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nas de temperatura y salinidad (SIMPSON vy
I'ER, 1956).

este trabajo se estudia la variabilidad genética dc

.erasas de Cyprinodon dearborni, uno de los repre-
ites de los Cyprinodontidae en Venezuela, con el
sito de establecer las bases que permitan disefiar
igaciones tendentes a dilucidar los factores que
n el mantenimiento de esos polimorfismos en las
ciones naturales de peces marinos.

ATERIALES Y METODOS

emplares adultos de Cyprinodon dearborni de,
s sexos, fueron colectados mediante redes en las
nfas del canal de entrada a la laguna La Restinga,
¢ Margarita, Venezuela .y transportados al labora-
en recipientes plMsticos.

fin de elegir el tejido mds apropiado para detectar
terasas se determind la distribucién de estas enzi-
:n corazén, higado, vesicula, rifién, bazo, cerebro,
génadas, ojos, intestino y estémago. Cada muestra
omogeneizada, en frio, en amortiguador Tris-HCl,
M, pH 7.00, centrifugada a 3.000 r.p.m. durante 15
tos y el sobrenadante fue sometido inmediatamente
stroforesis horizontal en gel de almidén.

os geles (10 x 15 x 0,5 cm) fueron preparados con

de almidén hidrolizado (Sigma Chem. Co,
ouri) en 100 m! de amortiguador. Para procurar
ier la mejor resolucién en la separacién electroforé-
se estudié el efecto del pH del buffer del gel. Los
es de pH usados fueron 7.00, 7.60 y 8.00. Cada
1 fue preparado con Tris hidroximetil aminometa-
),03M, ajustando el pH con dcido citrico 0,025M
.alcanzar el valor deseado.

A electroforesis se realizé en frio, dentro de una
ra, y aplicando una diferencia de potencial de 200
os entre los extremos del gel durante 1 hora y 45
itos. Para los reservorios se utilizé un tampén de
o Bérico 0,3 M, ajustado a pH 8,6 con hidréxido de
.

ara la deteccion de las esterasas, el gel, luego de ser
ido horizontalmente, fue incubado a 37 "C durante
linutos en una solucién de Tris-HCl, 0,05 M, pH 7.0
al) con 50 mg de Fast Blue RR y 2 ml de una solucién

% de o< -naftil acetato en acetona (50% V:V).
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Las zonas de actividad enzimadtica fueron identifica-
das en funcién de su movilidad hacia el 4nodo. La zona
de menor movilidad fue designada EST-1, la siguiente
EST-2 y asf sucesivamente.

Para confirmar cada zona de actividad enzimstica
como el producto de diferentes loci, se sigui6 la segrega-
cién de los electromorfos en la progenie resultante de
algunos cruces efectuados en el laboratorio mediante
fecundac:  artificial. Para ello fueron seleccionados
hembras y machos adultos, con coloraciones que indica-
ban que se encontraban en €] mdximo grado de actividad
sexual (CARDONA, 1983). Los ¢vulos fueron obtenidos
mediante presién abdominal. Para obtener el esperma, a
los machos se les extrajeron los testiculos, que fueron
introducidos en un tbo de ensayo, se agreg6 0,5 ml de
agua de mar filtrada y se homogeneizd con una varilla
de vidrio. Los gametos fueron mezcladosy, luego de 1/2
hora, los ovocitos fecundados fueron enjuagados con
agua de mar recién filtrada y colocados en recipientes de
500 cc, también con agua de mar filtrada, en los que se
completé el desarrollo embrionario (temperatura de
261 °C y salinidad de 38 %0). Al cabo de 5 dias se
produjo la eclosién y 30 dias mds tarde la progenie fue
analizada. Cada individuo fue triturado en 50 pl de
tampén Tris-HC1 0.05 M, pH 7.0 ¢ inmediatamente el
homogeneizado resultante se dejé embeber por un
cuadro de papel de filtro Whatman N2 3, el cual fue
insertado en el gel de almiddn para efectuar la separacién
electroforética.

Los aleios fueron identificados de acuerdo a la movi-
lidad elcctroforética relativa de sus productos, asignando
el mimero 100 al alelo m4s frecuente (SHAKLEE et al,
1¢ . 4).

Las frecuencias alélicas se estimaron como ¢] niimero
de cada variante electroforética entre el total de variantes

observadas con un error estdndar v, [(l-p)I'ZN)] (LE-
VINTON y KOEHN, 1976). El desvio con respecto al
nimero de heterocigotos esperados segiin la ley de
HardyWeinberg se calculé como D=(XHo- I He)/ZHe,
donde Ho es el mimero de heterocigotos observados y He
el esperado, este uiltimo obtenido a partir de las frecuen-
cias alélicas estimadas (SELANDER, 1970).

