiiiiiii s
Extraccion de ADN de larvas de E. mordax, a través de
diferentes técnicas propuestas para tejidos fijados en formalina.
En el gel cada técnica comprende dos pozos que corresponden
a la extraccion de una larva (izquierdo) y cuatro larvas en
conjunto (derecho)...........oiiiiiii s
Extraccién de ADN de larvas de E. mordax, mediante la técnica
de hidratacion (Camarena-Rosales), realizada a temperatura
ambiente. ...
Amplificacion de ADN de larvas de E. mordax extraido con
diferentes técnicas. Los iniciadores probados amplifican las
fracciones 12s ARNr (A) y region control Il (B) en muestras

controles 6 ADN extraido de adultos (ultimo pozo a la

20

21y 22

36

36

37



Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Amplificacion de ADN extraido de larvas de E. mordax con la
técnica de hidratacion (Camarena-Rosales) realizada a
temperatura ambiente (A) y a 4 °C (B). Estos resultados se
obtuvieron con los iniciadores de la fraccion 16s ARNr. Los dos
ultimos pozos (de izquierda a derecha), corresponden a un
controi 'y a un marcador de tamafo conocido,
respectivamente......... ...
Extraccion de ADN de adultos de E. mordax mediante la técnica
de Taggart et al. (1992).......ciiriiiiii i
Amplificaciones de las fracciones: NADH1, 16s ARNr y region
control Il en adultos de E. mordax. El ultimo pozo, de izquierda a
derecha, corresponde a un marcador de tamafo
(o7 T [ [0
Patrones de corte de la regidn control Il con las enzimas de
restriccion. Los primeros pozos de izquierda a derecha,
corresponden a los productos de PCR digeridos con la enzima,
el penultimo pozo corresponde a un producto no digerido y el
ultimo pozo corresponde a un marcador de tamafo

[o70] [0 1o (o [0 TN

39

41

41



RESUMEN

La anchoveta nortefia Engraulis mordax, es un pez pelagico de importancia ecoldgica y
econdmica en el Pacifico Nororiental. En esta especie surge la necesidad de realizar
estudios que contribuyan al conocimiento de su estructura genético-poblacional, debido a
que aun existe desconocimiento sobre si la subpoblacion de E. mordax que habita dentro
del Golfo de California es residente y/o es una extension de la subpoblacién surefia de la
Costa Occidental de la Peninsula de Baja California. Los avances en el campo de la
biologia molecular e investigacion médica en los ultimos 20 afos, han abierto la
posibilidad de utilizar especimenes preservados en formalina en estudios de genética
poblacional. En base a lo anterior los objetivos de este trabajo fueron: determinar qué
técnica de extracciéon de ADN permite la obtencion de ADN de calidad de larvas de E.
mordax preservadas en formalina (4%) y estimar la diversidad genética mediante analisis
de RFLP en una muestra de adultos preservados en etanol (70%). Tanto las larvas como
los adultos de E. mordax provinieron de la regién central del Golfo de California. Con las
larvas se probaron diez técnicas de extraccion de ADN diferentes, obteniéndose
resultados solo con cuatro de ellas. Estas extracciones se intentaron amplificar con
iniciadores propuestos para distintas fracciones de ADN mitocondrial (NADH1, 16s ARNTr,
12s ARNr y regién control) de distintos tamarfios (entre 176 y 1,930 pb), no obteniéndose
resultados satisfactorios. Este ADN no se pudo amplificar debido a que se encuentra muy
degradado por efecto de la preservacion en formalina por varios anos. Las extracciones
de ADN de adultos, mediante la técnica de extraccion fenol-cloroformo, sirvieron para la
amplificacion de tres fracciones del ADN mitocondrial (NADH1, 16 s ARNr y region
control), para secuenciacion de las fracciones 16 s ARNr y regién control, y para un
analisis de diversidad de haplotipos mediante RFLP de la regidon control. Para esta ultima,
el ADN de 41 adultos fue amplificado y digerido exitosamente con siete enzimas de
restriccion (Alu I, EcoR I, Fok I, Sau 96l Taq I, Xba | y Xmn I). Los resultados de este
ultimo analisis revelaron una muy baja diversidad genética (h= 0.1866), que muy

probablemente es producto de un reducido tamano poblacional efectivo (Ns).



ABSTRACT

The Northern anchovy Engraulis mordax, is an ecologically and economically important
pelagic fish in the Northwest Pacific. Whether E. mordax in the Gulf of California is a
resident subpopulation or belongs to the population distributed along the Pacific coast of
Baja California, demands studies that contribute to the knowledge about the population
genetic structure. The advances in molecular biology and medical research in the last
twenty years, open the possibility of using formalin preserved fish samples for population
genetics studies. The objectives of this study were to determine a suitable DNA
extraction technique of formalin (4%) preserved E. mordax larvae, and estimate the
genetic diversity of an adult ethanol preserved sample, by means of RFLP analysis. Both
larvae and adult samples were obtained from the central region of the Gulf of California.
Ten different techniques of DNA extraction in larvae were tested, obtaining results in four.
However, the amplification of these extractions for different mtDNA fractions (NADH1,
16s rRNA, 12s rRNA and control region) of different sizes (between 176 and 1,930 bp)
were unsuccessful, indicating that the DNA was very degraded by the effect of the
formalin preservation method. DNA from adults was positively amplified and sequenced
for three mtDNA fractions (NADH1, 16s rRNA and control region). The RFLP analysis of
a sample of 41 individuals on the control region was done digesting with seven restriction
enzymes (Alu I, EcoR I, Fok |, Sau 96/ Taq I, Xba | y Xmn |). Results with the RFLP
analysis revealed a very low genetic diversity (h= 0.1866), probably due to low population

effective size (Ny).



1. INTRODUCCION

La anchoveta nortefia Engraulis mordax (Girard, 1854) es un pez pelagico de afinidad
templada con una amplia distribucion en el Pacifico Nororiental. Hasta antes de 1985 su
distribucion estaba reportada desde la parte Norte de las Islas de Vancouver, Canada
hasta Cabo San Lucas, México (Whitehead et al., 1988). Posterior a este afo, a travées
de los registros de captura comercial (Hammann y Cisneros 1989) y de huevos y larvas
(Green-Ruiz y Hinojosa-Corona, 1997; Green-Ruiz y Aguirre-Medina, 1989 en Cotero-
Altamirano, 2000), se reporté su presencia masiva en el Golfo de California,
extendiéndose su rango de distribucion. Hammann y Cisneros (1989) asociaron este
hecho a la detecciéon de un evento frio con fuertes anomalias durante 1985 precedido
por el evento de EI Nifio (ENSO) 1982-1983. Sin embargo Holmgren—Urba vy
Baumgartner (1993), basandose en un estudio de escamas de E. mordax en depdsitos
laminados, infirieron su residencia desde el afio 1730 en el Golfo de California
detectando cambios en su abundancia asociados a variaciones climaticas. Estos autores
también encontraron una asociacion inversa entre las abundancias de sardinas y

anchovetas a lo largo del tiempo en dicho Golfo.

En esta especie surge la necesidad de realizar estudios que contribuyan al conocimiento
de su estructura genético-poblacional, debido a que aun existe desconocimiento sobre si
la subpoblacion de E. mordax que habita dentro del Golfo de California es residente y/o
es una extension de la subpoblacion surefia de la Costa Occidental de la Peninsula de
Baja California. Una forma de establecer la estructura de la poblacion es mediante la
aplicacién de marcadores genéticos. El uso mas comun de los marcadores genéticos en
la biologia pesquera es determinar si las muestras de una subpoblacion son
diferenciadas genéticamente de cualquier otra. La deteccion de diferencia puede implicar
que la fuente de grupos comprende stocks diferentes (Carvalho y Hauser, 1994 en
Ferguson y Danzmann, 1998) y deben ser tratadas como unidades de manejo
separadas (Moritz, 1994 en Ferguson y Danzmann, 1998). El manejo de las
subpoblaciones en un nivel especifico es basado sobre la idea de que los stocks tienen

patrones individuales de reclutamiento y mortalidad, por lo que reaccionan de manera



independiente a la captura y explotacion (Carvalho y Hauser, 1994 en Ferguson y
Danzmann, 1998). El objetivo comun del analisis genético-molecular es el de encontrar
diferencias diagndsticas entre presumibles stocks (Ferguson y Danzmann, 1998). Los
analisis genéticos ademas proveen estimaciones de la diversidad genética (Chatigny,
2000). Un paso inicial en la mayoria de los analisis genéticos es la extraccion de ADN de
un tejido. Una vez extraido, el ADN a menudo es amplificado usando la Reaccion en
Cadena Polimerasa (PCR) y analizado por una variedad de técnicas moleculares
(RAPD, RFLP, Microsatélites, etc.). Las técnicas basadas en el PCR requieren muy
pequenas cantidades de ADN, ademas no siempre se requiere extraer ADN de tejido
fresco (Chatigny, 2000). Aunado a esto, los avances en los ultimos 20 afios en la
biologia molecular e investigacion médica han hecho posible la extraccién, amplificacion
y secuenciacion de ADN de diferentes tipos de tejido, incluyendo fésiles en ambar,
huesos, organismos diminutos, hojas, momias, especimenes secos, foliculos capilares,
sangre seca, estiércol y especimenes fijados en formalina preservados en etanol
(Shiozawa et al., 1992; France y Kocher, 1996; Shedlock et al., 1996; Chase et al.,
1998).

Ante estos avances, existe la posibilidad de utilizar larvas de peces preservadas en
formalina provenientes de colecciones de cruceros oceanograficos, con la finalidad de
dirigir trabajos encaminados a responder preguntas fundamentales como la estructura
genética de la poblacién y sus variaciones a lo largo del tiempo (Chase et al., 1998).
Esta posibilidad se debe considerar si se toma en cuenta que existen colecciones de
varios afnos en instituciones de todo el mundo, incluyendo nuestra institucion el

CICIMAR, que realizan investigaciones oceanograficas.

En este estudio se probaron diez técnicas diferentes de extraccion de ADN, propuestas en
su mayoria para tejidos fijados en formalina, para probar empiricamente si se puede
extraer y amplificar ADN de larvas de anchoveta (E. mordax) preservadas en formalina.
La forma de descartar cualquier artificio de las técnicas empleadas fue comparando los
resultados obtenidos en larvas a los obtenidos en una muestra de adultos de la misma

especie preservados en etanol (muestra control). Posteriormente con esta ultima muestra



se hizo una estimacion de diversidad genética mediante el analisis de RFLP de la region

control del ADN mitocondrial.
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2. ANTECEDENTES

Anteriormente ya se ha trabajado con Engraulis mordax a nivel poblacional en el Pacifico
nororiental; dentro de los primeros trabajos se encuentra el de Vrooman et al. (1981),
quienes utilizando transferrinas como marcadores genéticos, corroboraron la existencia
de tres subpoblaciones propuestas por estudios morfométricos y meristicos (McHugh
1925 y McHugh 1951 en Vrooman et al., 1981). Estas subpoblaciones son: una
subpoblacién nortefia desovante en el rio Columbia (Canada), una subpoblacién central
en el Sur de California y una subpoblacion surefia de Punta Eugenia a Bahia Magdalena,
B. C. S. Posteriormente Hedgecock et al. (1989), Hedgecock (1994) y Hedgecock et al.
(1994), quienes utilizando alozimas como marcadores genéticos y estudios
morfométricos, revelaron substancial polimorfismo genético y morfométrico en esta
especie asi como heterogeneidad y carencia de un patrén geografico (parches cadticos)
en las frecuencias alélicas de la subpoblacion central que en parte se encuentra en la

Bahia del Sur de California.

De manera reciente Diaz—Jaimes et al. (1999), analizaron las subpoblaciones central y
surefia de E. mordax en la costa occidental de la Peninsula de Baja California, mediante
electroforesis de hemoglobinas, esterasas y parvalbuminas. Estos autores encontraron
que las hemoglobinas no presentaron polimorfismo y las esterasas no aportaron datos
que pudieran ser utilizados como marcadores diferenciales, pero que las proteinas
totales de musculo y parvalbuminas mostraron fenotipos exclusivos tanto en la
subpoblacion central como en la surefia, proponiéndose estas ultimas como marcadores

genéticos utiles.

Cabe resaltar que no se encontraron estudios genético-poblacionales, para la especie,

realizados en el Golfo de California.
Una de las técnicas actuales mas utilizada para el estudio de la estructura y diversidad

genética de poblaciones de peces es la del analisis de polimorfismo en la longitud de los

fragmentos de restriccion (RFLP) de ADN mitocondrial. Esta técnica ya ha sido aplicada
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en diferentes especies de peces, tales como Pseudopentaceros wheeleri (Martin et al.,
1992), Oncorhynchus tshawytcha, O. keta (Cronin et al., 1993), Salmo salar (Tessier et
al., 1995; King et al., 2000), Salmo trutta ( Hansen y Loeschke, 1996; Moran et al., 1996;
Laikre et al., 2002), Engraulis encrausicolus (Bembo et al., 1996) Pagrus major (Tabata y
Mizuta, 1997), Thymallus thymallus (Gross et al., 2001), Solea vulgaris (Guarniero et al.,
2002) y Limnothrissa miodon (Hauser et al., 1998). Dentro de estas especies resalta E.
encrausicolus, por ser la mas relacionada a E. mordax (especie del presente estudio)

desde el punto de vista filogenético.

