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RESUMEN

A pesar de la importancia econémica de Engraulis ringens en nuestro pais, existe una
falta de informacién acerca de la variabilidad y estructura genética de esta especie,

debido a que no existen marcadores moleculares especificos.

Se evalug la utilidad de dos microsatélites heterdlogos: Ee10 y Ee2, ambos reportados en
la anchoveta europea E. encrasicolus; y de tres marcadores intrénicos (ILPs): intron 3 de
la cadena ligera de la miosina Mic-3, intrén 7 de la creatina quinasa Ck-7 y el intr6n 5 de
la hormona de crecimiendo Gh-5), para estudios genéticos en E. ringens. Solo Ee2 y Gh-
5 no amplificaron en esta especie. Los resultados exhibieron 10 genotipos, 10 alelos y una
heterocigosidad observada de 0.243 para Mic-3 y 12 genotipos, 9 alelos y una
heterocigosidad observada de 0.611 para Ck-7. Se encontraron altas frecuencias de
alelos nulos (Pa,= 0.2005-0.7420) para el loci microsatélite Eel0O, a través de las
poblaciones analizadas, lo que explicaria el significativo déficit de heterocigotos
encontrados en los 168 individuos analizados. Se discuten las frecuencias observadas
para cada gen, asi como los valores de las comparaciones pareadas de Fst entre todas
las poblaciones bajo estudio. Los resultados muestran que el marcador Ck-7 puede ser

utilizado en futuros estudios poblacionales.

Palabras clave: Engraulis ringens, marcador intronico, marcador microsatélite,

amplificacién cruzada, EPIC-PCR, estudios genéticos.
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ABSTRACT

Despite Engraulis ringens economic importance in our country, there is a lack of
information about the variability and genetic structure of this species, because there are no

specific molecular markers.

Two heterologous microsatellites were evaluated: Ee10 and Eel0, both reported in the
European anchovy E. encrasiculos; and three intronic markers (ILPs): Myosin light chain
intron 3 Mic-3, Creatin kinase intron 7 Ck-7 and Growth hormone intron 5 Gh-5, for genetic
studies in E. ringens. Ee2 and Gh-5 did not amplify in this species. The results exhibited
10 genotypes, 10 alleles and an observed heterozygosity of 0.243 for Mic-3 and 12
genotypes, 9 alleles and an observed heterozygosity of 0.611 for Ck-7. High frequencies
of null alleles were found over microsatellite loci Ee10 across populations (P,,= 0.2005-
0.7420), which would explain the significant heterozygote deficiencies found in the 168
individuals analyzed. The genotypic frequencies are discussed for each gene, as well as
the pairwise population comparisons between all the populations under study. The results

show that the marker Ck-7 can be used in future population studies.

Keywords: Engraulis ringens, intronic marker, microsatellite marker, cross amplification,

EPIC-PCR, genetic studies.
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|.  INTRODUCCION

La anchoveta peruana es una de las especies hidrobiolégicas mas abundantes en el
Océano Pacifico Sur, es una gran generadora de divisas y fuente de alimentacién para
nuestro pais. Sin embargo, no se han realizado estudios en los que se reporte el nimero
de unidades poblacionales, indices de diversidad genética, etc. a lo largo de nuestro
litoral, y esto debido a la falta de marcadores genéticos para su estudio. Dicha informacion
es de suma importancia para un manejo adecuado del recurso; nuestra industria crece y
en el presente es la segunda pesqueria mas grande del mundo, luego de China. Si la
informacién sobre la estructura genética de las poblaciones no estd incorporada en las
practicas de gestion, la erosion de la variabilidad genética puede pasar desapercibida, y la

capacidad de las especies para adaptarse a los cambios ambientales podria perderse.

En este contexto los marcadores moleculares son herramientas utiles. Por lo tanto la
creacion de informacién genética de la anchoveta por medio de técnicas moleculares es

importante para adecuar estrategias de manejo seguin su abundancia.

Actualmente los microsatélites son uno de los marcadores genéticos mas usados en la
ecologia molecular. Una estrategia para obtener loci microsatélites es construir una
libreria gendmica. Aunque clonar loci microsatélites es relativamente simple, el desarrollo
de estos requiere de experiencia en el campo de la biologia molecular, asi como tiempo y
recursos. Una estrategia alternativa es probar cebadores descritos para loci microsatélites
en especies cercanamente relacionadas. Esta estrategia de amplificacion cruzada es
efectiva sélo si las regiones flanqueantes de los cebadores estan conservadas entre

especies.

De igual manera se propone el uso de intrones debido a que estos acumulan rapidamente

mutaciones y suelen mostrar una alta variabilidad genética, incluyendo polimorfismo de
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longitud. Al respecto, varios trabajos han demostrado que la técnica Exon-Primed Intron-
Crossing (EPIC) Polymerase Chain Reaction (PCR), permite utilizar el polimorfismo en
longitud de los intrones (ILPs) como un marcador genético en el estudio de poblaciones
de varios vertebrados e invertebrados. De esta manera, se utilizd la variacion generada
por mutaciones grandes (insercion o deleccién), como la medida de polimorfismo en la

longitud de los fragmentos intronicos.

Es asi que la presente tesis tiene como objetivo la evaluacion de marcadores genéticos
heterdlogos en esta especie de importancia econdémica para su posterior uso en estudios
genéticos como la caracterizacion de su la variabilidad genética, la identificacién de
unidades poblacionales, trazabilidad, identificacion de especie, etc. Se analiz6 la utilidad
de 3 marcadores ILPs y 2 STRs mediante la técnica EPIC-PCR y amplificacion cruzada

respectivamente.

La presente investigacion se realizo bajo la asesoria del Blgo. Roger Quiroz Bazan, en el
Laboratorio de Artes y Métodos de Pesca de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos y del PhD. Ricardo Fujita Alarcon, en el
Centro de Genética y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de
San Martin de Porres, y forma parte del proyecto FINCyT-2008 PIN 115: “Plataforma
Tecnologica para evaluar la biodiversidad de recursos marinos: Produccion de
marcadores genéticos y determinacién genético-poblacional de 4 especies peruanas de
importancia econdmica: Anchoveta (Engraulis ringens), Merluza (Merluccius gayi),
Concha de abanico (Argopecten purpuratus) y Pota (Dosidicus gigas)” financiado por el

Programa de Ciencia y Tecnologia (FINCyT).
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II. MARCO TEORICO

La anchoveta peruana (Engraulis ringens), es una de las especies hidrobiolégicas més
abundantes en el Oceano Pacifico Sur. En Perq, se destina usualmente a la elaboracion
de harina y aceite. Existe actualmente un interés comercial para el consumo humano

directo de esta especie.

[I.1 La Anchoveta

Nombre Cientifico: Engraulis ringens
Nombre Comun: Anchoveta.
Nombre en Inglés: Anchovy

Nombre FAO: Anchoveta peruana

[1.1.1 Posicion taxondmica de la anchoveta
Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Actinopterygii

Orden: Clupeiformes

Familia: Engraulidae

Género: Engraulis

Especie: E. ringens

[1.1.2 Caracteristicas de la especie

La anchoveta es una especie pelagica de talla pequefia, en su etapa adulta alcanza una
longitud que oscila entre 12 y 16 centimetros. Su cuerpo es alargado poco comprimido,

cabeza larga, el labio superior se prolonga en un hocico y sus ojos son muy grandes. Su
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color varia de azul oscuro a verdoso en la parte dorsal y es plateada en el vientre. Vive en
aguas moderadamente frias, con rangos que oscilan entre 16° y 23°C en verano y de 14°
a 18°C en invierno. La salinidad puede variar entre 34,5 y 35,1 UPS. La anchoveta tiene
hébitos altamente gregarios formando enormes y extensos cardimenes que en periodos

de alta disponibilidad, facilita que sus capturas sean de gran magnitud.

[1.1.3 Patrones de distribucion y abundancia

Se encuentra distribuida desde Punta Aguja, en Peru (5°50S) hasta Lota, en Chile (37°04
S.L.). Existen dos grandes stocks (Pauly, D y I. Tsukayama, 1987): Uno en el area norte-
centro del Per (Punta Parifias-San Juan), y otro en el sur Peruano y norte Chileno (Fig.

1).

Anchoyy
Engraulis iingens
|

B | stock NmLCemm

77 | Stock Sw{ Peru - Nofte Chile

- - 4 0
quinor Pelagicon Cardomenes dntoy) 55
Sarainop s ancins, L3rc0mens i ge an:hovets (Oct 44
Ancioyvs, dlipsrion G FQ] )

Lycengraume ofe, | anchowts

BOrt D, M8 e rol 7370 70000
and hores

.
macksrel ¢ A 200

Figura 1. Stocks pesqueros de E. ringens.
Fuente: www.fao.org
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En los periodos normales es capturada en la franja costera, dentro de las 60 millas
nauticas y a profundidades menores de 100 metros. Su distribucion vertical esta en

relacion con las condiciones ambientales.

I1.1.4 Aspectos biolbgicos

La anchoveta es una especie de crecimiento rapido, su ingreso a la pesqueria se da a una
talla entre 8 a 9cm de longitud total (5 a 6 meses de edad), principalmente entre diciembre
y abril, siendo los grupos de edad de uno y dos afios los que constituyen mayormente las
capturas. La anchoveta se reproduce todo el afio, pero especialmente entre julio y
setiembre y en menor proporcion durante los meses de febrero y marzo. Tiene sexos
separados, alcanza su madurez sexual a los 12 cm y se reproduce mediante la
produccion de huevos por parte de las hembras, que son fertilizados por el macho en el
agua y el embrion se desarrolla fuera del cuerpo de la hembra. Esta especie es
planctéfaga por excelencia, es decir que se alimenta exclusivamente de plancton
(fitoplancton y zooplancton). Durante eventos ElI Nifilo, la anchoveta se alimenta
mayormente de copépodos y eufausidos; disminuyendo el consumo de fitoplancton en su

dieta.

1.2 Marcadores Moleculares

Con la finalidad de identificar o describir unidades poblacionales de los diversos recursos
hidrobiolégicos se ha recurrido al uso de marcadores moleculares (Ferrada et al. 2002),

marcadores biolégicos y morfometria corporal y fauna parasitaria.

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacién fisica identificable en
un cromosoma cuya herencia puede rastrearse. Un marcador puede ser un gen, o puede

ser alguna seccidén del ADN sin funcion conocida.

23



I1.2.1 Ventajas de los Marcadores Moleculares sobre otro tipo de marcadores

Los marcadores genéticos son una herramienta necesaria en muchos campos de la
biologia como la evolucion, la ecologia, y los estudios de biodiversidad. Entre estos
marcadores tenemos: alozimas, ADN mitocondrial y ADN nuclear. Ademas nos permiten
conocer como se encuentran las proporciones de genes en las poblaciones naturales de
manera indirecta, como con los analisis de proteinas, o de manera directa con estudios de
ADN.

Los marcadores morfol6gicos cuentan con una serie de desventajas en relacién a los
marcadores moleculares. A pesar de que son facilmente disponibles y requiere de un
equipo sencillo para su analisis, estan sujetos a influencias ambientales, son limitados y
en su mayoria pueden utilizarse solamente cuando la especie bajo estudio se encuentra

entera o en fase adulta.

De la misma manera, las alozimas, marcadores proteicos, son marcadores universales y
fueron las Unicas usadas en décadas pasadas antes del desarrollado de las técnicas
basadas en el ADN. Una de las principales limitantes ha sido siempre la necesidad de
muestras de tejido congeladas que son dificiles de mantener en cadena de frio si el sitio
de muestro es remoto del laboratorio. Otra desventaja puede ser el bajo grado de

polimorfismo.