Para determinar la independencia de la distribucién
de las frecuencias fenotipicas entre los sexos se utilizé Ia
prueba de contingencia Chi-cuadrado (SOKAL y
ROHLF, 1969). Para cada locus se determind si la hete-
rocigosidad observada se ajustaba a la esperada segiin el
principio de equilibrio de Hardy-Weinberg siguiendo las
recomendaciones de LESSIOS (1992) para la realizacidn
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LA III. Frecuencias (F) * error estdndar (ES) de
los alelos para cuatro loci de esterasas =
Cyprinodon dearborni. Se indica la
frecuencia de heterocigotos observada
(Ho), esperada (He), el indice D, y el esta-
distico X* para la prueba de bondad de
ajuste. N representa el nimero de alelos

muestreados.
Alelo F:ES Ho  He D X3($)
! 98  024% 0027 023 0497 -0525 33,00
100  0,66% 0,030
102 0,10 0,019
N: 123
i 100 060% 0016 069 0480 +0,438 19,197
102 040% 0,016
N: 110
i 100 071% 0014 029 0427 -0321 8107

102 0,03+ 0,002
104 026t 0,013

N: 110

a la Tabla IV se indica la distribucién de los fenoti-
egun el sexoparalos loci EST-3, EST-5y EST-6. El
listico X° para probar la hoinogeneidad de las fre-
cias fenotipicas entre los sexos, en todos los casos,
t6 ser no significativo (p>0,05).

LAIV. Distribucién de fenOUpos seglin el sexo.
Se indica el valor X* para probar la homo-
geneidad de la distribucion de las frecuen-
cias fenotipicas entre los sexc.

Fenotipo  Machos Hembras X2 4e Homogeneidad
98/98 4 12 7,85ns
1007100 32 3s '

102/102 6 5
98/100 17 10
98/102 - 1
100/102 - 1
100/100 15 13 0,536ns
102/102 q 2
100/102 39 37
100/100 36 26 4.0603
102/102 ! 1
104/104 9 5
100/102 i 1
102/104 - -
100/104 il 19
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo coinciden con los de
otras investigaciones realizadas en teledsteos, en las que
se ha determinado que las esterasas muestran un consi-
derable grado de diversidad (KOEHN y RASSMUS-
SEN, 1967; FUJINO y KANG, 1968; KOEHN ez al.,
1971; PEREZ, 1974; MITTON y KOEHN, 1975). En las
seis zonas de actividad esterolitica detectadas en
Cypri  'on dearborni, se observé polimorfismo y los
resultauus del cruce entre progenitores de genotipos co-
nocidos permitieron confirmar que al menos tres de las
seis zonas polimérficas estdn determinadas genética-
menie.

El andlisis de las frecuencia génicas y gencti:..cas de
la poblacién en estudio para los loci EST-3 EST-5y
EST-6 evidenci6 diferencias significatives p < 0,01)
entre las frecucncias fenotipicas observad: - y las espe-
radas para el equilibrio H-W. Las de: i+ iones de las
frecuencias fenotipicas observadas en pobiaciones natu-
rales, respecto a las esperadas segin: 'a icy de Hardy-
Weinberg . constituyen un fenémeno que se ha intentado
explicar en funcion de diversos factores tales como el
intracruzamiento, el cruzamiento no aleatorio, la mezcla
de subpoblaciones con frecuencias génicas diferentes
{efecin Wihland), la presencia de alelos nulos o silentes
y la seleccién (SMITH, 1970; BOYER, 1974; LASSEN
y TURANO, 1578; ZOUROS y FOLTZ, 1984;
GAFFNEY et al., 1990). Sin embargo, resulta complica-
do precisar cuai de esos factores, o cual combinacién de
ellos es responsable de las desviaciones observadas para
los loci de esterasas de la poblacién de C. dearborni
est iada, ya que simultineamente con la deficiencia de
hewerocigotos para EST-3 y EST-6, también se registré
= acentuado exceso de heterocigotos para EST-S.

En el caso que nos ocupa, tales desviaciones no pue-
den ser explicada como consecuencia de intracruzamien-
to o de lamezcla mecinica de poblaciones genéticamen-
te difzrentes (efceto Wahlund), por cuanto estos factores
actuarizn sobre todos los loci de igual manera, provocan-
do deficiencias de heterocigotos similares (GAFFNEY
et al., 1990; LESSIOS, 1992), y los valores de D obteni-
dus en los loci estudiados son muy diferentes (Tabla III)