El numero de trabajos realizados a partir de tejidos fijados en formalina en comparacion
a los trabajos realizados con tejidos frescos o preservados en etanol, es escaso. Dentro
de los trabajos reportados para tejidos fijados en formalina (biopsias, especimenes de
colecciones y museos) se encuentran los de Heller et al. (1992), Malmgren et al. (1992),
Shiozawa et al. (1992), France y Kocher (1996), Shedlock et al. (1996), Wirgin et al.
(1997), Chase et al. (1998), Coombs et al. (1999), Chatigny (2000) y Ren et al. (2000).
También existen trabajos que aun no han sido publicados como los de Eckerman y
Walsh (1997), y Klanten et al. (en prensa). Algunos de estos estudios, en donde los
especimenes fueron fijjados en formalina y preservados en alcohol, demostraron
exitosamente la extraccion y amplificacion de ADN. France y Kocher (1996),
demostraron la recuperacion de ADN a partir de especies de crustaceos de profundidad
fijados en formalina preservados en etanol. Incluso realizaron un analisis filogenético con
las secuencias de los genes mitocondriales 16s ARNr y COI, que obtuvieron de estos
especimenes. Estos investigadores senalan que en ausencia de tejido fresco o
congelado, los especimenes fijados en formalina preservados en etanol pueden proveer
un fuente util de material para analisis secuencias de genes por PCR y secuenciacién
directa. El estudio realizado por Wirgin et al. (1997) con perca rayada (Morone saxatilis),
demostré la posibilidad de emplear ADN de especimenes fijados en formalina
preservados en isopropanol, para la discriminacion de poblaciones mediante analisis
RFLP. Wirgin y colaboradores extrajeron ADN a partir de especimenes fijados en

formalina, amplificaron un fragmento de 191 pares de bases (pb) y lo cortaron con una

12



enzima de restriccion diagndéstica Xba I. Con sus resultados resaltan el uso potencial de

colecciones de museos en estudios poblacionales retrospectivos.
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3. JUSTIFICACION

La anchoveta nortefia, al igual que otros pelagicos menores, es una especie de gran
importancia ecoldégica debido a su abundancia y su dependencia sobre los niveles
troficos inferiores en la trama alimenticia pelagica constituyendo un importante eslabon

del flujo de energia hacia los niveles troficos superiores (Tudela et al., 1999).

Esta especie tiene una singular importancia econémica en la costa occidental de Baja
California, la cual ha conformado uno de los pilares de la produccién de los recursos
pesqueros en cuanto a volumenes de explotacion nacional se refiere (en algunos afos
aproximadamente el 25%), ademas se le ha considerado con un potencial superior al
medio millén de toneladas anuales (Escudero—Diaz, 1984). La pesqueria en esta area ha
transitado por un periodo de cambios rapidos. Aunque existen reportes de capturas
desde 1965, es a partir de la década de los 70°s cuando se inicia su pesqueria con
incrementos en los volumenes de pesca hasta llegar a un maximo de 258,745 t en 1981
y decreciendo hasta 99 t en 1990. En 1995 alcanza un maximo de 17,772 t y decrece a
un minimo de 75.8 t en el 2001 (Pedrin-Osuna et al., 1992; Garcia-Franco y Sanchez-
Ruiz, 2002) (Apéndice ).

A partir de 1986 cuando se reportd la especie en altas abundancias en el Golfo de
California, se consider6 como una especie pesquera potencial. Sin embargo ante el
desconocimiento de si esta es una subpoblacion residente 0 es una extension de la
subpoblacion surefia, se ha generado la necesidad de realizar estudios que contribuyan
al conocimiento de la estructura poblacional de la especie para un manejo adecuado de

la pesqueria en la region.

Con respecto al tipo de marcador genético utilizado, el ADN mitocondrial es un marcador
genético adecuado tanto para estudios de genética poblacional como para estudios de
progenie larval (Banks et al., 1993 en Hedgecock, 1994; Bembo et al., 1996). Este
marcador puede ser altamente informativo acerca de la estructura geografica de las

poblaciones (Hartl y Clark, 1997). La molécula de ADN mitocondrial es relativamente
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pequena y facil de aislar, esta presente en multiples copias por célula, posee una
herencia clonal via materna y presenta polimorfismo en su genoma (Banks et al., 1993
en Hedgecock, 1994; Bembo et al., 1996;). EI| ADN mitocondrial no es recombinante, de
tal forma que solo tiene un cuarto del tamano poblacional efectivo (Nf) de los marcadores
nucleares. Este reducido N; hace que presente un efecto cuatro veces mayor de deriva
geénica, en consecuencia lo hace un marcador genético sensitivo a las reducciones en la

variacién genética (Ferguson y Danzmann, 1998).

Muchos de los trabajos con ADN mitocondrial han sido sobre la secuencia de la region
control. Esta regién es altamente variable, la varibilidad se presenta en un subgrupo de
sitios que son altamente mutables. Estos ultimos son tan mutables que a menudo
pueden presentar multiples substituciones (Hartl y Clark, 1997). Los analisis de ADN
mitocondrial definidos con la regidon control despliegan una fuerte especificidad
geografica (Vigilant et al., 1991). Ademas los analisis de polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP) de ADN mitocondrial, particularmente de las
fracciones: region control, han sido mas sensitivos que el analisis de alozimas (Tabata y
Mizuta, 1997).

Mas aun este trabajo se justifica debido a que la capacidad de extraer, amplificar (PCR)
y secuenciar ADN de especimenes fijados y preservados en formalina incrementaria el
valor informativo de los mismos (Shiozawa et al., 1992), generando la posibilidad de
utilizar especimenes de muestras provenientes de cruceros oceanograficos en estudios
de evoluciodn, filogenia y estructura genética poblacional (Chase et al.,1998). EI CICIMAR
al igual que otras instituciones posee, dentro de sus colecciones, series historicas de
muestras de plancton. Estas colecciones pueden proveer series temporales detalladas

de muestras que pueden ser comparables entre épocas y localidades.
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4. OBJETIVOS

Generales:

Determinar qué técnica de extraccion de ADN, de las previamente reportadas,
permite la obtencidn de ADN de alta calidad a partir de larvas de Engraulis

mordax fijadas y preservadas en formalina.

Estimar la diversidad genética, mediante analisis de RFLP de la regién control del
ADN mitocondrial, en adultos de E. mordax de la regién central del Golfo de

California preservados en etanol.

Particulares:

Evaluar la calidad del ADN extraido de larvas.

Estandarizar los parametros termociclicos de amplificacién para los iniciadores de

las fracciones de ADN mitocondrial, a partir de ADN extraido de adultos.

Evaluar la calidad de amplificaciéon del ADN extraido de larvas con las condiciones

establecidas para adultos.

Secuenciar y comparar el producto de las amplificaciones de larvas y adultos.

Evaluar la técnica de RFLP en ADN extraido de adultos.
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5. AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California es un mar semicerrado, esta localizado entre la peninsula de Baja
California y el macizo continental de México (Sonora y Sinaloa). Es de forma
abruptamente rectangular, tiene cerca de 1000 Km. de largo, de 100 a 200 Km. de
ancho y esta orientado de Noroeste a Sudeste. En su terminacion sur, el Golfo esta en
comunicacién abierta con el océano Pacifico (Roden, 1958; Badan-Dangon et al., 1985;
Hamman et al., 1988). Las dos principales provincias oceanograficas vy fisiograficas, la
parte superior y la parte baja del Golfo estan separadas por un grupo de islas cerca de
los 29°N. La parte superior del Golfo es una plataforma continental semicircular de
aproximadamente 300 Km. de largo y 125 Km. de ancho, en donde el 75% del area es
poco profunda (menor a 200 m de profundidad). La parte inferior del Golfo consiste de
una serie de umbrales y cuencas. Estas ultimas se hacen progresivamente mas
profundas, desde cerca de 2000 m en el centro de la cuenca de Guaymas hasta 3000 m
en la boca del Golfo. Los margenes del macizo continental (costa este), en la parte
inferior del Golfo tienen una plataforma continental mas amplia y una linea de costa mas
variable que los de la peninsula de Baja California (costa oeste). La comunicacién entre
la parte superior e inferior del Golfo es principalmente a través del canal de Ballenas
(Badan-Dangon et al., 1985; Hammann et al., 1988).

La circulacion en el Golfo de California esta definida por el intenso forzamiento de
mareas, vientos, calentamiento solar, batimetria e interacciones con el océano Pacifico
(Badan-Dangon et al., 1985). En la boca del Golfo se han registrado importantes frentes
de transicion de temperatura y salinidad, uno afuera de Cabo San Lucas y otro afuera de
Cabo Corrientes. La transicion de Cabo San Lucas representa una muy marcada
frontera entre el agua caliente y altamente salina del Golfo y agua fria y de salinidad mas
baja de la region de California. Esta fue primero descrita por Thorade (1909) en Roden
(1958), quien sefialé que la intensidad del frente es de caracter estacional y que la
maxima intensidad se presentaba en primavera tardia cuando las diferencias de
temperatura entre el Golfo de California y la Corriente de agua son mas grandes. El

frente de Cabo San Lucas es marcado por una estrecha banda en la cual la temperatura
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decrece de 21° a 18 °C, y la salinidad de 34.6 a 34.1%o0. Desde 1949 cuando el “Golden
Bear” realizd estudios en la entrada del Golfo se asumioé que la masa de agua caliente
era empujada hacia afuera del Golfo y esta a su vez empujaba el agua fria al norte de
Cabo San Lucas y al sur al lado de Cabo Corrientes, dando origen a los frentes
observados (Roden, 1958).
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion de muestras

Este estudio se realizé con larvas de Engraulis mordax preservadas en formalina (4%),
las cuales fueron aportadas por el departamento de Plancton y Ecologia Marina del
Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR). Estas larvas corresponden al
ultimo de los cuatro cruceros reportados en el estudio realizado por Sanchez-Velasco et
al. (2000). Un total de 1,821 larvas fueron colectadas durante este crucero que se realiz6
en la region central del Golfo de California (entre los 26 y 30°N y los 109 y 114°0) a
bordo del B/O BIP Xl en Marzo de 1999 (Fig. 1). Las larvas se obtuvieron con una red
tipo bongo, con un diametro de boca de 60 cm y mallas de 333 y 505 um. Los arrastres
fueron oblicuos desde 10 m sobre el fondo a la superficie o desde de 200 m de
profundidad a la superficie fuera de la plataforma continental, siguiendo la metodologia
propuesta por Smith y Richardson (1979), y las muestras fueron fijadas en formalina
(4%) neutralizada con borato de sodio. Posteriormente fueron separadas e identificadas

de acuerdo a los criterios de Moser (1996).

Un total de 80 organismos adultos de E. mordax fueron donados por el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) Unidad Guaymas. Esta unica
muestra se obtuvo de un lance (28° 30" Ny 113° 01" O) realizado en la region central del
Golfo de California a bordo del B/O BIP Xl el 13 Noviembre del 2001(Fig. 1). Los
organismos fueron congelados y transportados al laboratorio de genética acuicola del
CIBNOR (La Paz, B.C.S.), en donde fueron almacenados a -20°C y posteriormente

preservados en etanol al 70%.

Tanto las larvas preservadas en formalina (4%) como los adultos preservados en etanol

fueron procesados en el laboratorio de genética acuicola del CIBNOR.
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Figura 1. Estaciones de muestreo de larvas de E. mordax (e) y adultos (*).

6.2 Extraccion de ADN
6.2.1 Larvas de Engraulis mordax preservadas en formalina (4%)

Se probaron diez diferentes técnicas, para la extraccion de ADN, que en su mayoria

contemplaban los efectos de la fijacidon en formalina (Fig. 2).
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Figura 2 (archivo anexo)

21



Figura 2. (continuacion)
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Con cada una de las técnicas se hizo la extraccion de ADN a partir de tres larvas por
separado y cuatro en conjunto. Esta ultima se realizé debido a que el reducido tamano

de las larvas tiene posibles implicaciones en la cantidad de ADN extraido.

A cada una de las larvas se le retird el tracto digestivo previo a la extraccion de ADN.
Esto se hizo para eliminar la posibilidad de contaminacion con ADN no perteneciente a

E.mordax.

Cada técnica se probo por lo menos tres veces, siguiendo lo anteriormente establecido.