[1.2.2 Clasificacion

Los marcadores moleculares tienen enorme importancia en la investigacién genética
actual. Estos se pueden clasificar de la siguiente manera (Caetano-Anollés y Gresshoff,

1997):
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e Técnicas basadas en la hibridacién: Incluye principalmente los RFLPs (Restriction

Fragment Length Polymorphism) donde las sondas son hibridadas a membranas
que contienen ADN fragmentado por enzimas de digestion.

e Técnicas basadas en PCR que usan cebadores arbitrarios o amplifican multi-locus:

Tienen las caracteristicas de no necesitar mayor informacién de la secuencia del
genoma que se estd investigando. Se pueden mencionar a los RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA) en el cual los cebadores son escogidos
arbitrariamente. En los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), el ADN
es digerido con dos enzimas de restriccion, adaptadores son ligados y los
cebadores estan formados por una parte comin comprendida a las bases
selectivas.

e Técnicas basadas en PCR de secuencia especifica: En las cuales un requisito

necesario es el conocimiento de la secuencia de las zonas flanqueantes para la
obtencion de cebadores. Dentro de esta categoria cabe mencionar a los CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), donde el polimorfismo se debe a los
sitios de restriccién en la region amplificada, a los microsatélites y marcadores

intrénicos, si los cebadores han sido disefiados de las regiones flanqueantes.

[1.2.3 Caracteristicas

Un marcador molecular debe reunir una serie de caracteristicas para maximizar su utilidad

(Cheng y Crittenden, 1994):

a. Buena distribucién a lo largo del genoma.

b. Alto grado de polimorfismo (para evitar los problemas de homoplasia).
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c. Ser selectivamente neutros para tener una divergencia genética en relacion con el
reloj molecular.
d. Deben ser codominantes para la cuenta directa de los genotipos diploides.

e. Ser heredados de una forma mendeliana.

Desde un punto de vista préctico:

a. Latécnica para analizar el marcador debe ser rapida y practica.

b. Debe poder repetirse con fiabilidad en otros laboratorios.

[1.3 Marcadores microsatélites

También denominados STRs (short tandem repeats) (Hancok, 1999).

[1.3.1 Caracteristicas

Los microsatélites son secuencias de ADN constituidas por repeticiones en tdndem de
unidades de 2-6 nucleoétidos (pe (TA),) (Fig. 2). La variacion en el nimero de repeticiones
es lo que constituye los multiples alelos, transformandolos en marcadores muy
polimorficos (Tautz 1986, Gibbs y col. 1997). Parece ser que éstos se generan por un
fendmeno de deslizamiento sobre la secuencia repetida durante la replicacion de ADN

(Schlétterer y Tautz 1992).

Region microsatélite
(CCA)10
| I

...AGTAGGCCTGICCACCACCACCACCACCACCACCACCACCATCCTTAACGGTAA...
L TCATCCGGAGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTAGGAATTGCCATT. .

| e
Secuencia Secuencia
flanqueante flanqueante

Figura 2. Representacion grafica de una secuencia microsatélite trinucleétido (CCA)
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Su andlisis esta basado en la amplificacién por PCR, de modo que se realiza de forma
facil, rapida, a bajo costo y la cantidad de ADN necesaria para su realizacion es minima.

(Cheng y col. 1995, Luikart y England 1999).

Los microsatélites pueden analizarse empleando geles de poliacrilamida y tincion de
nitrato de plata o bromuro de etidio, mediante autorradiografia o, lo méas habitual,

mediante sistemas automatizados de electroforesis con marcaje fluorescente.

Dado que el ADN adyacente al microsatélite tiene mayor probabilidad de ser conservado,
los cebadores derivados de microsatélites se pueden usar a menudo con muchas
variedades e incluso con otras especies. La deteccién de estos marcadores se automatiza
facilmente, son muy polimérficos y tienen buena resolucién analitica. Todo esto los

convierte en una alternativa preferida como marcadores.

Sin embargo todavia se desconoce el significado actual de estas secuencias, aunque la
hipétesis mas aceptada apunta a que estan relacionados con el empaquetamiento y

condensacion del ADN en los cromosomas eucariotas.

[1.3.2 Clasificacion

Chambers y MacAvoy (2000) proponen que los términos puro (o perfecto), compuesto y
complejo se utilice para especificar que uno, dos o mas tipos de motivos,
respectivamente, se encuentran presentes a lo largo de un locus microsatélite dado, y que
el término interrumpido (o imperfecto) como un descriptor jerarquico adicional que implica

una o mas unidades no repetitivas en el interior de los microsatélites.
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Tabla 1. Tipo de microsatélites

Tipo de Microsatélite Ejemplo
STR puro (CAT)s
STR interrumpido puro (CAT)s TG (CAT)3
STR compuesto (AAT),4 (AT),
STR interrumpido compuesto (CAT); TG (CAT)s GA (TTA)s
STR complejo (CAT), TG (GA)12 (CAT)s GC (TTA) 443

[1.3.3 Limitaciones

Una de las limitaciones con menor frecuencia o efecto, se darian en el caso de
mutaciones, ocurridas en el sitio de apareamiento de los cebadores, y tendrian como
resultado alelos nulos. Otra limitacion es la presencia de “bandas tartamudas” (Fig. 3).
Estas ultimas se encuentran frecuentemente asociadas con la amplificacion de ADN
repetitivo como es el caso de los microsatélites. Las “bandas tartamudas” son productos
de la amplificaciéon por PCR que difieren en una unidad de repeticion con respecto a la
longitud del alelo original. La ocurrencia de estos artefactos dificulta la lectura de los
geles, e inclusive, repetidamente son confundidos como alelos, complicando el analisis
genotipico. Sin embargo estas consideraciones no han desalentado a muchos
investigadores quienes han convertido a los microsatélites en una herramienta muy
popular (Chambers y MacAvoy 2000). Una vez que las secuencias de los cebadores son
disefiadas y publicadas, el analisis de los loci microsatélites es practico para cualquier

laboratorio capaz de realizar las técnicas de PCR y electroforesis.
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Figura 3. Gel de poliacrilamida (6%) mostrando variacion en el nimero de STRs y la
presencia de “bandas tartamudas”.Carril 1 y 12 contienen un marcador de peso molecular
de 10pb.

Fuente: www.st-andrews.ac.uk/~merg/px/PAGE3.jpg

Como ya se menciond, el elevado polimorfismo que presentan estos marcadores y la

posibilidad de identificar ambos alelos, los hace muy utiles para identificaciones

individuales (Fig. 4).
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Figura 4. Diagrama que muestra el polimorfismo de longitud de los microsatélites. En un
individuo diploide, el cromosoma A contiene el alelo (ACC),, mientras que el cromosoma
A’ en el locus homologo presenta el alelo (ACC)y,. Mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), utilizando cebadores disefiados en las regiones flanqueantes, los
alelos son amplificados, para luego ser separados mediante una corrida electroforética. El
diagrama muestra el patron de bandas que determinan tanto los homocigotos como el

heterocigoto para los mencionados alelos.
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11.3.4 Alelos Nulos, homoplasia y microsatélites

Algunos factores pueden disminuir el poder y la sensibilidad de los microsatélites como
marcadores de eleccion, o pueden ser fuente de error que disminuya su utilidad en los

estudios genéticos. Los dos factores principales son los alelos nulos y la homoplasia.
11.3.4.1 Alelos nulos

Se habla de alelos nulos cuando un alelo no puede ser amplificado, debido,
principalmente, a una mutacion en el punto de hibridacién del cebador (Callen y col.

1993). Ese alelo no amplifica y el individuo es catalogado como homaocigoto.

La existencia de alelos nulos es especialmente dificil de detectar cuando su frecuencia es
baja. Otro método para sospechar la presencia de alelos nulos es el célculo de la

deficiencia de heterocigotos para el equilibrio Hardy-Weinberg.

Para solucionar este problema se pueden disefiar cebadores alternativos fuera de la

mutacién y volver a analizar a los individuos clasificados como homocigotos
11.3.4.2 Homoplasia

Homoplasia es el hecho de que dos alelos tengan el mismo tamafio pero no debido a que
sean idénticos, sino a que lo tomamos como idénticos por tener el mismo tamafio, pero
existen diferencias en su estructura, inserciones de una parte y delecciones de otra,

cambios de bases o variaciones en la region flanqueante (Primmer y Ellegren 1998).

Este es un tipo de polimorfismo que se puede detectar Ginicamente por secuenciacion, y
nos puede pasar inadvertido cuando analizamos mediante amplificacion por PCR y
electroforesis para asignar tamafos. Puede ser una fuente de error en estudios
poblacionales o de evolucion, porque la tasa de mutacion de los microsatélites esta

relacionada de forma compleja con el tamafio y composicion del alelo, y, por ejemplo, los
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alelos interrumpidos o compuestos conllevan con mas frecuencia a casos de homoplasia

(Tautz y Schlétterer 1994).

[1.3.5 Estrategia de amplificacion cruzada

La uUnica limitacion significante de los microsatélites puede ser la inversion inicial de
recursos econdmicos y la experiencia técnica requerida para el clonamiento y

secuenciamiento de los loci STR.

En el caso de especies que no cuentan con marcadores especie-especifica, como la
anchoveta peruana, se puede recurrir a la estrategia de amplificaciébn cruzada usando
cebadores heterdlogos (por PCR) (Fig. 5). Para el estudio de la estructura y la diversidad
genética de poblaciones, existe un éxito significativo en el uso de estos cebadores
heterélogos para la PCR en la amplificacion de loci microsatélites, eliminando de esta

manera la estricta necesidad de desarrollar nuevos conjuntos de cebadores.

La idea se basa en la conservacion de secuencias genéticas entre especies con un
mismo origen evolutivo por lo que es posible explorar su utilidad entre especies
emparentadas. Sin embargo, esta estrategia no es del todo exitosa, existe la probabilidad
que los cebadores utilizados no amplifiquen en la especie estudiada, o que no presente el

grado de polimorfismo reportado en la especie para la cual fueron disefados.
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=>

— - TGCCAATGACTATATATATATATATATATATAGCCTAG...
S ACGGTTACTGATATATATATATATATATATATCGGATC...

E. encrasicolus

W TGCCAATGAC GCCTAG...
M e SACGGTTACTG CGGATC...

E. ringens

Figura 5. Estrategia de amplificacién cruzada. Los cebadores reportados en la anchoveta
europea (E. encrasicolus) para la amplificacion de un marcador microsatélite pueden ser

utilizados en la anchoveta peruana (E. ringens).

[1.4. Marcadores intréonicos

Los intrones son generalmente polimérficos y algunas veces hipervariables; son
codominantes, selectivamente neutros; son facilmente amplificados por PCR, su
polimorfismo puede ser revelado facilmente en geles de agarosa o acrilamida; y pueden
ser obtenidas grandes cantidades a un bajo costo (Palumbi, S. y Baker C., 1994; Bierne y

col., 2000; Chow S., 1998; Chow S. y Hazama K., 1998; He M. y Haymer D.S., 1997).

Estas caracteristicas del intron son utiles porque potencialmente provee un nimero de
polimorfismos con sé6lo un par de cebadores. Esta propiedad de universalidad de los
cebadores también cuenta con algunas desventajas: El riesgo de contaminacién humana.
No es siempre posible evitar la contaminacion pero esta es facilmente detectable debido
de los perfiles altamente especificos obtenidos para cada especie y para cada sistema

EPIC.
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Varios métodos pueden detectar los polimorfismos de intrén, incluyendo el
secuenciamiento el analisis por polimorfismo conformacional de cadena monocatenaria
(SSCP) (Sunnucks y col., 2000), los cuales son utiles para fragmentos pequefios de ADN
(alrededor de 300pb). Mientras que analizar el polimorfismo de longitud del intr6n es una
manera mas rapida, reproducible, de bajo costo y se puede realizar en geles de

poliacrilamida.

[1.4.1 Técnica Exon-primed intron-crossing (EPIC)-PCR

Han sido desarrolladas varias formas de evaluar el genoma nuclear a nivel del ADN, y por
la incorporacién de la PCR, su utilidad esta llegando a ser convencional. Una de ellas de
reciente aplicabilidad, introducido por Lessa (1992), utiliza como blanco a las secuencias
intrénicas flanqueada por exones. Los intrones son secuencias muy variables no
codificadores que pueden alcanzar tamafios desde 80 a 1000 nucledtidos 0 mas. A
diferencia de los exones, su secuencia nucleotidica parecer ser muy poca conservativa y
a veces puede alterarse significativamente sin afectar considerablemente la funcién del
gen (Hassan y col. 2002). De esta manera, las mutaciones que pueden ocurrir, se
acumulan rapidamente y a veces exhiben una alta variabilidad genética (mucho méas que
los exones), incluyendo polimorfismos a nivel de su longitud (Palumbi, 1996; Chow y
Takeyama 1998). Por este motivo, la posicion de los cebadores que intervienen en la
replicacion de aquellos fragmentos estan disefiados para operar desde secuencias

conservadas sobre los exones, a este enfoque se le denomina EPIC-PCR.