Otra alternativa serfa la existencia de alelos nulos o
silentes, es decir, genes cuyos productos son inactivos,
lo cual conduciria a registrar las combinaciones hetero-
cigéticas de esos alelos con cualesquiera otros como si
fuesen homocig6ticas. La frecuencia de un alelo nulo (v)
puede estimarse como (1-t)/(1+t)=(v), donde tes la razén
entre los heterocigotos observados y los esperados
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rofundidad, en los que la insolacién conduce a
»s extremos de temperatura, salinidades elevadas
s niveles de oxigeno disuelto, condiciones que,
CARDONA (1983) y MARTIN (1972), restringen
sencia de predadores y de oftras especies que
an competir por alimento y espacio.

consecuencia, la elevada variacion genética que
ta C. dearborni para esterasas podria interpretarse
:l resultado de la seleccidn natural en respuesta a
iaciones ambientales en el hdbitat que ocupa y las
icias en el indice de Selander que mostré una
erable deficiencia de heterocigotos en los loci
y EST-6, mientras que para EST-5 revelé un
1 de heterocigotos, pudiera obedecer a presiones
vas marcadamente diferentes sobre los individuos
seen los genes que codifican esos productos. No
te, es necesario aclarar que mucha de la variacién
:a existente en las poblaciones naturales pudiera
plicada como resultado de mutaciones selectiva-
neutrales (KIMURA, 1968). Esto se ha planteado
:z mds como un dilema en una revision reciente
la evolucion de las hemoglobinas multiples en
(PEREZ er al., 1995).

estudio de las propiedades funcionales de las
sas de C. dearborni bajo condiciones ambientales
ladas quizas podria aclarar el dilema.

‘RADECIMIENTO

e trabajo fue financiado por el Consejo de
igacién de la Universidad de Oriente (Proyecto
120-00476/91.

FERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

INOVICS, J. 1971. The effects of a heterogeneus
nment on the genetics of natural populations.
Scient. 59 (5): 593-599.

;ER, E. 1976. Heterosis and the maintenance of
1e polimorphism. Am. Nat. 110 (975): 823-834.

3R, J. F. 1974. Clinal and size-dependent variation
LAP locus in Mytilus edulis along the Atlantic
and the Gulf of Mexico. Mar. Biol. 75: 99-112.

JONA, G. J. D. 1983. Aspectos biolégicos de
nodon dearborni (Meck, 1909) (Pisces: Cyprino-
lae). Tesis de Grado. Universidad de Oriente.

61

FUJINO, K. 1970. Immunological and biochemical ge-
netics of tunas. Trans. Amer. Fish. Soc. 99 (1): 152-175.

FUJINO, K. y T. KANG. 1968. Serum esterase groups
of pacific and atlantic tunas. Copeia. 1: 56-63.

GAFFNEY, P. M., T. M. SCOTT, R. K. KOEHN y W.
J. DIEHL. 1990. Interrelationships of heterozygosity,
growth rate and heterozygote deficiencies in the coot
clam, Mullina lateralis. Genetics 124: 687-699.

HOAR, W. S. 1973. General and Comparative
Physiology. Prentince-Hall Intemational, INC., London.

JHONSON, M. S. 1977. Association of allozymes and
temperature in the crested blenny Anoplarchus
purpurescens. Mar. Biol. 41: 147-152.

KIMURA, M. 1968. The neutral theory of molecular
evolution. En: NEIL My KOEHN, R, K., eds. Evolution
of genes and proteins. Sunderland, M. A: Sinauer.

KOEHN, R. K. 1969. Esterase heterogeneity: Dynamics
of a polymorphism. Science 163: 943-944.

KOEHN, R. K. 1970. Functional and evolutionary
dynamics of polymorphic esterases in catostomid fishes.
Trans. Amer. Fish. Soc., 99 (1): 219-228.

KOEHN, R. K. y T. J. HILBISH. 1987. The adaptative
importance of genetic variation. Amer. Scient. 75:
134-141.

KOEHN, R. K. y D. I. RASSMUSSEN. 1967.
Polymorphic and monomorphic serum esterase
heterogeneity in catostomid fish populations. Biochem.
Genet. 1: 131-144.

KOEHN, R. K., J. E. PEREZ y R. B. MERRIT. 1971.
Esterase enzyme function and genetical structure of
populations of the freshwather fish, Notropis stramineus.
Amer. Natur. 105: 51-69.

KRISTENSEN, I. 1968. Competition in three
cyprinodont fish species in the Netherlands Antilles.
Studies on the fauna of Curacao and other caribbean
islands. N 119: 82-101.

LASSEN, H. H. y F.J. TURANGO. 1978. Clinal variation
and heterozygote deficit at the Lap-locus in Mytilus
edulis. Mar. Biol. 49: 245-254.

LESSIOS, H. A. 1992. Testing electrophoretic data for
agreement with Hardy-Weinberg expectations. Mar.
Biol. 112: 517-523.