Las técnicas probadas fueron:

1) Taggart et al. (1992): Esta es la técnica tradicional de extraccion de ADN con fenol —
cloroformo. Esta técnica consistié primeramente en lavar las larvas con agua destilada
(dos veces) y en homogenizarlas en solucion amortiguadora de TNES-Urea (Apéndice
II). Se le adicion6 proteinasa-K (QIAGEN) y se incub6 a 55 °C (3 h). Se purificé dos
veces con fenol-cloroformo-isoamilalcohol y una vez con cloroformo-isoamilalcohol. Se
precipitd con NaOAC y etanol absoluto a -20 °C durante toda la noche. Se centrifugd, se
enjuago con etanol (70%) y se volvio a centrifugar. Se tir6 el sobrenadante y se dejo

secar el ADN. Este ultimo se resuspendio en solucién amortiguadora de TE (Apéndice

).

2) Camarena-Rosales (com. pers.): Esta técnica conocida como “hidratacion” fue
propuesta para la eliminacion de formalina previa a la extraccion tradicional de ADN con
fenol-cloroformo. Esta técnica consiste en lavados con etanol a diferentes
concentraciones (Apéndice Il), hasta llegar a agua destilada en un periodo de 16 hrs. La
principal modificacion que se hizo a esta técnica fue en la duracién de cada lavado en
etanol (a diferente concentracién) y en agua destilada, cambiandose de dos horas y
media a un dia completo. Con esta técnica se probaron dos variantes: (1) realizando los

lavados a temperatura ambiente y (2) a temperatura de 4 °C.
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3) Shedlock et al. (1996): Esta técnica consistidé en mantener a las larvas en solucién
GTE (Apéndice Il) por periodos prolongados (72 h) a temperatura ambiente para la
eliminacién de la formalina. Posteriormente las larvas fueron secadas completamente,
cortadas en fragmentos pequefos y digeridas en solucién amortiguadora de extraccion
con proteinasa-K (QIAGEN) y DTT a una temperatura de 65 °C (24h). Después de las
primeras 10 h de digestion se agrego proteinasa-K adicional. La purificacion se realizo
dos veces con fenol-cloroformo-isoamilalcohol y una vez con cloroformo-isoamilalcohol.
Se precipité con NaOAC y etanol absoluto a -20 °C durante toda la noche. Se centrifugd,
se enjuago con etanol (70%) y se volvié a centrifugar. Se tird el sobrenadante y se dejo

secar el ADN. Este ultimo se resuspendio en solucidn amortiguadora de TE (Apéndice

).

4) Shiozawa et al. (1992): Esta técnica consisti6 en mantener a las larvas en solucion
amortiguadora TE9 (Apéndice Il) por periodo de 24 h a temperatura ambiente, previo a la
digestion. Posteriormente las larvas fueron cortadas en fragmentos pequefios y
colocadas en nueva solucién amortiguadora TE9 con SDS y proteinasa-K (QIAGEN). La
digestion se realizé a 55 °C por periodos prolongados (74 h) con cantidades adicionales
de proteinasa-K y SDS. El ADN fue extraido dos veces con fenol-cloroformo-
isoamilalcohol y una vez con cloroformo-isoamilalcohol. Se precipité con NaOAC y etanol
absoluto a -20 °C durante toda la noche. Se centrifugd, se enjuagd con etanol (70%) y se
volvié a centrifugar. Se tiré el sobrenadante y se dejé secar el ADN. Este ultimo se
resuspendio en solucidn amortiguadora de TE (Apéndice Il). Esta técnica se realizé con
las modificaciones propuestas por France y Kocher (1996); que consistieron en manejar

volumenes de soluciones mucho mas pequefios que los reportados por la técnica.

5) Jones y Avise (1997): Esta es una técnica propuesta para larvas de especies marinas
y no contempla la fijacion de las larvas en formalina, por tal razon se realizaron primero
los lavados y centrifugaciones propuestos por la técnica de Eckerman et al. (1997).
Posteriormente las larvas fueron cortadas en fragmentos pequefios y se les adiciond

solucion amortiguadora TNES-Urea (Apéndice Il) y proteinasa-K. Se llevo a incubacion
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(37 °C) por 30 min y luego a ebullicion (95 °C) por 2 min. Las muestras fueron

centrifugadas y el sobrenadante se utilizo para reacciones de amplificaciéon (PCR).

6) Heller et al. (1992): Esta es una técnica de extraccién de ADN por sonicacion. Las
larvas fueron lavadas con agua destilada, cortadas en fragmentos pequefos y puestas
en solucion amortiguadora (Apéndice IlI) con proteinasa-K (QIAGEN) y microperlas de
vidrio “G9143” (Sigma), se sonicaron (15 min) a una temperatura de 50 °C, se llevaron a
ebullicién (10 min), se centrifugaron y el sobrenadante se utilizé6 para reacciones de

amplificacion por reaccion en cadena polimerasa (PCR).

7) DNeasy Tissue Kit: Este es un producto comercial manufacturado por la compania
QIAGEN. Este protocolo recomienda lavar las muestras en solucién de PBS (Apéndice
II), para la eliminacién de formalina previo a la extraccién con el Kit. Cada larva se cortd
en fragmentos pequenos, se le afadio solucion amortiguadora ATL y proteinasa-K y se
incub6 a 55 °C (3 h). Después se le afiadié solucion amortiguadora AL y se incubo a 70
°C (10 min). Posteriormente se le adicioné etanol absoluto y se pasé a un tubo de
minicolumna. Este tubo se centrifugd a 8000 rpm (1 min), se le adiciond solucion
amortiguadora AW1 y se centrifugé nuevamente. A continuacidn se le adicion6 solucion
amortiguadora AW2 y se centrifugé a maxima velocidad (3 min). Para hacer la elucion,
se afiadid solucion amortiguadora AE, se incubd a temperatura ambiente (1 min) y se

centrifugé a 8000 rpm.

8) Chase et al. (1998): Con esta técnica se utilizé el producto anterior siguiendo las
instrucciones mencionadas, salvo algunas modificaciones en su uso como: un aumento
en las cantidades utilizadas de solucién amortiguadora (AL) y etanol (100%), y la elucion
en Tris-HCI (Apéndice II).

9) Eckerman et al. (1997): Las larvas fueron lavadas varias veces con agua destilada y

sometidas a altas centrifugaciones (14,000 rpm) para eliminar la formalina.

Posteriormente éstas fueron cortadas en fragmentos pequerios, se les agregd Chelex
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(Biorad), se mezclaron y se llevaron a ebullicion (20 min). Las muestras fueron

centrifugadas y el sobrenadante se utilizé para reacciones de amplificaciéon (PCR).

10) Coombs et al. (1999): En esta técnica las larvas fueron lavadas con agua destilada
un par de veces, cortadas en fragmentos pequefos y llevadas a digestiéon en solucién
amortiguadora de TNES-Urea (Apéndice Il) con proteinasa-K (QIAGEN), a 55 °C (3 h).
Para la purificacién se adicioné Chelex (Biorad) en cada muestra y se calenté a 99 °C
(10 min). Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm (15 min), se calenté a 45 °C y se
agrego cloroformo. Se centrifugé nuevamente a 14,000 rpm (15 min) y la fase superior
fue removida y almacenada. Esta fase acuosa se utilizoé para reacciones de amplificacion
(PCR).

6.2.2 Adultos de Engraulis mordax preservados en etanol (70%)

La extraccion de ADN de 41 adultos de anchoveta se realizé con la técnica propuesta
por Taggart et al. (1992), descrita en este capitulo. Esta técnica fue propuesta para
peces salmonidos y fue la unica técnica que se probd en adultos de E. mordax debido a
que se obtuvieron resultados con esta. En cuanto al tamafo de muestras; aunque se
contaba con 80 especimenes adultos, solo se extrajo ADN de calidad de 41 de ellos.
Algunos investigadores como Bembo et al. (1995), han recomendado emplear tamafos

de muestra tan grandes como 40 6 50 peces para el analisis de RFLP.

6.3 Evaluacién de concentracion y calidad de ADN extraido

La concentracion del ADN genomico extraido (en larvas y adultos) se evalué con

lecturas de densidad 6ptica a los 260 y 280 nm (DOgs0, DO2g0), €n un espectrofotdmetro

(Beckman DU-600) y mediante el algoritmo de Warburg-Christian. La calidad del ADN
genomico extraido se evaluo de la razon DOys0/DO2g0. Se considera una preparacion de

26



ADN limpia cuando la razon DO2g,/DO2gp es igual o mayor a 1.75. Si el valor de la razén

es mas bajo, esto indica que existe una contaminacion por proteinas (Darbre, 1999).

La integridad del ADN gendmico extraido se evalud visualmente mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1% (condiciones eléctricas: 100 volts y 204 amperes), tiéndose
con bromuro de etidio (Sigma) o Sybr-gold (FMC) (Apéndice Il). Los geles tefiidos con
bromuro de etidio se visualizaron con luz UV (Dinco & Rhenium), mientras que los
tefildos con Sybr-gold se visualizaron con la ayuda de un transiluminador “Dark Reader”
(Clare Chemical Research). Los geles tefidos con Sybr-gold se fotodocumentaron con
una camara fotografica digital “Cyber-shot” (Sony) y los geles tefidos con bromuro de

etidio a través de un dispositivo analizador de imagen (Gelpro 3.1).

6.4 Amplificaciéon (PCR)

6.4.1 Amplificacion de ADN extraido de adultos

El ADN gendémico extraido de adultos se amplificd con iniciadores propuestos para las
siguientes fracciones de ADN mitocondrial: NADH1(1,930 pb), 16s ARNr (618 pb), 12s
ARNr (431 pb) y dos fragmentos de la region control; region control Il (551 pb), y region

control 11l (176 pb).

Por cada 2 ul de ADN gendmico (50-100 ng/ul) de cada muestra, se afadid la siguiente
mezcla de reaccién (Tabla 1). Se manejo un volumen total de 25 ul por cada reaccion de

amplificacion.
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Tabla 1. Mezcla de reaccion para la amplificacion

Reactivos Volumenes
Soluciéon amortiguadora para Tagq con MgCl,(10X) 2.5ul
MgCl, (25 mM) 2yl
dNTP’s (10 mM de cada dNTP) 0.2
Iniciadores (10uM) (c/u) 1.2ul
Agua desionizada 16.775 pl
Taq (5 u/ul) 0.125 pl

Las amplificaciones se llevaron a cabo mediante PCR en un termociclador Progene

(Techne).

Para las fracciones NADH1, 16s ARNr y region control Il se manejaron los siguientes

parametros termociclicos:

1 ciclo: Desnaturalizacion inicial 94 °C (2 min)
30 ciclos: Desnaturalizacion 94 °C (1 min)
Temperatura de alineamiento——— (Tabla 2) (1 min)
Extension 72 °C (1-2 min)
1 ciclo: Extension final 72 °C (4 min)

Para las fracciones 12s ARNr y region control Il los parametros termociclicos fueron:

1 ciclo: Desnaturalizacion inicial 94 °C (2 min)
30 ciclos: Desnaturalizacién 94 °C (30-40 s)
Temperatura de alineamiento  (Tabla 2) (30-40 s)
Extension 72 °C (30-40 s)
1 ciclo: Extension final 72 °C (4 min)
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Tabla 2. Secuencias de los iniciadores empleados, temperatura a la cual se alinean y articulo de
procedencia.

Fraccion Iniciadores Temperatura de Referencia

alineamiento

NADH1 F: 5-ACCCCGCCTGTTTACCAAAAACAT-3 52°C Cronin et al. (1993)
R: 5-GGTATGAGCCCGATAGCTTA-3’
16s ARNr F: 5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ 53 °C Palumbi et al. (1991)
R: 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3'
region F:5-ATTTCTGGCCTCTGGTTCCT-3 56 °C !
control I R: 5 -GCATCTTCAGTGCTATGCTTTG-3
12s ARNr F: 5-AAACTGGGATTAGATACCCCAGTT-3’ 55°C 2
R: 5-AAGAGCGACGGGCGATGTGT-3’ Lehman et al., 1995
region F:5-ATTTCTGGCCTCTGGTTCCT-3 57 °C °
control Ill R: 5-CCAAATGCCAAGTGAAAGGT-3’

F; Derecho, R; Reversa

! Iniciadores disefiados para E. mordax mediante el uso del programa “Primer 3” (versién 0.2) (Rozen y
Skaletsky, 2000) y en base a la secuencia del ADN mitocondrial de E. japonicus (Inoue et al., 2001).
%Iniciador (12 s a) disefiado a partir de “Primer 3” (version 0.2) (Rozen y Skaletsky, 2000).

® Iniciadores disefiados a partir de la secuencia de la regién control Il de E. mordax, mediante el uso del
programa “Primer 3” (versién 0.2) (Rozen y Skaletsky, 2000).