De esta manera, se utiliza la variaciébn generada por mutaciones grandes (insercién o
deleccion), como la medida de polimorfismo en la longitud de los fragmentos intrénicos, y
no asi aquella producida por el efecto de las mutaciones puntuales que pueden ocurrir en

ellos.
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Las desventajas de la técnica radican en la amplificacién simultanea de varios loci, que
pueden revelar la presencia de pseudogenes. Esta multiamplificacion interfiere en la

calidad del PCR y dificulta la lectura de los genotipos (Hassan y col., 2002).

I1.4.2 Evaluacién de polimorfismos y estudios poblacionales:

Los marcadores basados en ILPs amplificados por EPIC-PCR tienen muchas ventajas en
estudio de genética de poblaciones: (i) al usar cebadores de genes heterélogos, el
clonamiento y la secuenciacion del blanco puede ser evitado, (ii) la amplificacién cruzada
deberia ser méas facil debido a que las secuencias a partir de las cuales se disefian los
cebadores son exones, y estos tienden a ser mas conservados entre especies, (iii) los

artefactos de PCR como los alelos nulos son menos frecuentes.

Todas las caracteristicas mencionadas hacen que este tipo de marcadores sean
provechosos como marcadores de variacion, en poblaciones y sub-poblaciones dentro y
entre especies (Lessa 1992, Chow y Takeyama 1998). Varios trabajos han demostrado
gue la técnica EPIC-PCR, permite utilizar el polimorfismo de los intrones como un
marcador genético en el estudio de las poblaciones de varios vertebrados (Palumbi &
Baker, 1994; Chow & Takeyama, 1998; Chow y Hazama, 1998; Hasan et al., 2002) e

invertebrados (Ohresser et al., 1997; Bierne et al., 2000).

[1.5. Andlisis estadisticos de los resultados

Los pardmetros estadisticos mas empleados para cuantificar la variabilidad genética son:
porcentaje de loci polimérficos, el nUmero medio de alelos por locus, la heterocigosidad

esperada (He) y observada (Ho).
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[1.6. Calculo de frecuencias alélicas

Una poblacién en sentido genético es no so6lo un grupo de individuos, sino un grupo
reproductivo de forma que la constitucién genética de los individuos se transmite de una
generacién a la siguiente (Falconer y Mackay 1996). Durante dicha transmisién los
genotipos de los padres se disocian y un nuevo grupo de genotipos se constituye en la
progenie. Los genes transmitidos en la poblacién de esta forma tiene continuidad de

generacion en generacion.

Se puede definir la frecuencia alélica o génica como el cociente resultante de dividir el
namero de alelos iguales en una poblacién por el nimero total de alelos. El calculo de las
frecuencias alélicas se hace por recuento directo de los alelos presentes, asumiendo que
la observacién un solo alelo se corresponde con la condicion de homocigosis, por lo tanto

que no hay nulos.

I1.7. Equilibrio Hardy-Weinberg

Para describir la constitucién genética de una poblacién tendriamos que determinar sus
genotipos y decir cuantos individuos existen de cada uno de ellos, pero la genética de una
poblacion no solo se refiere a la constituciéon genética de los individuos, sino también a la
transmision de los alelos de una generacion a la siguiente. En dicha transmisién los
genotipos de los padres se disocian y un nuevo grupo de genotipos se constituye en los
hijos con los alelos trasmitidos por los gametos, de esta forma los alelos tienen
continuidad de generacion en generacién, pero no los genotipos portadores. La
constitucion genética de una poblacion referida a los alelos se describe por el conjunto de
frecuencias alélicas es decir por la especificacion de los alelos presentes en cada locus y

el nUmero o proporcion de los diferentes alelos en cada locus (Falconer y Mackay 1996).
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El equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) se basa en la ausencia de cualquier fuerza evolutiva
que cambie la frecuencia alélica y genotipica en una poblacion, mientras se mantenga un

apareamiento aleatorio entre los individuos que la conforman (Hartl y Clark, 1989).

Las desviaciones del EHW pueden producirse debido a varios factores:
a. Los apareamientos no se producen al azar

b. Existen subdivisiones dentro de la poblacion (Principio de Wahlund)
c. Coancestros, antepasados comunes

d. Seleccion natural (ventaja de los heterocigotos)

e. Migracion o flujo de genes desde una poblacién externa

f. Diferencias sexo-especificas en las frecuencias alélicas

g. Técnica de muestreo incorrecta

e. Presencia de alelos nulos no detectables experimentalmente

En un estudio sobre variacion genética debe determinarse si hay desviaciones
significativas del EHW en los loci estudiados. Si la proporcién de genotipos para un solo
locus no estd en EHW, se puede atribuir a que ha habido seleccion que ha afectado dicho
locus o0 a la existencia de alelos nulos, pero si son varios loci independientes los que se
desvian significativamente del EHW, este fendbmeno puede deberse a que dentro de la
poblacion existen subdivisiones, a que existe migracion o flujo de genes desde una fuente

externa o se estan produciendo apareamientos dirigidos (no aleatorios) (Bjorklund 2005).

La diferencia entre la heterocigosidad observada y la heterocigosidad esperada calculada
a partir de las frecuencias alélicas bajo la asuncion de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW)
puede usarse como un método muy basico para detectar desequilibrios en la estructura

de una poblacion. No obstante, un método mucho mas exacto es comparar la distribucion

37



de genotipos observados con la distribucion esperada si la poblacién estuviera en HWE.
Cualquier desviacion significativa indicard que la poblacién esta subdividida, que existe
una consanguinidad significativa o que existe un flujo de genes de otra poblacion. Estas
circunstancias pueden ser estudiadas usando tests exactos o procedimientos de
proporcion de verosimilitud. Estos analisis son necesarios debido al gran namero de

alelos de los microsatélites y al elevado numero de posibles genotipos.

[1.8. Pruebas para calcular la desviacién del Equilibrio Hardy Weinberg

Una forma clasica de comprobar la existencia de desviaciones del equilibrio HW consiste
en la comparaciéon de los genotipos observados con los esperados dentro de una
muestra. Este sistema es adecuado para polimorfismos que se caracterizan por tener
pocos alelos, como es el caso de las proteinas. Pero en el caso de los microsatélites, que
poseen gran numero de alelos, el nimero de genotipos es tan elevado que algunas
frecuencias genotipicas son cero, sobre todo cuando las frecuencias alélicas son muy
bajas. Este fendbmeno es una de las limitaciones de la prueba x2 (chi-cuadrado) para
probar el equilibrio y aunque la base para medir el equilibrio sigue siendo la prueba de x2,
se han desarrollado algunos algoritmos que tratan de ser mas precisos cuando se utilizan
genotipos multilocus muy grandes (Wellek 2004). En estas circunstancias se utilizan tests
exactos o procedimientos de proporcion de verosimilitud mediante aplicaciones
informaticas que realizan la importante cantidad de célculos que las probabilidades

exactas requieren.

11.9. Heterocigosis
Se acepta generalmente que un locus es polimérfico cuando el alelo mas comun tiene una
frecuencia inferior a 0.95. Una medida de la variacion genética es la proporcion de loci

poliméricos, o simplemente polimorfismo, en una poblacién. No obstante, dado que no
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siempre se utiliza el mismo criterio de polimorfismo, una mejor valoraciéon de la variacion
genética es la heterocigosidad de la poblacion medida como la frecuencia media de
individuos heterocigotos por locus. Los términos heterocigosidad y diversidad genética
suelen usarse indiscriminadamente en la bibliografia. Generalmente se usa el término
heterocigosidad para referirse a la heterocigosidad observada (Ho), y el de diversidad

genética para referirse a la heterocigosidad esperada (He).

11.9.1. Heterocigosidad Observada (Ho)

Es la proporcién de individuos heterocigotos observada en una muestra de la poblacion.
Si se calcula directamente a partir de los genotipos encontrados en la poblacién para
todos los loci, se trata de la heterocigosidad media observada. La Ho se calcula por

recuento directo.

11.9.2. Heterocigosidad Esperada o Diversidad Genética (He)

La He desde el punto de vista matematico, es la probabilidad de que dos alelos tomados
al azar de la poblacion sean diferentes (Crow y Kimura 1970). En una poblaciéon en
equilibrio HW, la frecuencia de hetercigotos viene dada por la ecuacion 2pq. Se calcula

como (Nei 1973):

Xi: frecuencia de alelo i y k: nUmero de alelos
Este estadistico es equivalente a la heterocigosidad observada (Ho) cuando las

poblaciones estan en EHW.
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1.10. indices de Fijacion o Estadisticos F

La teoria de los indices de fijacion o estadisticos F fue concebida inicialmente por Sewall
Wright y posteriormente desarrollada por otros autores (Chakraborty y Danker-Hopfe
1991). Wright propone medir las desviaciones de frecuencias genotipicas en poblaciones

subdivididas por medio de tres parametros: Fis, Fit y Fst.

El indice de fijacion Fis (Wright, 1951) corresponde a la correlacion existente en la union
de dos gametos al azar en relacion a la subpoblacién, cuyos valores explican las
variaciones de la heterocigosidad debido a apareamientos no aleatorios en la
subpoblacion y a posibles efectos selectivos. El valor de Fis mide el déficit total de
heterocigotos presentes al interior de una poblacion. El coeficiente de correlacion de este
indice varia entre -1 (poblacion compuesta por heterocigotos) y 1 (poblacion compuesta

de homocigotos).

El calculo del estadistico Fst permite determinar las diferencias genética entre localidades,
en donde los valores de Fst=0 indican que no hay diferenciacion genética entre ambas
localidades, mientras que valores significativamente diferentes a cero son un indicativo de

estructura genética.

I1.11. Avances en el estudio de la estructura poblacional de anchoveta

Segun Imarpe, Pauly, D y |. Tsukayama (1987), determinaron que en litoral peruano
existen dos é4reas de pesca desde el punto de vista pesquero en relacibn a la
concentracién del recurso y con los afloramientos, una en la zona “Norte-Centro” y otra en
una zona “Sur”, esta ultima con menor. De la misma manera, los resultados publicados
por Mendo (1991) utilizando isoenzimas apoyan la hipétesis tradicional de la existencia de

dos stocks genéticos distintos a lo largo de la costa peruana.
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El dnico aporte de informacion obtenido hasta la fecha en cuanto al analisis basado en
ADN sobre el recurso anchoveta se ha desarrollado en Chile, por Ferrada y col. 2002, ,
en el cual se realiz6 un estudio poblacional de este recurso hidrobiolégico mediante el
analisis de variabilidad de 2 genes nucleares, el intrén 4/5 del gen de Calmodulina (CaM)
por amplificacion por PCR y la region ITS (Internal Transcribed Spacers) del ADNr, por
PCR vy digestion en 139 ejemplares de E. ringens provenientes de las costas de Iquique
(20°13'S; 70°09'W) vy Talcahuano (36°41’S; 73°06'W). Los resultados de esta
investigacion confirman la existencia de un solo stock, desde el punto de vista genético en

el mar chileno.

Por lo descrito anteriormente, existe una clara necesidad de realizar este tipo de estudio
en el recurso anchoveta (E. ringens) en nuestro pais para poder contar con marcadores
genéticos que generen informacién que nos ayude a realizar una gestion adecuada de

este engraulido.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

[1l.1 Hipotesis

[11.1.1 Hipotesis nula.

» Los marcadores ILPs y STRs obtenidos por amplificacion cruzada son informativos

para el estudio de la diversidad genética de E. ringens.

[11.1.2 Hipdtesis alternativa

» Los marcadores ILPs y STRs obtenidos por amplificacion cruzada no son

informativos para el estudio de la diversidad genética de E. ringens.

[11.2 Objetivos

[11.2.1 Objetivo General

» Evaluar la utilidad de los marcadores ILPs y STRs para estudios de diversidad
genética y estructura poblacional del recurso anchoveta (E. ringens) en el litoral
peruano.

[11.2.2 Objetivos Especificos

> Extraer ADN de buena calidad, mediante el método TNES-urea usando diferente
tipos de tejido, para las reacciones de amplificacion por PCR de los ILPs y STRs.

» Estandarizar la amplificacién de amplificacion por PCR de los marcadores ILPs y
STRs en la anchoveta (E. ringens), utilizando cebadores reportados previamente
en la literatura.

» Caracterizar molecular de los loci ILPs y STRs en la anchoveta (E. ringens).
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» Determinar los estimadores de nivel de variabilidad genética.

43



IV. MATERIALES Y METODOS

IV. 1. Material biolégico

La colecta de individuos y la obtencion del material biologico se realizo a bordo de

cruceros de investigacion del Instituto del Mar del Pert (IMARPE), con la excepcion de la

“ a0

cala “c

que se colectd en el Terminal Pesquero del Callao. Se colect6 muestras de tejido

hepatico, gonadal, branquial y muscular con escamas de la especie en estudio de forma

aleatoria en cada cala de pesca, las cuales fueron conservadas en alcohol 96% para la

extraccion de ADN. Se tomaron datos morfologicos de igual manera.

Tabla 2. Localidades, afio y nimero de muestras de E. ringens analizadas en la presente

tesis.
Fechade
Stock
Cala N° Individuos Lugar de Colecta Colecta Estacion
08°31.30 S 79°30.41 S
3P 43 Diciembre 2009 | Verano | Norte
Salaverry
12°37.1 S76°43 O
82 20 Marzo 2007 Verano
Callao
30 millas paralelas al
C 39 Marzo 2009 Verano
Callao
10°48.6 / 77°57.9 .
I 29 Agosto 2008 Invierno | Centro
Barranca-Supe
11°23.70 S 77°32.44 O
8C 34 Diciembre 2009 | Verano
Huacho
15°11.4 S 75°25 O
103 20 _ Marzo 2007 Verano
Pisco
17°15.2 S72°02 O Verano Sur
124 20 | Marzo 2007
0
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El muestreo de individuos fue llevado al azar de entre los cientos de individuos atrapados
en la red. Por las dificultades técnicas y econdmicas de procesar un gran numero de
muestras, se usé un numero de 20-40 individuos por zona de colecta, los puntos de

colecta se pueden observar en la Figura N°6.

Norte — cala 3P (Salaverry-2009) #

Calai (Barranca-Supe-2008) #
Centro Cala 8c (Huacho-2009) #

Cala82y C (Callao-2007-2009) #
Cala 103 (Pisco-2007) #
Sur

Cala 124 (llo-2007) ¥

Figura 6. Localidades de muestreo de la anchoveta peruana analizadas en el presente
estudio.
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IV.2. METODOLOGIA

IV.2.1 Extraccion de 4cidos nucleicos y visualizacién:

La extraccion de ADN se realiz6 usando el protocolo de Buffer TNES-urea. Se extrajo
50mg de cada tejido, este fue previamente hidratado con 2 lavados de TE 20:1. En un
tubo de 1.5mL se agrego el tejido (aprox. 50mg) mas 600uL de buffer TNES-urea (10mM
de Tris-HCI pH 8.0, 125mM de NaCl, 10mM de EDTA pH 8.0, 0.5% SDS, 4M de urea) y
10uL de proteinasa K (20mg/ml) incubdndolo a 55°C overnight. Pasado este tiempo de
incubacion se retiraron las muestras de la estufa y fueron centrifugadas a 12 000 rpm
durante 10 minutos. En un tubo nuevo de 1.5mL se agregé 200uL del lisado centrifugado.
Para la primera precipitacion de los &cidos nucleicos se utiliz6 80uL de acetato de amonio
(10M), se agitd por inversién, seguidamente se agregé 1000uL de etanol absoluto frio
agitando nuevamente por inversion. Las muestras luego fueron colocadas a -20°C por 1
hora, pasado este tiempo se retiraron y se centrifugaron a 12 000 rpm por 15 minutos, el
sobrenadante fue descartado y el pellet se puso a secar a temperatura ambiente, cuando
este sec6 fue resuspendido en 100uL de TE 10:1. Una segunda precipitacién fue hecha
con 5uL de NaCL (5M) y etanol absoluto frio siguiendo los posteriores de la primera
precipitacion. Para la resuspensién de los pellets se les agregé 200uL de TE 10:1,
agitando suavemente los tubos para lograr la completa disolucién de los pellets.

Unos 5uL de la solucién fueron cargados en un gel 1.5% de agarosa y se corrié a 100V
por espacio de una hora, observandose los acidos nucleicos después de una tincién con

bromuro de etidio por 20 minutos.

IV.2.2. Amplificacion de los marcadores ILPs y STRs mediante PCR

La amplificacion de los marcadores se realiz6 siguiendo las condiciones reportadas. Se
modificaron las concentraciones de cloruro de magnesio y la temperatura de hibridacion.

Estas pruebas fueron realizadas con 3-4 individuos. Estandarizada las condiciones de
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amplificacién, se procedié a amplificar los marcadores en el resto de la poblacion para
determinar la cantidad de alelos y heterocigosidad de los marcadores obtenidos. La
reacciéon para la amplificacion del marcador ILP Mic-3 se encontraba estandarizada en el
CGBM de la USMP por la Bach. en Ingenieria Biotecnolégica Solange Paredes.

Los marcadores moleculares utilizados en la presente tesis fueron seleccionados de la

literatura cientifica; en la siguiente tabla se detallan las caracteristicas:
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Tabla 3. Caracteristicas de los marcadores empleados en el presente trabajo.

Tipo de Marcador Gen Intron Abreviacion Cebador Secuencia del Cebador (5°-3") Referencia

CK6F AAGAGGGTCTTTGACAGGTTCTGC
CK7R | TTCTCCTGGATCAGACGCTCCACC | Hassan et al. 2002. Seventeen
new exon-primed intron-crossing
polymerase chain reaction
ILPs Hormona del Gh5F AGGCCAATCAGGACGGAGC amplifiable introns in fish.

Crecimeinto Intron 5 Gh-5 Gh6R | TGCCACTGTCAGATAAGTCTCC

Creatina kinasa Intron 7 Ck-7

Touriya et al. 2003. Primers for

EPIC amplification of intron

Cadena ligera de la Mic-3-F | AGTAATGACGTCGCAGATGTTCT

o Intron 3 Mic-3 sequences for fish and other
miosina Mlc-3-R | CGACAGGTTCACTCTCGAGGAG vertebrate population  genetic
studies.

Locus Motivo Cebador Secuencia del Cebador (5'-3) Referencia
STR Ee2 (CA)4GA(CA)12 Ee2-F | TCGCTAGGACGCTTTACGAC Landi et al. 2005 Isolation of
® Ee2-R CCGGAGGTTCAGTGTTCATT polymorphic microsatellite loci
Eel0 [(GT)9CTI2[(GT)2CT]3 Eel0-F | GGTGGATGAAGTGGCAATCT from the European anchovy, E.

EelO-R CTGGGGTGGCATAACTGAAG encrasicolus.
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Tabla 4. Detalles de resultados generales reportados en la literatura utilizando los marcadores empleados en el presente trabajo

Tamafio

Intron Especie Individuos N° de loci Ta(°C) Polimorfismo N°alelos He Fis (pb)
Siganus rivulatus (Siganidae) 30 0 54 - - - - -
Siganus luridus (Siganidae) 30 0 54 - - - - -
Thunnus obesus (Scombridae) 100 1 45 Si 3 - - 350

Ck-7 | Lates niloticus (Centropomidae) 30 1 52 Si - - - -
Chaetodon citrinellus (Chaetodontidae) 50 Multilocus 54 - - - - -
Chaetodon quadrimaculatus (=) 50 Multilocus 54 - - - - -
Forcipiger flavissimus (=) 50 Multilocus 54 - - - - -
Siganus rivulatus 137 1 52 No - - - 350
Siganus luridus 126 1 52 Si 4 0.34 | ns. 350
Thunnus obesus 20 1 52 Si 2 - - -
Lates niloticus 30 Multilocus 52 Si - - - -

Gh-5 | chaetodon citrinellus 198 1 54 No - - - 300
Chaetodon quadrimaculatus 233 1 54 No - - - 300
Forcipiger flavissimus 234 1 54 - - - - -
Dascyllus aruanus 250 1 54 - - - - -
Pomacentrus pavo 167 1 54 Si 2 0.31 | n.s. 300
Plectroglyphidodon dickii 79 2 54 No - - - 300

No

Mic-3 Sardina pilchardus 3 1 Si - - - 720
Sardinops melanosticus 3 1 54 - - - - -
Engraulis encrasicolus 3 1 Si - - - 460
Salmo marmorata 2 1 No - - - 100

STR , Tamaro (pb)

Nombre de la especie Ta(°C)/MgClI2 (mM) Numero de alelos He/Ho
Ee2 ‘ _ 56/1.5mM o5 0.88/0.58 210-284
Engraulis encrasicolus (anchoveta Europea)
Eel0 54/1.5mM 25 0.88/0.89 176-272
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Para la amplificacién se utilizé un termociclador BioRad DNA Engine ® Thermal Cycler

con capacidad de 96 pocillos. Se utilizaron Kits de PCR de la marca Fermentas.

Para la amplificacién de los STRs se utilizé la técnica de amplificacion cruzada con E.

encrasicolus (anchoveta europea), inicialmente con las condiciones reportadas por Landi

y col. (2005) y modificandolas con la finalidad de aumentar la astringencia de la reaccion.

Para la amplificacién de los intrones se utilizé la estrategia de EPIC-PCR en la que se

utiliza cebadores universales, se probaron diferentes temperaturas de annealing asi como

concentraciones de cloruro de magnesio.

Las condiciones probadas se encuentran en la siguiente tabla.

TABLA 5. Condiciones probadas para la amplificacién de marcadores ILPs y STRs en

anchoveta Peruana.

Ck-7/Gh-5 EelO/Ee2
Reactivo Conc. Madre | Volumen (uL) Conc. Final Volumen (uL) | Conc. Final
H20 - g.s.p g.s.p 16.4 g.s.p
Buffer 10X 1 1X (KCI, (NH,),S0,) 2.5 1X (KCI)
dNTPs 10mM 0.5 0.5mM 0.5 0.5mM
MgCl, 25mM 0.6,0.8,1 1.5,2,2.5mM 15,225 |[1.5,2,2.5mM
CebadorF 10pmol/uL 0.3,0.2 0.3, 0.2pmol 1.25 0.5pmol
CebadorR 10pmol/uL 0.3,0.2 0.3, 0.2pmol 1.25 0.5pmol
Taq 5U/UI 0.1 0.05U 0.1 0.05U
ADN 30-50ng 1 3-5ng 1 3-5ng
Volumen Rx Final 10uL 25uL
4°C 3 min 4°C 3 min
95°C 3 min 94°C 3min
94°C 12 seg 94°C 30seg
Programa de PCR 50,55,60°C 12 seg} 35 ciclos 54, 60°C 60seg }350ic|os
72°C 20 seg 72°C 30seg
72°C 5 min 72°C 3 min
4°C 2min 4°C 2min

g.s.p: cantidad por completar
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IV.2.3 Visualizacion de los amplicones

Para la visualizacion de los amplicones se realizaron electroforesis en geles de agarosa al
2% corridos a 100V por 45 minutos. Se cargd 8uL de la reaccién con 1luL de buffer
loading. Una vez terminada la electroforesis, los geles se tifieron en una solucién de

bromuro de etidio por 15 minutos, visualizados, y registrados en fotografia.