6.4.2 Amplificacion de ADN extraido de larvas

El ADN gendmico extraido de larvas se intentdé amplificar con los mismos iniciadores
utilizados en adultos. Las condiciones de amplificacion utilizadas en larvas fueron las

mismas a las estandarizadas en adultos.

Particularmente para la amplificacion de ADN de larvas se propusieron las fracciones:
12s ARNr (431 pb) y region control 11l (176 pb) (Tabla 2), debido a que son fracciones de
bajo peso molecular. Cabe sefialar que la fraccion regidn control lll, es aproximadamente
una tercera parte de la fraccion region control Il. Los iniciadores que amplifican para la
region control Ill se propusieron debido a que amplifican la fraccion de menor peso
molecular, ademas de ser iniciadores especificos para E. mordax. Una forma de evitar
amplificaciones falsas de fragmentos bacterianos es mediante la utilizacion de

iniciadores especificos 6 disefiados para la especie (Chase et al. 1998).
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6.5 Secuencias

Una vez obtenidas las amplificaciones de las fracciones NADH-1, 16s ARNr y region
control Il en adultos, el producto de cada fracciéon (un espécimen por cada fraccion) fue
purificado con el producto “QlAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN) para posteriormente
ser secuenciado. El producto de amplificacion obtenido en larvas, unicamente con los

iniciadores propuestos para la fraccion 16s ARNr, también fue secuenciado.

Las secuencias se obtuvieron en un secuenciador automatico ABI Prism 310, marcando

con el Kit Big Dye (Perkin Elmer).

La secuencia de nucledtidos obtenida en larvas fue comparada a la secuencia de adultos
y base de datos GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), mediante un analisis de
homologias “BLAST” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Las secuencias obtenidas en
adultos fueron comparadas, también a través de BLAST, con las secuencias ya
existentes en el GENBANK de otras especies de engraulidos: Engraulis japonicus (No.
de acceso en GENBANK: AB040676) y Engraulis ringens (No. de acceso en GENBANK:
AY184229).

Una vez que las secuencias fueron cuidadosamente verificadas, se depositaron en el
banco publico de datos “GENBANK” que es manejado por el NCBI (National Center for
Biotechnology Information) de los E.E.U.U. y que contiene secuencias de ADN de un

gran numero de especies.
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6.6 Analisis con enzimas de restriccién (RFLP)

El analisis de RFLP se llevd a cabo con los productos de amplificacion obtenidos en 41
adultos de anchoveta. Para este analisis se decidié utilizar unicamente la fraccion regién
control Il (551pb).

Con la secuencia obtenida de la region control Il (551 pb) y mediante el uso del
programa “REB sites” (Vincze y Roberts, http://tools.neb.com/REBsites/index.php3) se
determinaron seis enzimas de restriccion adecuadas para cortar dicha fraccion. De
manera aleatoria en amplificaciones de la misma region de 10 especimenes se probaron
15 enzimas mas, que totalizaron 21 enzimas de restriccion (Promega, Sigma y NEB).
Estas enzimas fueron: Alu I, BamH |, Bcl I, Bgl I, EcoR |, Fok I, Hae Ill, Hind Ill, Hpy 188
I, Mse I, Nco I, Nhe I, Nsi |, Pst I, Taq |, Rsa I, Sac I, Sau 3Al, Sau 961, Xba |y Xmn |.

La enzimas de restriccion que digirieron exitosamente el producto de la amplificacién de
41 especimenes y que se emplearon para el analisis de RFLP fueron: Alu I, EcoR I, Fok
I, Taq I, Sau 961, Xba | y Xmn |.

En el caso de las enzimas: Alu I, EcoR I, Fok |, Taq | y Sau 96l, por cada 10 ul del

producto de PCR de cada espécimen, se afiadi6 la siguiente mezcla de reaccion (Tabla
3).

Tabla 3. Mezcla de reaccidon empleada para las enzimas: Alu |,
EcoR I, Fok I, Taq |y Sau 96l.

Reactivos Volumenes
Solucién amortiguadora de la enzima (10X) 2 ul
Agua desionizada 7ul
Enzima de restriccion Tul

En el caso de las enzimas: Xba Iy Xmn I, por cada 10 ul del producto de PCR de cada

especimen, se afadio la siguiente mezcla de reaccion (Tabla 4).
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Tabla 4. Mezcla de reaccién empleada para las enzimas: Xba /

y Xmn I
Reactivos Volumenes
Solucién amortiguadora de la enzima (10X) 2 ul
BSA 2ul
Agua desionizada 5ul
Enzima de restriccion Tul

La digestion con la mayoria de las enzimas se realizé a 37 °C (salvo el caso de Taq | a

65 °C) y con duracion de 4-12 horas.

Los productos de PCR y las digestiones con las enzimas se corrieron en geles de
agarosa al 1y 2%, respectivamente, se tiieron con bromuro de etidio (Sigma) 6 Sybr-
Gold (FMC) (Apéndice Il), se visualizaron en un transiluminador de luz UV (Dinco &
Rhenium) é en uno de luz visible “Dark Reader” (Clare Chemical Research) y se
registraron con un dispositivo analizador de imagen (Gelpro 3.1) 6 con una camara
digital “Cyber-shot” (Sony), respectivamente como se menciond con anterioridad. Los
tamanos de los fragmentos fueron estimados por comparacion de cada banda con
marcadores con longitudes de fragmentos definidas: pUC18 digerido con Dpn I (Sigma),

A digerido con Hind Il (Sigma) 6 una escalera de 100 pares de bases (NEB).

Utilizando letras mayusculas se denotaron los haplotipos referentes a los patrones de
fragmentos generados por las enzimas en el siguiente orden: Alu I, EcoR |, Fok I, Taq |,
Sau 961, Xba Iy Xmn |.

6.7 Estimadores de diversidad genética

Se obtuvo el nivel de polimorfismo nucleotidico (0), definido como la proporcién de sitios
nucleotidicos que son esperados a ser polimoérficos en determinada region del genoma
de cualquier muestra. La forma de utilizar este estimador con datos de RFLP es

considerando los nucleétidos de cada sitio de restriccion. Para los sitios monomorficos
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de restriccion se consideraron todos los nucledtidos adyacentes y para los sitios
polimorficos de restriccion se considerd solo un nucledtido como polimérfico y los
restantes como monomoérficos. En otras palabras, cada sitio de restriccion polimoérfico se

supone es resultado del polimorfismo en un nucleétido sencillo (Hartl y Clark, 1997).

El estimador 6 es igual a la proporciéon de polimorfismo nucleotidico observado en la

muestra, a menudo simbolizada como S, dividida por aj.

n-1
S = nucledtidos polimdrficos / nucledtidos totales con ai=2x1/i
i=1

donde n es el tamafo de la muestra. El estimado de 0, por sitio nucleotidico, es por lo

tanto:
6 = S/a;
La varianza de 0 por sitio nucleotidico es dada por:
V(6) = 0/kay + a0%/as?

donde k es el numero de nucleétidos en cada secuencia y a, es una funcién del numero

de alelos (n) en la muestra, nombrada

n-1
a,=31/i?
=1

Un segundo estimador para evaluar el nivel de polimorfismo en el ADN mitocondrial fue
la diversidad nucleotidica, tipicamente denotada como =, la cual es la proporcion
promedio de diferencias nucleotidicas entre todos los posibles pares de secuencias en la

muestra.
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En una muestra de n secuencias, el numero de comparaciones pareadas esta dada por:
n(n-1)/2

Las comparaciones pareadas fueron consideradas para cada nucleétido en turno y las

diferencias fueron promediadas al ultimo.
La varianza de © se estimé de la siguiente manera:

Var () = (by/k)r + bor?
donde k es la longitud de las secuencias en nucleottidos y donde:

by = (n+1)/3(n-1)

by = 2(n*+n+3)/ 9n(n-1)
donde n es el numero de secuencias (Hartl y Clark, 1997).
La diversidad de haplotipos (h) se calculé mediante la ecuacion de Nei:

h=2n(1-XX2/(2n-1)

donde n es el tamafo de muestra, y X, es la frecuencia del haplotipo en la muestra (Nei,

1987 en Tabata, 1997). Este ultimo estimador de diversidad se obtuvo con la ayuda del
software Arlequin ver. 2.000 (Schneider et al., 2000).

34



7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de ADN de larvas de Engraulis mordax

Los resultados de las diez técnicas de extraccidon de ADN, que se probaron en larvas de

anchoveta preservadas en formalina, se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Técnicas de extraccion de ADN probadas en larvas de
E. mordax preservadas en formalina.

Técnica Resultados de la extraccion

Taggart et al., 1992 No se obtuvo
Heller et al., 1992 No se obtuvo
Shedlock et al., 1996 No se obtuvo
Eckerman et al., 1997 (NP) No se obtuvo
Jones y Avise, 1997 No se obtuvo
Shiozawa et al., 1992 Se obtuvo

DNeasy Tissue Kit (Qiagen) Se obtuvo

Chase et al., 1998 Se obtuvo

Coombs et al., 1999 No se obtuvo

Camarena - Rosales (NP)
) Se obtuvo
(a temperatura ambiente y a 4 °C)

NP; No publicada

Se obtuvieron extracciones de ADN con las técnicas de Shiozawa et al. (1992)
modificada por France y Kocher (1996), “Dneasy tissue Kit” (QIAGEN), Chase et al.
(1998) (Fig.3) y la técnica de hidratacion realizada a 4 °C (Camarena-Rosales). Sin
embargo, las extracciones obtenidas mostraron un ADN muy fragmentado (barrido) y de

muy bajo peso molecular (Figs. 3y 4).
La cantidad de ADN extraido de larvas procesadas individualmente difiri6 notablemente

de las larvas procesadas en conjunto, apreciandose una mayor cantidad de ADN

extraido al procesar mas de una larva (Fig. 3).
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A.Shedlock et al., 1996
B.DNeasy Tissue Kit (Qiagen)
C.Shiozawa et al., 1998
D.Heller et al., 1992
E.Eckerman et al., 1997
F.Coombs et al., 1999

G.Chase ef al., 1998

Figura 3. Extraccion de ADN de larvas de E. mordax, a través de diferentes técnicas propuestas
para tejidos fijados en formalina. En el gel cada técnica comprende dos pozos que corresponden a
la extraccion de una larva (izquierdo) y cuatro larvas en conjunto (derecho). Solo con tres de las
técnicas senaladas (*) se obtuvieron resultados.

ADN muy fragmentado y

de bajo peso molecular

Figura 4. Extraccion de ADN de larvas de E. mordax, mediante la técnica de hidratacién realizada a
4 °C (Camarena-Rosales).
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En particular con la técnica de hidratacion (Camarena-Rosales) se obtuvieron dos
resultados. Primero, cuando el proceso de eliminacion de formalina “hidratacion” se
realizd a temperatura de 4 °C, los resultados de la extraccion fueron similares a los
obtenidos con las técnicas de Shiozawa et al. (1992), Dneasy Tissue Kit y Chase et al.
(1998) (Fig. 4). Segundo, cuando el proceso de hidratacidon se realizé a temperatura

ambiente, el resultado de la extraccion fue un ADN de elevado peso molecular (Fig.5).

ADN integro de elevado
peso molecular

Figura 5. Extraccion de ADN de larvas de E. mordax, mediante la técnica de hidratacion (Camarena-
Rosales), realizada a temperatura ambiente.

7.2 Amplificacion de ADN extraido de larvas

Los resultados de la amplificacion de ADN extraido de larvas, con iniciadores propuestos

para diferentes fracciones de ADN mitocondrial, se presentan en la Tabla 6.

Como se puede ver en la Tabla 6, el ADN que se extrajo de larvas con las tres primeras
técnicas no se pudo amplificar con ninguno de los iniciadores. Incluso los iniciadores que
amplifican fracciones pequefias de ADN mitocondrial (176 y 431 pb), no dieron buenos

resultados (Fig. 6).
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Tabla 6. Resultados de la amplificacion de ADN extraido de larvas de E. mordax preservadas en
formalina y un control (adulto preservado en etanol).

Técnica de extraccion Region amplificada
NADH1 16s ARNr region control Il 12s ARNr  region control I
(1,930 pb) (618 pb) (551 pb) (431 pb) (176 pb)

Shiozawa et al., 1992 - - - - -
DNeasy Tissue Kit - - - - -
Chase et al., 1998 - - - - -

Camarena-Rosales
(atemp. amb. y a4 °C)

Control + + + + +

+: Se obtuvo
- No se obtuvo

431pb 176 pb

Figura 6. Amplificaciones de ADN de larvas de E. mordax extraido con diferentes técnicas. Los
iniciadores probados amplifican las fracciones 12s ARNr (A) y region control Il (B) en muestras
controles 6 ADN extraido de adultos (ultimo pozo a la derecha).
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El ADN extraido de larvas, empleando la técnica de hidratacion (Camarena-Rosales) a
temperatura ambiente 6 a 4 °C, amplific6 un fragmento de aproximadamente 650 pb
utilizando los iniciadores propuestos para la fraccion 16s ARNr, un fragmento mas
grande de lo esperado. Estos mismos iniciadores amplifican en adultos un fragmento de
618 pb (Fig. 7).