Una vez estandarizada la reaccion de amplificacion para cada marcador, estos fueron
amplificados en un numero mayor de individuos y corridos en geles de acrilamida
denaturantes 5-6% para proceder a realizar la lectura de alelos. Los marcadores ILPs
fueron corridos a 800V por 12 horas en geles de acrilamida (20cmx40cmx1mm)
denaturantes al 5%. Los STRs fueron corridos a 500V por 2-3horas en geles denaturantes
al 6% de 20cmx20cmximm y 20cmx20cmx0.4mm. Los geles fueron tefiidos usando
nitrato de plata.

Se procedié a leer los alelos de cada marcador en las poblaciones analizadas de la

anchoveta peruana.

IV.2.4 Estimacion de los niveles de variabilidad genética

IV.2.4.1 Diversidad genética

La variacion poblacional de la especie se evalué mediante los estimadores de diversidad
genética expresados por el numero de alelos por locus (Na), heterocigosidad esperada
(He) y observada (Ho), el indice de fijacion (Fis), riqgueza alélica (AR) por locus y
poblacion, Estos fueron calculados con los programas Fstat version 2.9.3.2 (Jerome
Goudet, 2002) y Arlequin version 3.11 (Laurent Excoffier, 2005). Los gréficos de las

frecuencias alélicas por poblacién fueron realizadas en la hoja de datos EXCEL.
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IV.2.4.2. Indices de Fijacion o Estadisticos F
El valor de Fis fue calculado usando el programa Arlequin v. 3.11. De igual manera, se
estimé la estructura genética a partir del indice de fijacion Fst de manera pareada entre

localidades usando el mismo programa.

IV.2.4.3. Equilibrio Hardy-Weinberg
Este fundamento de la genética poblacional fue analizado mediante una prueba exacta

analoga a la prueba de Fisher en el programa ARLEQUIN v.3.11.

IV.2.4.4. Variacion genética interpoblacional de E. ringens
Se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) mediante el programa ARLEQUIN
v.3, en donde se agruparon las poblaciones pertenecientes al stock norte (cala “3p”), las

del stock centro (cala “8c”,”c”, “”, “82” y “103”) y la del sur (cala “124”).

IV.2.4.5. Incidencia de alelos nulos

La probabilidad de existencia de alelos nulos se estimé mediante el programa CERVUS
version 3.0.3 (Tristan Marshall, 2006), este programa estima la frecuencias de posibles
alelos nulos a partir de un algoritmo propuesto por Summers y Amos (1997) que tiene en

cuenta las diferencias entre las frecuencias observadas y esperadas de los homocigotos.
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V. RESULTADOS

V.1. Extraccién de acidos nucleicos (ADN)

El protocolo TNES-urea permitié obtener un ADN integro a partir de muestras de tejido
muscular (Fig. 7 y 8), sin signos de degradacion o fragmentacion y con una baja
extraccién de contaminantes (Proteinas y ARN). En las muestras de tejido muscular se
extrajo un promedio de 50ng de ADN por microlitro (ul). Los ADNs fueron almacenadas a

4°C luego de preparar las diluciones de trabajo de 1:3 con TE 10:1.

1 2 3 4 § 6 78 910 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MMMMMMMMMMG B EGG GB G G G

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de ADN extraido de diferentes tejidos de
anchoveta Peruana usando el buffer TNES-Urea. 5uL de ADN. 100V por 1 hora. M:
mausculo, G: génada, E: escama, B: branquias.

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

B e e e

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de ADN extraido de tejido muscular de
anchoveta Peruana usando el buffer TNES-Urea. 5uL de ADN. 100V por 1 hora.
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V.2. Estandarizacién de la técnica de PCR para la amplificacion de los ILPs y STRs

en anchoveta Peruana.

A fin de determinar la concentracién éptima de reactivos para la obtencion de una
amplificacion adecuada del producto, fue necesario realizar varias PCR. Se inicié con las
concentraciones de reactivos propuestos por los autores que reportaron los marcadores
ILPs y STRs. Debido a que la amplificacion no se logré, en algunos casos, bajo estas
condiciones, fue necesario modificar las temperaturas y los tiempos en el termociclador,
asi como la realizaciéon de varias concentraciones de MgCI2. Las distintas condiciones
ensayadas en cuanto a concentraciones de reactivos se aprecian en la Tabla N°5 y

algunos resultados en las Figuras N°9, 10, 11, 12y 13.

Las variaciones con respecto al protocolo de amplificacion fueron dirigidas a cambios en
la temperatura de hibridacion de los cebadores con el fin de obtener el acoplamiento

adecuado a la secuencia diana, asi como la 6ptima polimerizaciéon del ADN.

De los 2 ILPs amplificados, sélo el Gh-5 no amplificé bajo las condiciones probadas. Se
establecio el perfil de amplificacion teniendo en cuenta la nitidez de la banda y la ausencia

de productos inespecificos.

Aldpc-l Carp—3 Ck‘—7 Glh—5 AIdpb-Z "
1 r 1

[} 1 r r 1 1 r
i1C 2C 3C 1C 2C 3C 1C 2C 3C 1C 2C 3C 1C 2C 1Kb

1000pb

700pb
500pb

300pb

Figura 9. Amplicones a 55°C annealing de ILPs, 2.5mM MgCI2, Buffer KCI. Gel agarosa
1.5% 100V por 45 minutos. Ladder DNA marker 1Kb. Los demas marcadores no
corresponden a esta investigacion. Las flechas indican el amplicon esperado.
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AldoC Cam3 Ck7 Ghd AldoB
‘1 2 3''1 2 3'"1 2 3''1 2 3'"1 2 3 '1Kb

Figura 10. Amplicones a 55°C annealing de ILPs, 2.5mM MgCI2, Buffer (NH;),SO,. Gel
agarosa 1.5% 100V por 1 hora. Ladder DNA marker 1Kb. Los deméas marcadores no
corresponden a esta investigacion. Las flechas indican el amplicon esperado.

Las condiciones finales escogidas para la amplificaciéon del marcador ILP Ck-7 se
encuentran en la Tabla N°6, al igual que la condicibn usada para la amplificacion del
marcador ILP Mic-3 que ya se encontraba estandarizada en el CGBM de la USMP. Los
productos obtenidos luego de la modificacién de las condiciones de amplificacién pueden
ser observados en la Figura N°11. Los productos observados para el marcador Ck-7 y

Mic-3 se encuentran alrededor de los 500pb.

Mic-3 Ck-7 Cam-3

Laddery Y Y )
APst1 1C 6C 7Cc 8C 16C 37C 38C 39C 1C 6C 8C 9C

o ] X
805pb. ~{=> G .
et L
- R S D AR T

L .

A

5y
<
|

Figura 11. Amplicones de marcadores ILPs. Reaccion estandarizada. Gel agarosa 1.5%
100V por 45 min. Ladder APst1. El marcador Cam-3 no corresponde a esta investigacion.
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En el caso de los marcadores STRs Eel0 y Ee2, este ultimo no amplificé bajo ninguna de
las condiciones probadas en este trabajo. EI marcador Eel0 amplific6 bajo todas las

condiciones ensayadas.

f
54°C[2.5mM 1.5mM 2mM 2.5mm
¥ 5 3

=

[

°

° A L
© [

-l

Figura 12. STR Ee10. Amplicones a 54 y 60°C annealing de ILPs, diferentes
concentraciones de MgCI2. Gel agarosa 2% 100V por 45 minutos. El carril 5 de cada
prueba constituye el control negativo.

Los amplicones fueron corridos en un gel de acrilamida 6% denaturante para detectar la
presencia de bandas inespecificas, en la Figura N°13 se puede observar que no existe
diferencias en cuanto a la calidad del producto entre las condiciones probadas, razén por
la cual se optd por elegir una condicion intermedia de concentracion de cloruro de
magnesio (2mM) y la temperatura de annealing mas alta (60°C) para asegurar una alta

astringencia de la reaccion.

Figura 13. STR Ee10. Amplicones a 54 y 60°C annealing de ILPs, diferentes
concentraciones de MgCI2. Gel de Acrilamida 5% denaturante, 500V por 2 horas.
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Tabla 6. Condiciones finales para la amplificacion de marcadores ILPs y STRs en anchoveta peruana

Mlc-3 Ck-7 Eel0
Conc.
Reactivo Madre Volumen (uL) | Conc. Final | Volumen (uL) | Conc. Final | Volumen (uL) | Conc. Final
H20 - 6 g.s.p 17.425 g.s.p 16.4 g.s.p
Buffer 10X 1 1X (KCI) 2.5 1X (KCI) 2.5 1X (KCI)
dNTPs 10mM 0.5 0.5mM 1.875 0.75mM 0.5 0.2mM
MgClI2 25mM 1 2.5mM 15 1.5mM 2 2mM
CebadorF | 10pmol/uL 0.2 0.2pmol 0.3 0.3pmol 1.25 0.5pmol
CebadorR| 10pmol/uL 0.2 0.2pmol 0.3 0.3pmol 1.25 0.5pmol
Taq 5U/UI 0.1 0.05U 0.1 0.02U 0.1 0.05U
ADN | 30-50ng 1 3-5ng 1 3-5ng 1 3-5ng
Volumen Rx Final 10uL 25uL 25uL
95°C 3 min 94°C 3min 94°C 3min
94°C 12 seg 94°C 12seg 94°C 30seg
PROGRAMA DE PCR |58°C 12 seg\lj>35 ciclos 50°C 125eg} 35ciclos 60°C 60869} 35ciclos
72°C 20 se 72°C 20seg 72°C 30seg
72°C 5 min 72°C 5 min 72°C 3min
Longitud de producto ~500pb ~500pb ~200-300phb
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V.3. Amplificacién, genotipaje y estimacion de los niveles de variabilidad genética

de la poblacién de anchoveta peruana utilizando marcadores ILPs y STRs

V.3.1ILPs

V.3.1.1 Intron 3 de la cadena ligera de la miosina (Mlc-3)

Un total de 60 individuos (correspondientes a la cala “82", “103” y “124”) fueron
genotipados en el afio 2008 por la Bach. en Ingenieria Biotecnolégica Solange Paredes
M. en el CGBM-USMP. Para la presente investigacion se amplificaron y genotiparon 64

individuos mas (correspondientes a las calas “c” e “I”) (Fig. 14).

3P (anchoveta)

12 3 4’5 6 7 8 6¢ ¢

27 29 31 33 36 38 39
e L .

= oL N <

Figura 14. Amplicones de marcador ILP Mic-3 en anchoveta Peruana. Gel Agarosa 1.5%
100V/1 hora

Los amplicones fueron corridos en geles de acrilamida 5% denaturante. Se realizaron
varias corridas en geles largos (20 x 40cm) debido al tamafio del producto, esto para

separar al maximo los alelos y la lectura de estos sea lo mas exacta posible. En las
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Figuras N°15, 16 y 17 se pueden observar algunos geles utilizados para la asignacion de

los alelos.

Ladder100pb

20C 18C 17C 16C 15C 14C 13C 12C 11C

10C 9C 8C 7C 6C 5C 4C 3C 2C 1C

Figura 15. Electroforesis vertical en gel de acrilamida 5% denaturante de amplicones Mic-

3 en anchoveta Peruana, 800V /12 horas.

En la Fig. 15 podemos observar que de los 19 individuos amplificados y corridos en geles

de acrilamida, 18 de estos son homocigotos (del 1c al 18c).

1C 29C 30C 16i 18i 22i 23i 24i 25i  26i 271 28i 29c 30i 39c 38c

Figura 16. Electroforesis vertical en gel de acrilamida 5% denaturante de amplicones Mic-
3 en anchoveta Peruana, 800V /12 horas.

En la Fig. 16 podemos observar otros alelos encontrados para el ILP Mic-3.
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82.8
82.9
82.2
124.8
82.18
82.15
103.11

20C
23C
27C
29C
38C
39C
~ Ladder 100bp

Figura 17. Alelos encontrados en la poblacién analizada (n=128) del marcador Mlc-3 en
anchoveta Peruana.

En la Fig. 17 podemos observar todos los alelos encontrados para el marcador Mic-3, con

excepcion del alelo 1 que constituye un producto de 300pb (no salié en la fotografia).
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Tabla 7. Genotipos encontrados por cala en la anchoveta Peruana usando el marcador

Mic-3

Cala “C” Callao (2009)

Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 22 11 22 21 22 31 22
2 22 12 22 22 22 32 22
3 22 13 22 23 28 33 22
4 22 14 22 24 22 34 22
5 22 15 22 25 22 35 26
6 22 16 22 26 22 36 22
7 22 17 22 27 29 37 22
8 22 18 22 28 22 38 22
9 22 19 - 29 23 39 210
10 22 20 26 30 26

Cala “i” Barranca-Supe (2008)

Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 22 8 24 15 - 22 25
2 22 9 22 16 22 23 24
3 26 10 22 17 22 24 24
4 22 11 22 18 - 25 22
5 22 12 22 19 22 26 22
6 22 13 22 20 22 27 -
7 22 14 22 21 22 28 26

29 23
30 22
Cala 82 Callao (2007) Cala 103 Pisco (2007)

Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 22 11 22 1 22 11 21
2 27 12 22 2 22 12 22
3 22 13 22 3 22 13 22
4 28 14 22 4 22 14 22
5 23 15 25 5 22 15 22
6 22 16 22 6 22 16 22
7 22 17 22 7 22 17 22
8 22 18 26 8 22 18 22
9 24 19 22 9 22 19 22
10 22 20 22 10 22 20 22

Cala 124 llo (2007)

Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 22 6 22 11 26 16 22
2 22 7 210 12 22 17 26
3 28 8 26 13 22 18 22
4 22 9 22 14 24 19 NA
5 22 10 22 15 25 20 26

NA: no amplifico.
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Los genotipos y alelos encontrados en toda la poblacion (124 individuos) y en las cinco
calas se resumen en las siguientes tablas. Estos datos fueron ordenados para crear el

input file usado en los programa Fstat y Arlequin.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Mlc-3 en anchoveta peruana

: . Frecuencia
Genotipo Alelos Individuos Genotipica Alelo Frecuencia
genotipo 1 0202 95 0.77 1 0.004
genotipo 2 | 0206 10 0.08 g 8-222
genotipo 3 0208 3 0.02 4 0.020
genotipo 4 0209 1 0.01 5 0.012
genotipo 5 0203 3 0.02 6 0.040
genotipo 6 0210 2 0.02 7 0.004
genotipo 7 0204 5 0.04 8 0.012
genotipo 8 0205 3 0.02 9 0.004
genotipo 9 0207 1 0.01 10 0.008
genotipo 10 0201 1 0.01 TOTAL 1
124 1.00

El genotipo mas frecuente para el marcador Mic-3 en la poblacién, sin considerar calas,
es el genotipo 1 (homocigoto para el alelo 2), de los 124 individuos analizados el 77%
cuenta con este genotipo. Los heterocigotos estan constituidos por un alelo 2 y otro. Lo

gue indica que este alelo esta presente de una manera predominante en la poblacion.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Mic -3 en la cala “¢c”

(anchoveta Peruana)

Genotipo Alelos Individuos ';r;fgt?nﬁ:'g

- p Alelo Frecuencia
genotipo 1 0202 31 0.82 2 0.908
genotipo 2 0206 3 0.08 3 0.013
genotipo 3 0208 1 0.03 6 0.039
genotipo 4 | 0209 1 0.03 8 0.013

. 9 0.013
genotipo 5 0203 1 0.03 10 0013
genotipo 6 0210 1 0.03 TOTAL 1

TOTAL 38 1
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Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Mlc-3 en la cala “i

(anchoveta Peruana)

w:n

Alelo Frecuencia
2 0.870
3 0.019
4 0.056
5 0.019
6 0.037
TOTAL 1

Genotipo Alelos Individuos I;recugn_ua
enotipica
genotipo 1 0202 14 0.70
genotipo 2 0206 1 0.05
genotipo 3 0208 1 0.05
genotipo 5 0203 1 0.05
genotipo 7 0204 1 0.05
genotipo 8 0205 1 0.05
genotipo 9 0207 1 0.05
TOTAL 20 1

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Mic-3 en la cala “82”

(anchoveta Peruana)

Alelo

Frecuencia

0.850

0.025

0.025

0.025

0.025

0.025

O INOO|OIA[WIN

0.025

Genotipo Alelos Individuos ggﬁgﬁgﬁ;:
genotipo 1 0202 20 0.74
genotipo 2 0206 2 0.07
genotipo 5 0203 1 0.04
genotipo 7 0204 3 0.11
genotipo 8 0205 1 0.04
TOTAL 27 1

TOTAL

1

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Mic-3 en la cala “103”

(anchoveta Peruana)

Genotipo Alelos Individuos I;recue:n_ma
enotipica
genotipo 1 0202 19 0.95
genotipo 10 0201 1 0.05
TOTAL 20 1

Alelo Frecuencia
1 0.025
2 0.975
TOTAL 1
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Mlc-3 en la cala “124”

(anchoveta Peruana)

Alelo Frecuencia
2 0.789
4 0.026
5 0.026
6 0.105
8 0.026
10 0.026
TOTAL 1

Genotipo Alelos Individuos Frecugnpla
Genotipica
genotipo 1 0202 11 0.58
genotipo 2 0206 4 0.21
genotipo 3 0208 1 0.05
genotipo 6 0210 1 0.05
genotipo 7 0204 1 0.05
genotipo 8 0205 1 0.05
TOTAL 19 1

64




{- \"\_r"' malelo1
S m alelo 2

malelo 3
malelo 4
malelo 5

malelo b

b. Calai Barranca, 2008 malelo 7

Centro
T b malelo 8

alelo 9

m alelo 10

il. Cala 82 Callao 2007e. Cala c Callao 2009
Centro Centro

0.025_0.025 £ Cala 103 Pisco 2007

Centro

_0.025

g
g.Cala1241lo 2007
Sur
“-025.\0,:]26

Figura 18. Distribucion de frecuencias alélicas del marcador Mic-3 en anchoveta peruana

a lo largo del litoral peruano.

En la siguiente tabla se muestran los datos de la heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (He), Fis, y riqueza alélica de las 5 calas evaluadas de

anchoveta peruana.
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Tabla 14. Estimadores de nivel de variabilidad genética basados en el analisis con Mic-3

Riqueza

Cala (Ho) (He) Valor P Fis Genotipos | Alelos alélica
c 0.18421 | 0.17579 | 1.00 | -0.049 6 6 3.880
0.25926 | 0.24179 | 1.00 | -0.074 5 5 4.301

82 0.3000 | 0.28077 | 1.00 | -0.070 7 7 6.700
103 | 0.05000 | 0.05000 | 1.00 | 0.000 2 2 1.950
124 | 0.42105 | 0.37269 | 1.00 | -0.134 6 6 6.00
TOTAL 124 individuos 10 10 | 4310

El promedio de la heterocigosidad observada en el litoral peruano es de 0.243. El
marcador ILP Mic-3 mostré un bajo grado de polimorfismo de longitud. Se encontraron 10
genotipos y 10 alelos en los 124 individuos evaluados. El alelo 2 se encontré en todas las
calas analizadas con una fuerte frecuencia (0.975-0.789), los alelos 9, 7 y 1 se

encontraron exclusivamente en las calas “c”, “82” y “103” respectivamente, los demas
alelos se compartieron en todas las calas analizadas. El genotipo predominante fue el 1

(homocigoto para el alelo 2) en la poblacion.

Los valores de Fis se encuentran cercanos a 0, y el valor P de las Ho y He es de 1,

evidenciando que cada poblacion se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg.
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V.3.1.2 Intron 7 de la Creatina Quinasa (Ck-7)

Se amplificaron un total de 98 individuos con el ILP Ck-7.

12C 13C 14C 15C 16C 17C 18C 19C 20C 21C 22C

Figura 19. Electroforesis horizontal en gel de agarosa 1.5% (100V, 40 min) del marcador
Ck-7 amplificado en anchoveta peruana.

Los amplicones fueron corridos en geles de acrilamida 5% denaturante. Se realizaron
varias corridas en geles largos (20 x 40cm) debido al tamafio del producto, esto para
separar al maximo los alelos y la lectura de estos sea lo mas exacta posible. En las

Figuras N° se pueden observar algunos geles utilizados para la asignacién de los alelos.
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10i 8i 7i 3i 2i 37c¢c36¢35¢33c 30c 29¢c 27c 26¢ 25¢ 23¢c 22¢ 19¢c17c11¢c 7c 6¢ 5¢ 3¢ 1c

Figura 20. Electroforesis vertical en geles de acrilamida 5% denaturante (800V, 12 horas)

del marcador Ck-7 amplificado en anchoveta peruana
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Tabla 15. Genotipos encontrados en la anchoveta Peruana usando el marcador Ck-7

Cala "C" Callao-2009

Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 33 11 67 21 66 31 36
2 33 12 33 22 35 32 36
3 66 13 33 23 36 33 66
4 36 14 66 24 36 34 36
5 36 15 33 25 34 35 67
6 36 16 36 26 35 36 89
7 36 17 56 27 33 37 67
8 36 18 36 28 38 38 36
9 36 19 36 29 66 39 36

10 66 20 33 30 34
Cala "i" Barranca-Supe-2008

Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 36 8 33 15 - 22 33
2 68 9 33 16 16 23 -
3 36 10 16 17 33 24 36
4 36 11 66 18 33 25 66
5 36 12 67 19 67 26 67
6 34 13 26 20 33 27 36
7 67 14 36 21 - 28 66

29 67

30 89

Cala "3P" Salaverry-2009
Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo

1 33 11 36 21 33 31 33
2 67 12 36 22 36 32 33
3 66 13 33 23 36 33 36
4 36 14 - 24 36 34 33
5 36 15 36 25 - 35 -
6 -- 16 - 26 36 36 66
7 -- 17 36 27 66 37 33
8 66 18 33 28 33 38 36
9 -- 19 - 29 36 39 36
10 33 20 33 30 33 40 36

69




Tabla 16. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ck-7 en anchoveta peruana

Genotipo Alelos Individuos ggﬁgﬁgg:
genotipo 1 0303 25 0.26 Alelo Frecuencia
genotipo 2 0606 13 0.13 1 0.010
genotipo 3 0306 38 0.39 2 0.005
genotipo 4 | 0607 9 0.09 2 g-g?g
genotipo 5 0506 1 0.01 5 0:015
genotipo 6 0305 2 0.02 6 0.398
genotipo 7 0304 3 0.03 7 0.046
genotipo 8 0308 1 0.01 8 0.020
genotipo 9 | 0809 2 0.02 TO?’ - 01'90100
genotipo 10 0608 1 0.01
genotipo 11 0106 2 0.02
genotipo 12 0206 1 0.01

TOTAL 98 1.00

El genotipo més frecuente para el marcador Ck-7 en la poblacion, sin considerar calas, es
el genotipo 1 (homocigoto para el alelo 3), 3 (heterocigoto para 3y 6) y el 2 (homocigoto
para el alelo 6), de los 98 individuos analizados el 26%, 39% y 13% cuentan con este

genotipo respectivamente.

Tabla 17. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ck-7 en la cala “c”

(anchoveta Peruana)

Genotipo Alelos Individuos I;recugnpla
enotipica Alelo Frecuencia

genot!po 1 0303 7 0.18 3 0.449
genotipo 2 0606 6 0.15 4 0.026
genotipo 3 0306 16 0.41 5 0.038
genotipo 4 | 0607 3 0.08 6 0.410

: 7 0.038
genot!po 5 0506 1 0.03 8 0.026
genotipo 6 0305 2 0.05 9 0.013
genotipo 7 0304 2 0.05 TOTAL 1
genotipo 8 0308 1 0.03
genotipo 9 0809 1 0.03

TOTAL 39 9




Tabla 18. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ck-7 en la cala “i

(anchoveta Peruana)

Alelo

Frecuencia

0.037

0.019

0.370

0.019

0.407

N[O WIN|EF

0.016

TOTAL

1

Genotipo Alelos Individuos I;recugn_ua

enotipica
genotipo 1 0303 6 0.22
genotipo 2 0606 3 0.11
genotipo 3 0306 7 0.26
genotipo 4 0607 5 0.19
genotipo 7 0304 1 0.04
genotipo 9 0809 1 0.04
genotipo 10 0608 1 0.04
genotipo 11 0106 2 0.07
genotipo 12 0206 1 0.04

TOTAL 27 1

Tabla 19. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ck-7 en la cala “3p”

(anchoveta Peruana)

Alelo Frecuencia
3 0.609
6 0.375
7 0.016
TOTAL 1

Genotipo Alelos Individuos I;;r:rﬁgteigicclz
genotipo 1 0303 12 0.38
genotipo 2 0606 4 0.13
genotipo 3 0306 15 0.47
genotipo 4 0607 1 0.03
TOTAL 32 1
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Figura 21. Distribucion de la frecuencia alélica del ILP Ck-7 en la anchoveta peruana a lo
largo del litoral peruano.