A B
1517
. 1,200
4 1,000
. 943 4
<——5— 618 pb
M <—— 618pb C 400

341 . 300

256 = 200

153 pb B 0

Figura 7. Amplificaciones de ADN extraido de larvas de E. mordax con la técnica de hidratacion
(Camarena-Rosales) realizada a temperatura ambiente (A) y a 4 °C (B). Estos resultados se
obtuvieron con los iniciadores de la fraccién 16s ARNr. Los dos ultimos pozos (de izquierda a
derecha), corresponden a un control y a un marcador de tamafio conocido, respectivamente.

7.3 Secuencia

El fragmento de 650 pb se secuencid (Tabla 7) para corroborar su correspondencia a la
fraccién 16s ARNr, sin embargo al compararse con la secuencia obtenida en adultos de
E. mordax a través de un analisis de homologias (BLAST), resulté ser muy diferente.
Utilizando el mismo analisis con la base de datos GENBANK la secuencia desconocida
compartié un 90%(E = 9e™°) y un 89% (E = 5e™°) de parecido con los genes CB15 de la
bacteria Caulobacter crescentus (No. de acceso en GENBANK: AE006010) y 23s ARNr
de Mesorhizobium huakuii (No. de acceso en GENBANK: AY244366), respectivamente.

39



Tabla 7. Secuencia de nucledétidos de la fraccion desconocida amplificada con los iniciadores
propuestos para la fraccion 16s ARNr.
Fraccion (Tamafio) Secuencia

Desconocida (642 pb) nnnnannaanatncnaanncnntnaccccccccccnccccctccecencee
cnccttttaggcnncnnnaaccncaggangacgtttanggnctgacgect
gcccggtgectgcaaggttaaaaggaggggtgcaagctctgaatngnagce
ccaggtcaaacngcggccgnaactataacggtcctaaggtagcgaaattc
cttgtcgggtaagtnctcgacctgcaccaatggcctcaacgacttcenca
ctgtctccagcatangctccancgaaatntnaatttcccgngaagatgcn
cnggttnccctgcggcccacaaccgnaaagaccttatgaacctttnctge
acntttttnnttntnggcgttanctaaacaacattgctgtacgatanagg
tnngagacngntatngaaataaagggcngccnagtnccctncgngaaccce
nancnctanaaatacccaccctttatttgcnagcttnaacgttttaaccg
cggncnngtcttccgnggagcgggncacangggenntgnacnngncaatn
aacanttgggggcngganntccatcncaaantngaganctgaangccncg
nccacnnttgacttcaatagcaagctcnnanancttgcgtct

7.4 Extraccion de ADN de adultos de Engraulis mordax

El ADN extraido de los adultos de anchoveta con la técnica fenol-cloroformo (Taggart et

al., 1992) mostré6 muy poca integridad, observandose un ADN fragmentado (Fig. 8). Sin

embargo con este ADN se amplificaron diferentes fracciones de ADN mitocondrial.

7.5 Amplificacion de ADN extraido de adultos

Con el ADN gendmico de adultos se amplificaron cinco fracciones del ADN mitocondrial:
NADH1, 16s ARNTr, regién control Il (Fig. 9), 12s ARNr y region control Ill.
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Figura 8. Extracciéon de ADN de adultos de E. mordax mediante la técnica de Taggart et al. (1992).

NADH1 16s ARNr region control Il

23,130
9,416
6,557
o 4,361
1,517
; 2,322 1,200
1,930pb | 2.027 pb 1517 1,000
] ’388 551 ob 600-900
' p 500
618 pb 700-900 200
600 300
500 200
400 100 pb
300 pb

Figura 9. Amplificaciones de las fracciones: NADH1, 16s ARNr y region control Il en adultos de E.
mordax. El Gltimo pozo, de izquierda a derecha, corresponde a un marcador de tamafio conocido.

41



7.6 Secuencias

A pesar de que se obtuvieron amplificaciones de cinco fracciones, solo se secuenciaron

los productos de: NADH1, 16s ARNTr y region control Il. Las fracciones regién control Il 'y

12s ARNr no se secuenciaron.

Se obtuvieron por primera vez las secuencias de las fracciones: 16s ARNr y region

control Il para Engraulis mordax, estas ya se encuentran disponibles en el “GENBANK”

con sus respectivos numeros de acceso (Tabla 8). La secuencia de la fraccion NADH1

no se reportd, debido a que no fue de buena calidad.

Tabla 8. Secuencias de las fracciones de ADN mitocondrial: 16s ARNr y region control II,
amplificadas en adultos de E. mordax y numeros de acceso al GENBANK.

Fracciéon (Tamano)
16 s rRNA (535 pb)
No. de Acceso:
AY328468

region control Il (425 pb)
No. de Acceso:
AY328469

Secuencia
taagaggtcccacctcgccctgtgactctaagtttaacggccgeggtatt
ctaaccgtgcgaaggtagcgcaatcaattgccttttaaatgaaggcctgt
atgaatggtataacgagggtctgactgtctcttttttctagtcagttaaa
ctgatctgtccgtgcagaagcggacattattatacaagacgagaagaccc
tatggagctttagacactagccaactgtgaatgagcgactgaactataca
agtcttaaatacccacagcctctggtaatgtagtcttaggttggggcgac
cacgggagaaaataaagctcccaagcagaccgggaaaacccttaagccca
gagttgcaactctaagccgcaaaaattttgactgaaatgatccggttgaa
aaaccgattaacgaaccaagttaccctagggataacagcgcaatcctctc
ccagagtccctatcgacgagggggtttacgacctcgatgttggatcagga
catcctaatggtgcagccgctattaagggttcgtt
aattgcgcgttcgcgcataacgttaatgcatgcaacatcgatcctacttt
acccaccatgccaagcgttcactctaaggggcatttggtatttttttttc
ggcttactttcacttggcatttgacggggtccttcctaatgttagttcca
taaggttgaacattttccttgcttgcgatttctagatgttcaatacttca
tccacattcttacaagacttgcataagtgatctcaggagcataaactacc
gttctttactccttattcccctactattatgccctcccttcccttcaaaa
aatttggtgttttcgcgcgtaaacccccctaccccctacgacccagacaa
gcctatttttttctgtcaaaccccgaaaccaggaaagaccggactggcge
attctagcaagtttcgtttgtgtgce

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
535

50
100
150
200
250
300
350
400
425
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A través de un analisis de homologias (BLAST), E. mordax demostré compartir con
Engraulis japonicus, un 88% de la fraccion NADH1 (6e®?), un 96% de la fraccién 16s
ARNr (E = 0.0), y un 87% de la fraccién de la regién control Il (E = 6e°). Con la especie

Engraulis rigens la homologia de la fraccién de la region control Il fue del 85% (E = 6e”
26
).

7.7 Analisis de RFLP de la regién control Il en adultos

A pesar de que se logro la amplificacion de cinco fracciones, solo se decidié utilizar la
fraccion region control Il para el analisis de RFLP debido a que los iniciadores
propuestos para la fraccion NADH1 fueron inespecificos en la mayoria de las muestras,
los genes 16s ARNr y 12s ARNr son muy conservativos y la fraccion region control |l

(176 pb) es una parte muy pequefa de la region control Il.

De 21 enzimas de restriccibn que se probaron, solo once enzimas digirieron
exitosamente la fraccion region control 1l (551 pb). Sin embargo para el analisis de RFLP
solo se emplearon siete debido a que la enzima Hind /Il reconocia el mismo sitio de corte
de la enzima Alu | y por que las enzimas: Mse I, Nsi | y Sau 3Al, no estuvieron

disponibles.

Los patrones de corte observados en la regidén control Il con las enzimas de restriccion:
EcoR I, Sau 96/, Taq I, y Xmn [, fueron monomérficos en todos los especimenes. Con
tres enzimas de restriccion: Alu I, Fok |'y Xba | se presentdé mas de un patron de corte,

aunque en muy pocos especimenes (Fig. 10).
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Alul EcoR | Sau 96/

1,517
1,200
1,000
900
700-800
600
500
400
300

200
100 pb

Taq |

1,517
1,200
1,000
900
600-800
500

400

300

200
100 pb

Figura 10. Patrones de corte de la regiéon control Il con las enzimas de restriccion. Los primeros
pozos de izquierda a derecha, corresponden a los productos de PCR digeridos con la enzima, el
penultimo pozo corresponde a un producto no digerido y el ultimo pozo corresponde a un
marcador de tamafo conocido.

Los haplotipos obtenidos para cada una de las siete enzimas que digirieron la regién

control Il se resumen en la Tabla 9.

44



Tabla 9. Haplotipos obtenidos a partir de la digestion de la regién control Il (551 pb) de Engraulis
mordax con siete enzimas. Las letras A y B representan un haplotipo o patrén de corte para cada
enzima. Las cantidades representan el tamaino (en pares de bases) de los fragmentos generados

por los cortes.

Alul
A B
500 400
51 100
51
551 551
Sau 96/
—
—280
171
—r

Taq |

490

61

551

EcoR |

500

51

551

Fok |
A B
240 311
240 240
71
551 551
Xba | Xmn |
A B A
315 551 341
236 210
551 551 -~ 551

Tabla 10. Frecuencia de haplotipos compuestos de la regiéon control Il obtenidos con siete
enzimas de restriccion (letras mayusculas), en el siguiente orden: Alu I, EcoR I, Fok I, Sau

961, Taq I, Xba ly Xmn I.

Haplotipos Compuestos

Numero de cada haplotipo en la muestra

1 AAAAAAA 37
2 BAAAAAA 1
3 AABAAAA 2
4 AAAAABA 1
41
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Como se puede apreciar en la Tabla 10, se identificaron cuatro haplotipos compuestos
en la region control Il de los adultos de anchoveta provenientes de la region central del

Golfo de California.

7.8 Estimadores de diversidad genética

La diversidad de haplotipos encontrada en la fraccion de la region control |l fue muy baja

en la muestra de adultos de E. mordax.

h =0.1866 (+/- 0.0804)

El polimorfismo nucleotidico y la diversidad nucleotidica de igual forma fueron muy bajos
6 = 0.02003 (+/- 0.01301)

7 = 0.005505 (+/- 0.007883)
Estos resultados indican que la mayoria de los especimenes comparten un haplotipo
compuesto comun, el numero de substituciones en sitios nucleotidicos es muy bajo y la

proporcion promedio de diferencias nucleotidicas entre todos los posibles pares de

secuencias en la muestra es muy baja.
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8. DISCUSION

Las colecciones de plancton, provenientes de cruceros oceanograficos de investigacion,
representan una reserva importante de informacion. Con especimenes de estas
colecciones podrian realizarse estudios dirigidos a responder preguntas fundamentales

acerca de evolucion, filogenia y estructura genética poblacional (Chase et al., 1998).

Aun existe controversia sobre si el ADN de estos especimenes puede ser extraido y
amplificado. Como bien se sabe la técnica de fijacidon tradicionalmente utilizada en
muestras de ictioplancton emplea formalina (4%) neutralizada con borato de sodio. Por
un lado se ha asumido que los efectos de la fijacion en formalina deja inservibles a los
especimenes para los analisis de ADN (France y Kocher 1996), y por otro la
investigacién en el campo de la medicina ha demostrado que el analisis genético de
tejidos fijados en formalina es posible. Ante esta ultima aseveracion, se exploro la
posibilidad de extraer y amplificar exitosamente ADN de larvas de Engraulis mordax

provenientes de un crucero oceanografico.

Los resultados obtenidos de las extracciones de ADN de larvas de E. mordax
preservadas en formalina, reflejan en primera instancia las limitaciones de este tipo de

preservacion para estudios genéticos.

A nivel molecular, el ADN en los organismos vivos se encuentra empaquetado en los
cromosomas, en una estructura compacta con la ayuda de proteinas especializadas,
histonas y proteinas cromosomales. Las histonas son las principales proteinas
estructurales de los cromosomas eucaridticos y estan cargadas positivamente por
aminoacidos. La carga positiva les ayuda a tener enlaces estrechos con el ADN el cual
esta cargado negativamente, de tal forma que la doble hélice de ADN enrolla a las
histonas muchas veces en una estructura compacta (Ren et al., 2000). Al fijar tejidos
vivos en formalina, ésta penetra el tejido y causa el ligamiento cruzado de todas las
proteinas en los cromosomas (Ren et al., 2000). El ligamiento cruzado, se piensa, ocurre

cuando los electrones no apareados del atomo de oxigeno del formaldehido (CH,O)
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forman enlaces de hidréogeno y reaccionan con las aminas primarias (-NH;) (France y
Kocher, 1996). Entre mas prolongado sea el tiempo de fijacion viene a ser mas fuerte el
ligamiento cruzado. La formalina entonces causa una matriz estable y tensa de tejido,
preserva la estructura celular entera y previene que la doble hélice del ADN se libere del
complejo (Chaw et al., 1980; Chang y Loew, 1994 en Chatigny, 2000; Ren et al., 2000).
Esto fisicamente endurece el tejido sin encogerlo o distorsionarlo (Fox et al., 1985 en

Chatigny, 2000); sin embargo la estructura molecular es alterada.