En la siguiente tabla se muestran los datos de Ho, He, Fis, riqueza alélica de las 3 calas

evaluadas de anchoveta peruana.

Tabla 20. Estimadores de nivel de variabilidad genética basados en el analisis con Ck-7

Riqueza
Cala (Ho) (He) P-valor Fis Genotipos | Alelos .
alélica
c 0.666 | 0634 | 0.185 | -0.052 9 7 8.00
i 0.666 | 0.697 0.09 | 0.045 9 6 6.455
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3p | 0500 | 0495 | 0495 | -0.009 4 3 2.844

TOTAL 98 individuos 12 9 6.148

El promedio de la heterocigosidad observada en el litoral peruana es de 0.611. El
marcador ILP Ck-7 mostr6 un grado de polimorfismo de longitud mayor en comparacion al
marcador Mlc-3. Se encontraron 12 genotipos y 9 alelos en los 98 individuos evaluados.
El alelo 3 y 6 se encontraron en todas las calas analizadas con una frecuencia de 0.609-
0.370 y 0.410-0.375 respectivamente. Los alelos 1 y 2 sélo se encontraron en la cala i.

Los genotipos predominantes en todas las calas fueron el 1 (3/3), 2 (6/6) y 3 (3/6).

Los valores de Fis se encuentran cercanos a cero, y el P-valor de las Ho y He es mayor a

0.05, evidenciando que no la poblacién se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg.

El valor global de Fst (diferenciacion genética entre poblaciones) es 0.0219 con un P-valor
de 0.122+-0.0119, lo que indica que las calas analizadas (pertenecientes al stock centro y

sur) constituyen una misma poblacién

Tabla 21. Valores de Fst entre las diferentes calas analizadas

Calac Calai Cala 3p
Calac | 0.00000
Calai| -0.00625 | 0.00000
Cala 3p | 0.001233 | 0.03907* | 0.00000
* P-valor <0.05

Los valores de las comparaciones pareadas de Fst entre calas fueron bajos (Tabla N°20).
Los P-valores son mayores a 0.05, es decir que no existe diferenciacion genética entre las

calas analizadas, con excepcién del valor P entre las calas “3p” e “i” (0.04653+-0.0021), lo
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gue evidencia diferencia genética entre estas dos calas, pero esta no es suficiente para

que constituyan dos poblaciones diferentes.

Aunqgue los valores pareados de Fst, no evidenciaron una diferencia genética entre calas,
se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA) (Tabla N°21) con el fin de

determinar la variabilidad dentro y entre agrupaciones. Se realizaron dos agrupaciones

siguiendo los siguientes criterios:

- Stock centro (cala “c”, “i") vs. Stock Norte (“3p”)

Tabla 22. Analisis de varianza molecular entre los stock centro y sur en E. ringens

%

Variacion Varianza | variaciéon Estadistico F P-valores
total
Entre g“r"]g‘r’tse)(cen”o Y | 0.00842 2.72 0.02190 0.09873+-0.00932
Entre pom%g'g,r;es (Y | 000163 | -053 -0.00540 0.54839+-0.01535
Dentro de las poblaciones | 0.30311 97.81 0.02716 0.32454+-0.01790

El analisis espacial (entre stock centro y norte) mediante la prueba de AMOVA arroj6 que
existe una diferencia de 2.72% entre estos grupos pero esta no es significativa, las

diferencias entre las poblaciones analizadas es nula y dentro de las poblaciones

constituye un 97.81%.
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V.3.1.3 Eel0 (Engraulis encrasicolus 10)

Se amplificaron un total de 168 individuos con el STR Eel0.
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Figura 22. Electroforesis horizontal en geles de agarosa 1.5% (100V, 30min) del marcador
STR Eel10 amplificado en anchoveta peruana.

Los amplicones fueron corridos en geles de acrilamida 6% denaturante. Se realizaron
varias corridas en geles medianos (20 x 20cm) debido al tamafio del producto. En las

Figuras N° se pueden observar algunos geles utilizados para la asignacion de los alelos.

82-11
124-19
23i
16i
30i
7i
29C
10c
2c
124-6
14i
20C
17i
14C
16¢
12¢
12i
3C
15c
82-6
13i
15c¢
82-11

Figura 23. Electroforesis vertical en geles de acrilamida 5% (500V, 2 horas 30min) del
marcador STR Eel0 en anchoveta peruana. Gel: 1mm de grsor
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Figura 24. Electroforesis vertical en geles de acrilamida 5% (500V, 2 horas 30min) del

marcador STR Eel0 en anchoveta peruana. Gel: 1mm de grosor
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Figura 25. Electroforesis vertical en geles de acrilamida 5% (500V, 2 horas 30min) del

marcador STR Eel0 en anchoveta peruana. Gel: 0.4mm de grsor
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Tabla 23. Genotipos encontrados en la anchoveta Peruana usando el marcador Ee-10.

Cala "82" Callao- 2007

Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo
1 66 6 55 11 44 16 55
2 66 7 22 12 22 17 66
3 66 8 55 13 36 18 22
4 99 9 66 14 66 19 -
5 -- 10 36 15 55 20 44
Cala "C" Callao- 2009
Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo
2c 66 9c 66 14c 36 19c 36
3c 16 10c 66 14c 36 20c 46
6C 26 1lic 24 15c 56 21c 66
7c 55 12c 76 16c 36 23c 66
8c 36 13c 46 18c 26 29c 66
32c 45
Cala "i" Barranca Supe- 2008
Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo |Individuo | Genotipo
2i 22 7i 66 12i 26 19i 55
4i 22 8i 66 13i 55 20i 26
3i 33 9i 66 14i 46 23i 44
5i 22 10i 46 16i 44 30i 66
6i 77 11i 44 17i 36
Cala "8C" Huacho- 2009
Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 66 13 66 23 36 34 66
2 99 14 46 24 66 36 99
4 33 16 66 25 22 38 66
5 46 17 46 26 66 39 22
6 33 18 55 27 66 41 46
7 66 19 1111 28 66 42 46
9 66 20 66 29 66 43 66
12 96 21 96 32 26 44 36
45 66
46 36
Cala "3P" Salaverry- 2009
Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 11 13 55 24 66 36 36
2 26 14 22 25 26 37 1111
3 66 15 75 26 66 38 36
4 36 16 36 28 66 40 36

78




6 33 17 46 29 66 41 46
7 44 18 55 30 66 42 24
8 26 19 44 31 36 44 314
9 26 20 99 32 66 45 36
10 33 21 36 33 66 46 514
11 66 22 66 34 211 47 1111
12 22 23 96 35 66
Cala "103" Pisco- 2007
Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 66 6 66 11 44 16
2 126 7 66 12 44 17 33
3 36 8 44 13 ? 18 44
4 36 9 0 14 44 19 35
5 66 10 46 15 44 20 36
Cala "124" llo- 2007
Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo | Individuo | Genotipo
1 66 6 46 11 77 16 44
2 22 7 45 12 33 17 76
3 - 8 66 13 - 18 714
4 46 9 - 14 - 19 88
5 23 10 66 15 44 20 46
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Los genotipos y alelos encontrados en las siete calas se resumen en las siguientes tablas.

Tabla 24. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “82”

(anchoveta Peruana)

Genotipo Alelos Individuos ggﬁgﬁg%: AISIO Fre%lfg;:la
genotipo 1 0606 6 0.33 3 0.056
genotipo2 | 0909 1 0.06 4 0.111
genotipo 3 0505 4 0.22 2 83;3
genotipo 4 0202 3 0.17 9 0.056
genotipo 5 0306 2 0.11 TOTAL 1
genotipo 6 0404 2 0.11

TOTAL 18 1

Tabla 25. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “c”

(anchoveta Peruana)

Genotipo Alelos Individuos ';rsﬁg,[eigﬁ;g Alelo Frecuencia
genotipo 1 0606 6 0.29 ; 8831
genotipo 3 0505 1 0.05 3 0.119
genotipo 5 0306 5 0.24 4 0.095
genotipo 7 | 0406 2 0.1 5 0.095
genotipo 8 | 0706 1 0.05 ? 8:8;11
genotipo 9 0106 1 0.05 TOTAL 1
genotipo 10 0506 1 0.05

genotipo 11 0405 1 0.05

genotipo 12 0204 1 0.05

genotipo 13 0206 2 0.1

TOTAL 21 1
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Tabla 26. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “i

(anchoveta Peruana)

Frecuencia

0.211

0.079

0.211

0.105

0.342

0.053

L

1

Genotipo Alelos Individuos I;recugn_ua

enotipica
genotipo 1 0606 4 0.21
genotipo 3 0505 2 0.11
genotipo 4 0202 3 0.16
genotipo 5 0306 1 0.05
genotipo 6 0404 3 0.16
genotipo 7 0406 2 0.11
genotipo 13 0206 2 0.11
genotipo 14 0303 1 0.05
genotipo 15 0707 1 0.05

TOTAL 19 1

Tabla 27. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “8c”

(anchoveta Peruana)

Alelo

Frecuencia

0.074

0.103

0.074

0.029

0.603

0.088

=
Rlojou|swin

0.029

TOTAL

1

Genotipo Alelos Individuos I(:;recue,npla

enotipica
genotipo 1 0606 15 0.44
genotipo 2 0909 2 0.06
genotipo 3 0505 1 0.03
genotipo 4 0202 2 0.06
genotipo 5 0306 3 0.09
genotipo 7 0406 5 0.15
genotipo 13 0206 1 0.03
genotipo 14 0303 2 0.06
genotipo 16 0906 2 0.06
genotipo 17 1111 1 0.03

TOTAL 34 1
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Tabla 28. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “3p”

(anchoveta Peruana)

Genotipo | Alelos | Individuos | Iecuencia Alelo | Frecuencia
Genotipica 1 0.023

genotipo 1 0606 11 0.26 2 0.116

genotipo 2 0909 1 0.02 3 0.151

genotipo 3 | 0505 2 0.05 ;‘ 8-833

genotipo 4 0202 2 0.05 6 0.430

genotipo 5 0306 8 0.19 7 0.012

genotipo 6 0404 2 0.05 9 0.035

genotipo 7 0406 2 0.05 11 0.058

genotipo 9 0101 1 0.02 14 0.023

genotipo 12 0204 1 0.02 TOTAL 1

genotipo 13 0206 4 0.09

genotipo 14 0303 2 0.05

genotipo 16 0906 1 0.02

genotipo 17 1111 2 0.05

genotipo 18 0705 1 0.02

genotipo 19 0211 1 0.02

genotipo 20 0314 1 0.02

genotipo 21 0514 1 0.02

TOTAL 43 1

Tabla 29. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “103”

(anchoveta Peruana)

Genotipo Alelos Individuos Frecue,n_c|a

Genotipica
genotipo 1 0606 4 0.24
genotipo 5 0306 3 0.18
genotipo 6 0404 6 0.35
genotipo 7 0406 1 0.06
genotipo 14 0303 1 0.06
genotipo 22 1206 1 0.06
genotipo 23 0305 1 0.06

TOTAL 17 1
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Alelo Frecuencia
3 0.176
4 0.382
5 0.029
6 0.382
12 0.029
TOTAL 1




Tabla 30. Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador Ee10 en la cala “124”

(anchoveta Peruana)

Alelo

Frecuencia

0.094

0.094

0.250

0.031

0.313

0.125

0.063

N LIRSS NN

0.031

TOTAL

1

Genotipo Alelos Individuos Frecugnpla

Genotipica
genotipo 1 0606 3 0.19
genotipo 4 0202 1 0.06
genotipo 6 0404 2 0.13
genotipo 7 0406 3 0.19
genotipo 8 0706 1 0.06
genotipo 11 0405 1 0.06
genotipo 14 0303 1 0.06
genotipo 15 0707 1 0.06
genotipo 24 0808 1 0.06
genotipo 25 0714 1 0.06
genotipo 26 0203 1 0.06

TOTAL 16 1

83




'/f-é\—/ malelo 1
malelo 2

malelo 3
a. Cala 3p Salaverry, 2009 malelo 4
Centro
0023 ooz sal malelo 5
malelo 6
a malelo 7
malelo 8
o7 malelo 9
malelo 11
bc" malelo 12
d,e malelo 14
b.CalaiBarranca,2008  c.Cala8c Huacho,2009
Centro Centro
0.053 0.8 0029 (0074
’ 0,103
0.074
0,029
o0 f. Cala 103 Pisco 2007
e. Cala c Callao 2009 d. Cala 82 Callao 2007 Sur
Centro Centro 0,029
00242924 0.056
\ | o7y
0.056 g
g. Cala 1241lo 2007
0.111 0.029 Sur
0.063 0031 0.094
0.125 0.0%3

0.031

Fig 23. Distribucion de la frecuencia alélica del STR Eel0 en la anchoveta peruana

a lo largo del litoral peruano.