8.1 Extraccion de ADN de larvas de E. mordax

Las técnicas de extraccion propuestas por Shiozawa et al. (1992), “Dneasy tissue Kit”
(QIAGEN), Chase et al. (1998) y la técnica de hidratacién realizada a 4 °C (Camarena-
Rosales), fueron las técnicas con las cuales se extrajo ADN de larvas fijadas y
preservadas en formalina. Sin embargo las extracciones obtenidas con éstas técnicas
mostraron un ADN muy fragmentado. Este resultado en primera estancia nos dice que el

ligamiento cruzado no inhibe los procedimientos de extraccion de ADN.

Los resultados obtenidos con las técnicas anteriormente mencionadas, se atribuyen
principalmente a cuatro puntos que comparten en comun: 1) eliminacién de remanentes
de formalina antes de la digestién para proteger la efectividad de la protedlisis (Shedlock
et al., 1996), 2) el uso de proteinasa-K de la compainia QIAGEN con la que se llevo a
cabo la protedlisis completa y se asegurd la liberaciéon de los acidos nucleicos, 3)
disminucién en la pérdida de ADN durante la purificacién organica (Chase et al., 1998) y
4) el ADN extraido se resuspendié en volumenes minimos de solucion amortiguadora

para aumentar su concentracion.
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Con respecto al primer punto, la eliminaciéon de remanentes de formalina se logré por la
incubacion de las muestras en volumenes de solucién amortiguadora (Shiozawa et al.,
1992), lavados previos en solucion de PBS (Dneasy Tissue Kit y Chase et al., 1998) 6
por hidratacion (Camarena-Rosales). Referente al segundo punto, la protedlisis completa
se logré por el uso de proteinasa-K de la compania QIAGEN en las cuatro técnicas. Para
el tercer punto, la disminucion en la pérdida de ADN durante la purificacion organica se
logré por disminucion en los volumenes de reaccién (Shiozawa et al., 1992 y Camarena-
Rosales) 6 por el uso de una membrana (Dneasy Tissue Kit) en la cual se retienen los

acidos nucleicos.

El punto en el que difieren particularmente las técnicas de Shiozawa et al. (1992) y
Camarena-Rosales en comparacion al uso de “Dneasy Tissue Kit” y Chase et al. (1998),
es en la purificaciéon. En las primeras se realizé con fenol-cloroformo y en las ultimas

mediante filtracion con una membrana.

De manera particular, los resultados obtenidos con la técnica propuesta por Shiozawa et
al. (1992) también se atribuyen a una digestion prolongada de varios dias (Crisan y

Matson, 1993 en France y Kocher, 1996), con cantidades adicionales de proteinasa-K.

El peculiar resultado de un ADN de elevado peso molecular obtenido con la técnica de
Camarena-Rosales, realizada a temperatura ambiente, fue inusitado debido a que
ningun trabajo ha reportado tales resultados. El origen de este ADN de elevado peso
molecular se explica con los resultados de la amplificacion y secuenciacion

subsecuentes, mismos que se detallan en la seccién 8.2.

Con las técnicas restantes no se logro la extraccion de ADN de larvas de E. mordax, a
pesar de que algunas técnicas de extraccion contemplan puntos muy importantes para
lograr la extraccién de ADN de tejidos fijados en formalina. Por mencionar algunos de
estos puntos, con la técnica propuesta por Shedlock et al. (1996) se propone: 1) la
incubacion de las muestras en solucion amortiguadora de pre-digestion con glicina para

mejorar la extraccion por accion de grupos aminos primarios y 2) el empleo de ditiotreitol
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(DTT) durante la digestion para cortar enlaces ADN-proteina y asi liberar a los acidos

nucleicos de los complejos formados por el ligamiento cruzado.

Los resultados negativos obtenidos con las técnicas de extraccion propuestas por
Taggart et al. (1992), Heller et al. (1992), Jones y Avise (1997) y Coombs et al. (1999)
demuestran que la extraccion no funciona sin un método previo y eficaz para la
eliminacién de remanentes de formalina. Los resultados obtenidos con éstas técnicas
pueden explicarse por la poca o nula accion de la proteinasa-K. Segun Shedlock et al.
(1996) la proteolisis es enormemente inhibida en presencia de formalina, debido a que

dafa a la proteinasa-K.

Particularmente las técnicas propuestas por Heller et al. (1992) y Jones y Avise (1997)
emplean periodos breves de digestion (15 y 30 min, respectivamente). Heller et al.
(1992) emplea el método mas rapido para la protedlisis (sonicacion), que cualquier otra
técnica. Si bien con estas dos técnicas el tiempo empleado para la extraccion es menor
en comparacion a las otras, también se dio menor tiempo de accion de la proteinasa-K.
El tiempo de acciéon de la proteinasa-K puede ser un factor muy importante si se
considera la naturaleza insoluble de las proteinas fijadas en formalina (Shedlock et al.,
1996).

Otro factor importante es el método de purificaciéon. En las técnicas propuestas por
Heller et al. (1992) y Jones y Avise (1997), no se maneja un método de purificacion
(fenol-cloroformo) como tal. En la técnica propuesta por Coombs et al. (1999) se emplea
la purificacion con Chelex, posterior a la protedlisis. Si en estas tres ultimas técnicas se
logro la protedlisis completa, debido a la ausencia de un método de purificaciéon 6 a la
utilizacién de un método poco eficiente, el ADN extraido pudo ser de muy baja calidad.
Segun Ren et al. (2000), los remanentes de cualquier proteina de los cromosomas

disminuyen severamente la calidad del ADN extraido.

Los resultados de la extraccién obtenidos con la técnica propuesta por Eckerman et al.

(1997) demostraron que la utilizacion de Chelex para la extraccion no funcioné debido a
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la ausencia de protedlisis, evitandose de esta manera la liberaciéon del ADN previa a la

accion del Chelex.

8.2 Amplificacion de ADN extraido de larvas

El ADN extraido con las técnicas: Shiozawa et al. (1992), Dneasy Tissue Kit, Chase et al.
(1998) y Camarena -Rosales (realizada a temperatura de 4 °C), se intenté amplificar con
iniciadores estandarizados previamente con ADN extraido de adultos. Sin embargo, no
se logré la amplificacion de ADN mitocondrial de larvas de E. mordax. Estos resultados
demostraron que la eficiencia de la amplificacion se ve reducida por la fijacion del tejido
en formalina (Greer et al., 1991 en Malmgren et al., 1992) y que en muestras fijadas en
formalina es dificil amplificar una fraccién con iniciadores que trabajan muy bien en

muestras frescas o congeladas (France y Kocher, 1996).

Primeramente se intenté amplificar el ADN extraido de larvas con iniciadores que
amplificaban fragmentos de 551, 618 y 1,930 pb. Con estos iniciadores no se obtuvieron
amplificaciones. Estos resultados en un principio se atribuyeron al hecho de que la doble
hélice de ADN se encontraba rota en fragmentos muy pequefios y que los iniciadores
utilizados amplificaban fragmentos mayores. De acuerdo con Shedlock et al. (1996),
cuando se usa ADN extraido de tejido fijado en formalina, los fragmentos amplificados
tipicamente son de bajo peso molecular (100 — 200 pb). Algunos trabajos realizados con
muestras fijadas en formalina han reportado éxito en la amplificacion de fragmentos
mitocondriales de 120 pb (Shiozawa et al., 1992), 196 pb (Chase et al., 1998) y 242 pb
(Malmgren et al., 1992). El estudio realizado por France y Kocher (1996), reporté la
amplificacion de fragmentos que oscilan entre 167 y 523 pb. Este ultimo también reporto
una marcada disminucion en el porcentaje de muestras amplificadas a medida que el

tamano del fragmento amplificado era mayor.
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Algunos autores como Ren et al. (2000) han recomendado, para muestras fijadas en
formalina, utilizar un nuevo juego de iniciadores disefiados para amplificar un fragmento

tan pequeio como 120 pb.

Ante tal recomendacién, nuevamente se intenté amplificar el ADN extraido de larvas con
iniciadores que amplificaban fragmentos de 176 y 431 pb. Con estos nuevos iniciadores

tampoco se obtuvieron amplificaciones.

Estos resultados demostraron que, siguiendo los protocolos de extraccion y amplificacion
mencionados en éste trabajo, la posibilidad de amplificar exitosamente ADN de larvas de
E. mordax preservadas en formalina definitivamente es poco probable. Asi mismo estos
resultados pueden explicarse por el proceso curatorial al cual fueron sometidas las
muestras. Este proceso curatorial consistio en la fijacion y preservacion de las larvas de
E. mordax en formalina por un periodo de tres afos. En todos los estudios en donde se
logré la amplificacion de ADN a partir de tejido sometido a formalina, las muestras
siguieron otro proceso curatorial. Las muestras fueron fijadas en formalina (4 - 10%) por
periodo de 24 h (en algunos casos 48 h) y posteriormente transferidas a alcohol (70 —
80%) para ser almacenadas (Shiozawa et al., 1992, France y Kocher, 1996, Shedlock et
al., 1996, et al., 1997, Wirgin et al., 1997).

Los resultados obtenidos con larvas de E. mordax concuerdan con los reportados por
France y Kocher (1996), quienes de igual forma, no amplificaron ADN extraido de
especimenes que no fueron transferidos fuera de la formalina (con permanencia en ésta

ultima de varios meses o afos).

Algunos investigadores como Malmgren et al. (1992), incluso demostraron que para la
asignacion de genotipos de manera confiable podian utilizarse amplificaciones obtenidas
de tejidos fijados en formalina por periodos menores a 24 h. Después de las 24 h de
haber sometido un tejido a formalina, el producto de la amplificacion disminuia

dramaticamente y después de las 48 hrs ya no obtenian amplificaciones.
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A pesar de que se ha sefalado que la principal causa de los resultados obtenidos con
las larvas de E. mordax, es la preservacion por varios afos en formalina, aun permanece
incompleto el entendimiento de las interacciones de la formalina con el ADN. Se
menciond al principio de esta discusion que la fijacion en formalina causa el ligamiento
cruzado ADN-proteinas. Si la fijacién es por un periodo prolongado la doble hélice del
ADN se puede romper debido al fuerte efecto de ligamiento cruzado (Ren et al., 2000).
Si esto es cierto, el ligamiento cruzado podria ser la explicacion de los resultados
obtenidos con larvas de E. mordax, un ADN tan fragmentado que fue imposible de
amplificar. Por otro lado también se mencioné que durante el ligamiento cruzado se
formaban enlaces ADN-proteinas. Si durante la extraccion de ADN tales enlaces no son
eliminados en su totalidad, la amplificacion se veria afectada. La existencia de cualquier
remanente de proteinas disminuye en gran medida tanto la calidad como la cantidad del
ADN a amplificar (Ren et al., 2000). Esta seria otra posible explicacién del por que no se

logro la amplificacion.

En el caso particular del fragmento amplificado a partir de ADN de larvas extraido con la
técnica de Camarena-Rosales (realizada a temperatura ambiente), los resultados: 1)
extraccion de ADN de elevado peso molecular de tejido preservado en formalina (nunca
antes reportado), 2) amplificaciéon de un fragmento (650 pb) que no correspondia al
esperado con los iniciadores 16s ARNr y 3) valores elevados de similitud de la secuencia
obtenida con las correspondientes a bacterias, comprobaron la existencia de
contaminacion y proliferacion bacteriana durante el proceso de hidratacion realizado a
temperatura ambiente. Esta misma técnica realizada a temperatura de 4 °C no produjo
un ADN de elevado peso molecular en la extraccion, pero si presentd el mismo producto
de amplificacion al utilizarse los mismos iniciadores. Estos resultados establecen que la
técnica de hidratacion es susceptible a contaminacion bacteriana, aun cuando se realice

a temperatura de 4 °C.
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8.3 Extraccion de ADN de adultos de E. mordax

El resultado general de la extraccion de ADN gendmico fragmentado, obtenido en
adultos, puede explicarse por el método de preservacion empleado al momento de la
obtencion de la muestra. Una vez capturados los especimenes adultos de E. mordax,
estos fueron congelados por varios dias antes de ser transferidos a etanol (70%).
Durante este lapso de tiempo muy probablemente ocurrié la degradacién parcial del
ADN, misma que se atribuye a la accién de las enzimas y a las condiciones fisicas
(temperatura). Algunas de las formas de preservar el tejido y evitar la degradacion del
ADN son: congelandolo a muy bajas temperaturas (-80 °C) ¢ fijandolo en etanol (70%),
inmediatamente después de obtener la muestra. Lo que se esperaria de un espécimen
adecuadamente preservado, al momento de la extraccion, es un ADN integro y de

elevado peso molecular.

8.4 Amplificacion de ADN de adultos de E. mordax

A pesar de la poca integridad de los extractos de ADN obtenidos en adultos, éstos
sirvieron para la amplificacién de tres fracciones de ADN mitocondrial de E. mordax,
poniendo en claro que dichas extracciones son de mejor calidad a las obtenidas con
larvas. Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los obtenidos por
Shiozawa et al. (1992), quienes observaron que las extracciones obtenidas de las
muestras preservadas en alcohol etilico son superiores a las obtenidas de muestras
preservadas en formalina. La comparacion de los resultados obtenidos en adultos vs
larvas resalta el efecto del fijador empleado. El etanol pertenece a los fijadores
precipitadores. Estos fijadores preservan las substancias celulares y moleculares,

aunque la morfologia se preserva en menor grado (Ren et al., 2000).
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8.5 Secuencias

Los valores elevados de similitud obtenidos entre las fracciones amplificadas de E.
mordax (NADH1, 16s ARNr y regién control Il) y sus correspondientes fracciones
reportadas para otros engraulidos (E. japonicus y E. ringens) comprobaron la identidad
de las fracciones reportadas y descartaron la posibilidad de amplificaciones falsas por

contaminacion ¢ artificios del PCR.

8.6 Diversidad genética

El analisis de RFLP realizado en adultos de E. mordax, reveld6 a través de los
estimadores empleados (h, 6 y ©) una diversidad genética baja. Tal resultado contrasta
fuertemente con los obtenidos en otros estudios de peces y no se atribuye a la fraccion,
region control, de ADN mitocondrial utilizada. En otras especies de peces los valores de
diversidad haplotipica, obtenidos a través de andlisis RFLP de la misma regién
mitocondrial, son mucho mayores. En el marlin rayado se reporté una diversidad
haplotipica de 0.82 (Graves y McDowell, 1994 en Tabata y Mizuta, 1997), en el atun
aleta azul de 0.975 (Okamoto et al., 1994 en Tabata y Mizuta, 1997), en el pez espada
de 0.92-0.95 (Chou, 1994 en Tabata y Mizuta, 1997) y en Pagrus major de 0.892
(Tabata y Mizuta, 1997). Estos valores demuestran la alta variabilidad de la fraccién

region control dentro del ADN mitocondrial.

En otros trabajos con peces en donde se ha reportado una diversidad total muy alta, en
algunos de sus sitios de muestreo existen valores de diversidad muy bajos. El trabajo
realizado con secuencias de la region control del lenguado (Solea vulgaris), mostré en
una de sus estaciones de muestreo el nivel mas bajo de diversidad, un valor de
diversidad de haplotipos de 0.271 (Guarniero et al., 2002). Este valor, similar al obtenido
en el presente estudio a través de RFLP, nos indica mediante un analisis mas sensitivo
(analisis de secuencias), que aun en la regidén control se pueden encontrar valores bajos

de diversidad.
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La baja diversidad genética observada en el presente estudio con solo una muestra de
E. mordax, proveniente de la region central del Golfo de California, tampoco se puede
atribuir al numero de especimenes analizados. Estudios similares han analizado menor
numero de especimenes por estacion de muestreo, reportando valores altos de
diversidad. En el estudio realizado por Martin et al. (1992) emplearon 19 especimenes
para su analisis de RFLP de la region control; Guarniero et al. (2002) emplearon un
promedio de 23 especimenes por muestra para su analisis de secuencias de la misma
region mitocondrial; Hauser et al. (1998) emplearon un numero promedio de 20
especimenes por muestra para el analisis de RFLP de los genes ND5/6 y Bembo et al.
(1995) emplearon 20 especimenes por muestra para el analisis de RFLP de los mismos
genes. En este ultimo estudio se hace la recomendacion de emplear tamafios de
muestra de 40 — 50 peces, tamafio de muestra similar al que se empled en el presente
estudio (41 especimenes). Ademas existe el dato de alta diversidad haplotipica para E.
mordax con el analisis de tan solo 14 especimenes provenientes de la costa occidental

de Norteamérica (Grant y Bowen, datos no publicados en Grant y Bowen, 1998).

La mayoria de los estudios realizados en pelagicos menores, mediante analisis de RFLP
0 secuencias de fracciones mitocondriales, han reportado valores de diversidad
haplotipica mayores a los encontrados el presente estudio. En Sardinops ocellatus, S.
neopilchardus, S. sagax, S. caeruleus y S. melanostictus se reportaron diversidades
haplotipicas de 1.00 (primeras cuatro especies) y 0.96 (ultima especie) con la fraccién
region control (Bowen y Grant, 1997 en Grant y Bowen, 1998), en Limnothrissa miodon
se reportd una diversidad de 0.931 con la fraccion NADH5/6 (Hauser et al., 1998), en
Engraulis encrasicolus se han reportado diversidades de 0.75 (Magoulas et al., 1996 en
Grant y Bowen, 1998), 0.88 (Bembo et al., 1995), y 0.94 (Grant y Bowen, datos no
publicados en Grant y Bowen, 1998) al analizar la molécula entera de ADN mitocondrial,
fraccidon NADHS/6 y fraccion citocromo b respectivamente; en E. japonicus, E. australis 'y
en E. mordax (costa occidental de Norteamérica) se reportaron diversidades de 0.91,
0.90 y 0.88 respectivamente con la fraccién citocromo b (Grant y Bowen, datos no

publicados en Grant y Bowen, 1998).
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En contraparte, han sido pocos los estudios realizados en pelagicos menores que han
reportado una diversidad haplotipica baja. En Sardina pilchardus, se han reportado
diversidades haplotipicas de 0.36 (Grant et al., en prensa en Grant y Bowen, 1998); y de
0.41 en promedio (Tinti et al., 2002) con la fraccion citocromo b; en Engraulis anchoita,
E. ringens y E. capensis se reportaron diversidades de 0.44, 041 y 0.21
respectivamente con la fraccidén citocromo b (Grant y Bowen, datos no publicados en
Grant y Bowen, 1998).

La baja diversidad genética (h y ) encontrada en el presente estudio es parecida a la
reportada para Sardina pilchardus, Engraulis anchoita, E. ringens y E. capensis. En
estas especies, al igual que en E. mordax del presente estudio, tal diversidad es
caracterizada por niveles de diversidad nucleotidica (n) de bajos a moderados y
filogenias en forma de estrella; consistiendo de un haplotipo comun compartido por la
mayoria de las muestras y pocos haplotipos variantes distinguidos por mutaciones
(Grant y Bowen 1998; Tinti et al., 2002). De acuerdo con Grant y Bowen (1998), las
caracteristicas anteriormente mencionadas, indican que esta implicita la dinamica
poblacional dentro de la regién, incluyendo severas fluctuaciones poblacionales, fuerte
seleccién natural sobre haplotipos 6 extinciones y recolonizaciones sobre una escala
local (estructura metapoblacional dentro de la region). Estos eventos se encuentran
evidenciados por marcadas fluctuaciones en abundancia de huevos y larvas de E.
mordax, a través de varios anos, en la region central del Golfo de California (Green-Ruiz

y Hinojosa-Corona, 1997; Sanchez-Velasco et al., 2000).

La dinamica poblacional asociada al clima puede ayudar a entender los bajos niveles de
diversidad genética. Los cambios climaticos y oceanograficos que producen cambios
rapidos en la temperatura superficial de amplias regiones y en las intensidades de
surgencias, influyen directamente sobre la abundancia del zooplancton en areas de
crianza larvaria y regulan la abundancia de la biomasa desovante. Durante las
fluctuaciones de abundancia zooplantdnica las poblaciones adultas presentaran declives;
es bien sabido que todas las poblaciones regionales de sardinas y anchovetas tienen

historias similares de declives y recuperaciones parciales (Lluch-Belda et al. 1989 en
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Grant y Bowen 1998). En poblaciones en declive existirda una fuerte seleccién natural
sobre los haplotipos y se acelerara la pérdida de linajes (Grant y Bowen 1998). Los
linajes remanentes posteriormente llevaran a cabo la recuperacion de la poblacion y la

recolonizacion de la region.

La baja diversidad genética obtenida en el presente estudio con la unica muestra de
adultos de E. mordax puede atribuirse a un reducido tamafo poblacional efectivo (Ns). El
cardumen del cual provino la muestra probablemente es el producto de pocos
apareamientos que resultaron exitosos debido a su condicién biolégica y a que se vieron
favorecidos por factores ambientales 6 “ventanas de oportunidad” (Hedgecock et al.,
1994), desde sus primeras etapas de vida hasta el momento en que fueron capturados.
Estos especimenes estan indicando la presencia de muy pocos linajes maternos, dentro
del cardumen capturado, que fueron producto del azar. Evidencia de tal reclutamiento
azaroso en peces marinos viene de la observacion de diferencias genéticas entre
cardumenes individuales de anchovetas de California (Hedgecock, 1994 en Grant y
Bowen 1998).

De manera peculiar la baja diversidad genética obtenida en la muestra de adultos de E.
mordax, en el presente estudio, contrasta con los niveles de diversidad genética
reportados por Hedgecock et al. (1989) y Grant y Bowen (1998). Hedgecock et al.
(1989), utilizando alozimas, registran niveles substanciales de diversidad genética en E.
mordax para la Costa Occidental de la Peninsula de Baja California. Grant y Bowen
(1998), empleando 14 especimenes para un analisis de secuencias con la fraccion
citocromo b (521 pb), reportaron una diversidad haplotipica alta (h=0.88) para California.
Ante tales evidencias existe la posibilidad de que exista un aislamiento reproductivo o
ausencia de flujo génico entre las subpoblaciones de E. mordax de la Costa Occidental
de la Peninsula de Baja California y el Golfo de California. Si bien los estimadores de
diversidad genética (h y =) en el presente estudio fueron obtenidos a partir de solo una
muestra, los valores de tales estimadores contrastan enormemente con los reportados
por Hedgecock et al. (1989) y Grant y Bowen (1998).
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En otras especies de peces como en la perca rayada (Morone saxatilis), la ausencia de
un genotipo unico del Golfo de México en poblaciones del Atlantico Sureste se atribuyo6 a
un reciente aislamiento reproductivo, asociado a la existencia de una barrera termal que
impide la migracién de M. saxatilis a través del estrecho de Florida (Wirgin et al., 1997).
En la chopa verde Girella nigricans (Terry et al., 2000) mediante analisis de secuencias
de la region control (344 pb), se demostré el aislamiento entre poblaciones de la Costa
Occidental de la Peninsula de Baja California y el Golfo de California. El flujo genético
entre las dos regiones a través de Cabo San Lucas, fue extremadamente bajo. Este
aislamiento se atribuyd al importante papel que pueden jugar las corrientes y barreras
oceanograficas sobre la dispersion de esta especie, y en consecuencia sobre sus niveles
de flujo genético. Terry et al. (2000), plantearon dos posibles escenarios para explicar el
origen de la disyuncién poblacional (Costa del Pacifico-Golfo):

(1) Brusca (1973) en (Terry et al., 2000) propuso que esta disyuncién se debio al
calentamiento postglacial de las aguas que rodeaban la punta de la peninsula, lo cual
restringié el movimiento de especies de peces “templadas” a aguas mas al norte. Los
eventos glaciales pudieron resultar en multiples invasiones y separaciones en el Golfo de
California por la accesibilidad a rodear la regién de Cabo San Lucas cuando la
temperatura del agua fue muy fria. Esta hipdtesis puede predecir una separacion entre
poblaciones de aproximadamente de 10,000 afios.

(2) Durham vy Alison (1960) en (Terry et al., 2000) propusieron que hace
aproximadamente 1 millon de afios la peninsula de Baja California estaba restringida a
una pequefa area en el norte y la region sur de Baja California estaba compuesta por
varias Islas. Especies templadas de peces pudieron haberse movido libremente dentro y
fuera del area que ahora es el Golfo de California, hasta que las rutas marinas a través
de la Peninsula de Baja California se cerraron. Esta ultima hipdtesis es la mas aceptada
por Terry y colaboradores, por que la tasa de mutacion del ADN mitocondrial concuerda
mas (en cuanto al tiempo) con una divergencia temprana entre estas dos regiones que

con la hipotesis de un periodo glacial.

Cabe senalar que las diferencias encontradas entre la diversidad genética del presente

estudio y las reportadas por Hedgecock et al. (1989) y Grant y Bowen (1998), también

59



podrian atribuirse a la estructura genética de la poblacién de Engraulis mordax, a lo largo
de su amplia distribucion geografica. En la anchoveta europea E. encrausicolus ha sido
reportada una considerable estructuracion genética que ha sido atribuida a la existencia
de barreras hidrograficas y geoldgicas que restringen la migracién, particularmente en la
cuenca Este del Mediterraneo (Bembo et al.,1995, 1996a, 1996b; Magoulas et al., 1996
en Hon-Tsen et al., 2002). Sin embargo en cualquiera de los estudios realizados por los
autores anteriormente citados, los datos no dan soporte a la restriccién severa de flujo
genético, aun cuando se han identificado diferentes stocks en el Mar Adriatico (Bembo et
al., 1996a en Hon-Tsen et al., 2002). También existe un estudio con tres grupos de
desove de E. encrasicolus en el Noroeste del Mediterraneo que indica una estructura
panmictica, probablemente debida a la influencia de fuerte flujo genético (Tudela et al.,
1999 en Hon-Tsen et al., 2002). Al parecer probablemente las barreras geograficas y
caracteristicas hidrolégicas en areas que abarcan los grupos desovantes pueden jugar

un papel clave en la estructuracion de la poblacién (Hon-Tsen et al., 2002).

La limitacion de este trabajo a una sola muestra de E. mordax de uno de los extremos de

la distribucion total no permite hacer mayores inferencias al respecto.
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. CONCLUSIONES

. Los resultados obtenidos con las técnicas de extraccion de ADN a partir de larvas de
E. mordax, probadas en el presente estudio, indican que a pesar de que estas
técnicas han dado buenos resultados con especimenes fijados en formalina (24 - 48
h) y preservados en alcohol, no contemplan el efecto de preservacion de un tejido en

formalina a largo plazo.

. Los resultados obtenidos en la amplificacion de ADN extraido de larvas de E.
mordax, plantean dos posibles causas: 1) la presencia de ADN extraido muy
fragmentado por efecto de fuerte ligamiento cruzado 6 2) la existencia de remanentes

de proteinas aun después del proceso de purificacion.

. Los resultados obtenidos con la técnica de hidratacion (Camarena-Rosales) indican

que la técnica es susceptible a contaminacion bacteriana.

. Los resultados obtenidos en la extraccion y amplificacion de ADN de adultos de E.
mordax, resaltan el efecto del fijador empleado sobre los especimenes e indican que
las extracciones obtenidas de las muestras preservadas en alcohol etilico son

mejores a las obtenidas de muestras preservadas en formalina.

. Las secuencias de ADN mitocondrial reportadas para adultos de E. mordax, son una
herramienta util que permiten la identificacion de la especie, a partir de una muestra

de tejido.
En estudios genético-poblacionales de E. mordax del Golfo de California, mediante el
analisis de RFLP de la region control, las enzimas Alu I, Fok | y Xba | pueden

considerarse diagnosticas debido al polimorfismo que despliegan.

. Los estimadores derivados del analisis de RFLP de la muestra de adultos de E.

mordax, provenientes de la region central del Golfo de California, indican unos de los
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valores mas bajos de diversidad genética tanto para la especie como para la fracciéon

mitocondrial “region control” en comparacion a otras especies de peces.
La baja diversidad genética encontrada en la muestra de adultos de E. mordax

provenientes de la regién central del Golfo de California, puede atribuirse a un
reducido tamafo poblacional efectivo (Ny).
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10. RECOMENDACIONES

1. Para trabajar directamente con el genoma de una especie, se recomienda utilizar
especimenes recién capturados, congelados a muy bajas temperaturas (-80 °C) 6

fijados y preservados en etanol (70%).

2. Para estudios de genética poblacional en larvas de peces provenientes de cruceros
oceanograficos se recomienda la modificacidon del proceso curatorial tradicionalmente
empleado. Una propuesta seria fijar las larvas de peces en formalina neutralizada

(4%) y posteriormente preservarlas en etanol (70%).

3. Se recomienda evaluar el tiempo maximo de fijacién en formalina después del cual

los especimenes aun pueden ser utilizados para analisis molecular.

4. Se recomienda la realizacion de un estudio con este mismo marcador genético (ADN
mitocondrial) que contemple una red de estaciones de muestreo a lo largo de la costa
Occidental de la Peninsula de Baja California asi como dentro del Golfo de California,
para establecer la estructura genético-poblacional de la especie en el Pacifico

Nororiental de México.

5. En estudios posteriores de genética poblacional de E. mordax mediante analisis de la
region control, se recomienda el uso de los iniciadores disefiados en este estudio

bajo las condiciones termociclicas establecidas.
6. En estudios posteriores de genética poblacional de E. mordax mediante RFLP de la

region control, se recomienda el empleo de las enzimas Alu I, Fok | y Xba I, como

enzimas diagnosticas.
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APENDICE |
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APENDICE Il

Taggart et al. (1992)

Solucién amortiguadora TNES-Urea:

TriS-HCI .. 10 mM (pH 7.5)
N L e 1.5M
EDT A 2N ..o 10 mM (pH 7.5)
T 10 0.5%
O = 4 M
fenol-cloroformo-isoamilalcohol................oiii i 25:24:1
cloroformo-isoamilalConol. ... .. ... 24:1
NAO A C ..o 3M

Solucion amortiguadora TE (pH 7.6):
TiS-H L 10 mM

Heller et al. (1992):

Solucién amortiguadora:

S 50 mM
THS-HC 10 mM (pH 8.3)
MG . . e 1.5 mM
TWEEBN 20 .. 0.5 %

Shedlock et al. (1996):
Solucién GTE:

L1171 = T 100 mM
TriS-HC. .o 10 mM (pH 8.0)
B D T A . 1 mM
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Solucién amortiguadora de extraccion:

ST 10 1%
THS-HC 25 mM (pH 7.5)
E D T A e 100 mM
1 (a1 o i T =Y 1 (o] I 1 ) TS 1M
fenol-cloroformo-isoamilalcohol................ooii i 25:24:1
cloroformo-isoamilalConol. ... .. ... 24:1
NAO A C .. 3M

Eckerman et al. (1997):
NI EX. . e 5%

Jones y Avise (1997):

Solucién amortiguadora TNES-Urea:

TriS-HCI .. 10 mM (pH 7.5)
N =T PP 1.5 M
ED T A 2N .o 10 mM (pH 7.5)
S S . 0.5%
O = 4 M

Shiozawa et al. (1992):
Solucion amortiguadora TE9 (pH 9.0):

I =T 500 mM
B D T A . e 20 mM
N . 10 mM
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fenol-cloroformo-isoamilalconol. ... ..o 25:24:1
Cloroformo-iSOaAMIIAICONOL. ..... .. e e e, 24:1
NAO A C . ..o 3M

Solucion amortiguadora TE (pH 7.6):
TriS-H L 10 mM

DNeasy Tissue Kit:
Solucion Stock PBS (100mM)

NazHPO4 (@Nhidro). ..o 12.2 g
NaH2PO4H20 . ... 22g
N L. .o 85.0¢g
O c.b.p.11

PBS 10 mM (pH 7.2)
SOlIUCION StOCK PB S . 10 %

Chase et al. (1998):

Coombs et al. (1999):

Solucién amortiguadora TNES-Urea:

TriS-HCI L. 10 mM (pH 7.5)
N =T PP 1.5 M
EDT A 2N .. 10 mM (pH 7.5)
S S . e 0.5%
O = 4 M
Rl EX. . e e 5%
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Camarena-Rosales (2002) (com. pers.):

= o o ) 100 %
= [ [ | R 80 %
= o T ) 60.%
= o T ) 40 %
= o T ) 20 %

Sambrook et al., 1989:
Bromuro de €lidio. ......ooueiiiii 1X
SYOr-QOIA. . e 1X
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GLOSARIO

ENSO. Del ingles El Nifio southern Oscillation. ElI Nifio es una corriente calida que
aparece frente a Peru tipicamente en la época de navidad y que permanece durante

varios meses.

Electroforesis. Es el movimiento de las moléculas — usualmente proteinas 6 acidos
nucleicos — a través de un gel en respuesta a un campo eléctrico. Las moléculas de

diferentes tamafos y cargas se mueven a diferentes tasas de migracion.

Enzima de restriccion. Son aquellas enzimas que cortan al ADN en sitios particulares.
Cada tipo de enzima de restriccion corta a la doble hélice del ADN en todos los sitios en
los cuales exista una secuencia particular de nucleétidos llamada sitio de restriccion de

la enzima.

Frente. El término “frente” fue utilizado como fue sugerido por Cromwell y Reid (1956)
en Roden (1958); estrecha banda a lo largo de la superficie del océano en la cual la
densidad cambia abruptamente. El término “frente de temperatura” y “frente de salinidad”
seran utilizados para describir el frente de densidad, el cual solo puede ser determinado

adecuadamente a través de las mediciones de temperatura y salinidad.

Haplotipo. Es una combinacién unica de marcadores genéticos presentes en un

cromosoma 0 en el ADN mitocondrial.
Iniciadores. Son secuencias de oligonucledtidos que se alinean en la regién a ser
amplificada. Estos son empleados para la elongacion de la cadena por la ADN

polimerasa.

Iniciadores universales. Son los iniciadores que amplifican una seccién dada de ADN

en una amplio intervalo de taxa.
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Poblacion. En genética poblacional, la palabra poblacién no usualmente se refiere a la
especie entera; esta se refiere en cambio a un grupo de organismos de la misma
especie viviendo dentro de un area geografica suficientemente restringida y cualquier
miembro puede potencialmente aparearse con otro miembro. El término poblacién en
genética poblacional hace referencia a las poblaciones locales. Algunas veces estas

ultimas también son referidas como poblaciones mendelianas 6 subpoblaciones.

Larva. Estadio que inicia después de la absorcion del saco vitelino, diferente en forma y
pigmentacion a los estadios juvenil 6 adulto. Debe existir una transformacién o

metamorfosis antes de asumir caracteristicas de juvenil ¢ adulto.

Reaccion en cadena polimerasa (PCR). Proceso que utiliza los componentes basicos
de la compleja maquinaria de replicacion para hacer copias de fragmentos de ADN. Una
molécula de ADN es copiada, en un sistema amortiguador, por una ADN polimerasa que
utiliza desoxinucledtidos como bloques de construccion para la nueva hebra. La region
del ADN a ser copiada es definida por los iniciadores oligonucle6tidos de secuencia

especifica.

El PCR procede en tres pasos distintos gobernados por la temperatura:

e Primero; Las hebras del ADN son separadas por calor, lo cual causa rompimiento
de los enlaces de hidrogeno entre los pares de bases de las hebras de ADN,
proceso conocido como desnaturalizacion.

e La siguiente reaccion es enfriar hasta la temperatura de alineamiento para
permitir que los iniciadores oligonucleétidos encuentren sus secuencias
complementarias sobre las hebras del ADN.

¢ Finalmente la reaccion es calentada a una temperatura 6ptima para que la ADN
polimerasa comience a adicionar los desoxinucledtidos al grupo 3’-OH de los

iniciadores (polimerizacion), proceso conocido como extension.
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Si el PCR es llevado a cabo con un 100% de eficiencia entonces 20 ciclos producirian un

millon de copias de la fraccién de ADN original.

RFLP. Polimorfismo en la longitud del fragmento de restriccion. Esta es una diferencia
en la longitud de un fragmento de restriccion que se encuentra segregado en las
poblaciones naturales. Debido a que los RFLP’s se encuentran en todo el genoma se

asume que tienen principal importancia en la genética.

Stock. Es una poblacion que actualmente se pesca y se somete a un manejo. Asi la
palabra stock unicamente es definida en relacion a la actividad humana, esta misma no
pretende describir una unidad natural de organizacion biolégica. Todo el manejo de las
pesquerias esta basado implicitamente sobre el concepto de stock. El stock es
simplemente aquella entidad de la cual se realizan las capturas, y los problemas de

definicion a menudo son una cuestion de escala geografica apropiada.

En cuestiones de genética poblacional un stock es una poblacién de organismos que
(idealmente) comparten una poza génica comun, que es suficientemente discreta (y
nominalmente identificable) para garantizar la consideracion de wun sistema

autoperpetuante que puede ser manejado.

Subpoblacién. Es un grupo de peces que se entrecruzan entre si de manera mas o
menos azarosa y en menor medida con los peces de otras subpoblaciones. Las
subpoblaciones son unidades de organizacién biolégica definidas por vinculos de
apareamiento. Debido a que un stock de peces, reconocido por la pesqueria y su
manejo, puede comprender mas de una subpoblacion, una base biolégica para el
manejo de tal mezcla de stocks demanda la identificacion de las subpoblaciones

senaladas.

Temperatura de alineamiento. Es la temperatura a la cual la mitad de los iniciadores se

alinean a la regién a amplificar.
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Figura 2. Continuacion
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