En la siguiente tabla se muestran los datos de Ho, He, Fis Y riqueza alélica de las 7 calas

evaluadas de anchoveta peruana.
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Tabla 31. Estimadores de variabilidad genética basados en la amplificacion del STR Eel10

Riqueza

Cala (Ho) (He) P-valor Fis Genotipos | Alelos alélica
82 | 0.11111 | 0.77460 | 0.000 | 0.860 6 6 5.981

C | 0.66667 | 0.65041 | 0.635 | -0.026 10 7 6.509

i 0.26316 | 0.79516 | 0.00002 | 0.675 9 6 5.976

8c | 0.32353 | 0.61457 | 0.0000 | 0.477 10 7 6.348
3p | 0.48837 | 0.76033 | 0.0000 | 0.360 17 10 7.924
103 | 0.35294 | 0.69519 | 0.0022 | 0.500 7 5 4.882
124 | 0.43750 | 0.82661 | 0.00072 | 0.479 11 8 8.00
TOTAL 168 individuos 26 12 7.342

Al analizar las heterocigosidades se observé que la observada (Ho) fue mucho menor a la
esperada (He) en todas las calas analizadas, con excepcion de la cala ¢, presentando una
desviacion en el equilibrio Hardy-Weinberg (EHW). Los valores de Fis se encuentran
cercanos a 1, lo que indica un déficit de heterocigotos. El alelo predominante es el alelo 6,

con una frecuencia de 0.603-0.313 en las calas analizadas.

Debido a esta desviacion tan significativa en el EHW fue recomendable afiadir el elemento
“posibilidad de alelos nulos” como una de las posibles causas que se han aceptado en la

literatura para justificar este tipo de hallazgo.
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Tabla 32. Posibilidad de alelos nulos en las calas analizadas de anchoveta peruana.

Frec. considerando

Cala N P(a.n.) Alelo Conteo Het. Hom. Frecuencia an
2 6 0 3 0.1667 0.0382
3 2 2 0 0.0556 0.0253
4 4 0 2 0.1111 0.0253
82 18 0.7420 5 8 0 4 0.2222 0.0513
6 14 2 6 0.3889 0.1054
9 2 0 1 0.0556 0.0126
Total individuos 2 16
1 1 1 0 0.0238 0.0241
2 3 3 0 0.0714 0.0740
3 5 5 0 0.1190 0.1269
4 4 4 0 0.0952 0.1001
c 21 -0.0431 5 4 2 1 0.0952 0.0740
6 24 12 6 0.5714 0.6199
7 1 1 0 0.0238 0.0241
Total individuos 14 7
2 8 2 3 0.2105 0.1070
3 3 1 1 0.0789 0.0414
4 8 2 3 0.2105 0.1070
i 19 0.4800 5 4 0 2 0.1053 0.0414
6 13 5 4 0.3421 0.2028
7 2 0 1 0.0526 0.0205
Total individuos 5 14
2 5 1 2 0.0735 0.0416
3 7 3 2 0.1029 0.0704
4 5 5 0 0.0735 0.0704
5 2 0 1 0.0294 0.0137
8c 34 02762 4 41 11 15 0.6029 0.4581
9 6 2 2 0.0882 0.0559
11 2 0 1 0.0294 0.0137
Total individuos 11 23
1 1 1 0 0.0116 0.0112
2 10 6 2 0.1163 0.0937
3 13 9 2 0.1512 0.1314
4 7 3 2 0.0814 0.0575
5 6 2 2 0.0698 0.0457
3p 43  0.2005 6 38 16 11 0.4419 0.3697
7 1 1 0 0.0116 0.0112
9 3 1 1 0.0349 0.0226
11 5 1 2 0.0581 0.0341
14 2 2 0 0.0233 0.0226
Total individuos 21 22
3 6 4 1 0.1765 0.1414
103 17 0.3263 4 13 1 6 0.3824 0.2050
5 1 1 0 0.0294 0.0266

(o]
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6 13 5 4 0.3824 0.2741
12 1 1 0 0.0294 0.0266
Total individuos 6 11
2 3 1 1 0.0938 0.0590
3 3 1 1 0.0938 0.0590
4 8 4 2 0.2500 0.1899
5 1 1 0 0.0313 0.0291
124 16 0.2888 6 10 4 3 0.3125 0.2260
7 4 2 1 0.1250 0.0900
8 2 0 1 0.0625 0.0291
14 1 1 0 0.013 0.0291
Total individuos 7 9

N:nimero de individuos, P(a.n.): probabilidad de la existencia de alelos nulos, Het.:
heterocigoto, Hom.: homocigoto, Frec.: frecuencia, a.n.: alelos nulos.

Todas las calas, con excepcion de la cala ¢, muestran estimados de frecuencias para

alelos nulos de 0.2005-0.7420. La “posibilidad de alelos nulos” total fue de 0.3856, sin

considerar la cala ¢ (que se encontraba en EHW) y de 0.29 al considerarla.
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VI.  DISCUSION

Extraccion de acidos nucleicos.

En este trabajo se demostré la efectividad del protocolo de extraccion utilizando el buffer
TNES-urea. Este es un método simple, reproducible, econébmico y no contaminante,
posible de utilizar para la obtencién de ADN a partir de muestras de tejido muscular.
Mediante la amplificacion de los marcadores ILPs y STRs, se confirmd su utilidad y
reproducibilidad en estudios genéticos basados en PCR. Este protocolo de extraccién
puede substituir protocolos que utilizan elementos quimicos contaminantes y peligrosos,
como es el caso de protocolos con fenol-cloroformo (Madisen y col. 1987). EI ADN
extraido a partir de tejido muscular tuvo mejor calidad que el extraido a partir de muestras
de gbnadas (Figura 7). Esto se debié a la menor presencia de componentes celulares
(proteinas, lipidos), permitiendo la obtencion de muestras de muestras de ADN mas

puras.

Tamaino de muestra analizado.

El tamafio de muestra se considera 6ptimo, si se tiene en cuenta que la posibilidad de
encontrar alelos en una frecuencia determinada esta condicionada por el nimero de
muestras analizadas y esta expresado por la ecuaciéon de Leung y col. (1993): N=In(1-
P)/In(1-F), donde N= tamafio de muestra, P= probabilidad de encontrar el alelo y F=
frecuencia del alelo. Asi, para encontrar alelos en una frecuencia mayor al 0.05 son
suficientes 45 individuos. Para la evaluacion de los marcadores Mic-3, Ck-7 y Ee 10 se
analizaron 124, 98 y 168 individuos respectivamente. Sin embargo, algunos alelos se

encontraron con una frecuencia menor a 0.05 (0.01) (Tabla 8 y 16).
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Estrategia de amplificacion cruzada y alelos nulos

La amplificacion cruzada es una alternativa cuando no se cuenta con los marcadores
moleculares identificados directamente en la especie de trabajo, ademas de que reduce el
tiempo y los costos implicados en el aislamiento de estos. Varios trabajos reportan,
ademas del aislamiento de los microsatélites en una especie especifica, la amplificacion
de éstos en otras especies. Takagi et al. 1997 reportan cinco loci microsatélites aislados
en el pez Pragus major y probados en otras especies de la familia Sparidae logrando

amplificar de uno a cuatro loci.

Los 2 loci microsatélites con los que se trabajé en la presente tesis, fueron reportados
para la anchoveta europea. Uno no logré amplificar bajo las condiciones ensayadas (Ee2),
lo que indicaria que las regiones flanqueantes a este locus no se encuentran conservadas
en la anchoveta peruana. En la anchovete europea este locus registré un total de 25

alelos, 0.58 de heterocigosidad observada y amplicones entre 210-284pb.

El locus EelO, en la anchoveta europea, registr6 un total de 25 alelos, 0.89 de
heterocigosidad observada y productos entre 176-272pb. En el caso de la anchoveta
peruana, en la presente tesis, se identificaron 12 alelos, 0.38 de heterocigosidad
observada y productos entre 200 y 300pb. Sin embargo, este locus mostré en la mayoria
de las poblaciones analizadas (con excepcion de la cala “c”) deficiencia de heterocigotos
(Tabla 31). Estos resultados concordarian con los reportados por Zarraonaindia y col. en
el afio 2009., donde para cuatro poblaciones de anchoveta europea que estudiaron
utilizando siete microsatélites (microsatélites especie-especificos y otros reportados para
la anchoveta japonesa E. japonica), todos estos loci mostraron un déficit de heterocigotos.
Esta deficiencia puede ser explicada por un apareamiento no al azar, el efecto Wahlund

(este fendbmeno se produce cuando dentro de una poblacion existen subpoblaciones
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aisladas) y especialmente por la presencia de alelos nulos, o una combinacién de todos

estos factores.

Para explicar esta deficiencia de heterocigotos en el trabajo, se podria descartar la
seleccion natural, puesto que si se tratara de esto, el fenomeno se repetiria en todos los

loci evaluados (ILPs y STRs).

Otra explicacion para la deficiencia de heterocigotos puede deberse también al efecto
Wahlund. La fuente clasica de este fendmeno es la inclusion de los individuos en una
muestra que se ha originado a partir de poblaciones genéticamente diferenciadas. Los
resultados de muchos otros estudios (Spanakis y col.,, 1989; Bembo y col., 1996;
Magoulas y col., 1996, 2006; Borsa, 2002; Borsa y col., 2004) indican que a pesar de la
falta general de las barreras de dispersién a lo largo de la costa, las poblaciones de
anchoveta pueden estar subdivididas genéticamente. Individuos de estas poblaciones se

pueden mezclar en diferentes momentos de sus vidas.

Finalmente, la presencia de alelos nulos podria contribuir al déficit de heterocigotos
(DeWoody y Avise, 2000; O’'Really y col. 2004). La fuente mas comun de alelos nulos es
el error en el PCR al momento de amplificar algunos alelos. Los cebadores utilizados en el
presente estudio fueron disefiados para microsatélites en la anchoveta europea (Landi,
2005), y algunas amplificaciones cruzadas no fueron exitosas. Al calcular la probabilidad
de existencia de alelos nulos del marcador Eel0 en la anchoveta peruana, el programa
CERVUS arrojé un valor de 0.2005-0.7450 para las calas estudiadas, estos valores no

son despreciables (Tabla 32).

Técnica de Exon-primed intron-crossing (EPIC)-PCR.

El polimorfismo en la longitud de los intrones ha revelado la existencia de una gran

variabilidad en varios estudios de genética de poblaciones. Muchos de estos estudios han
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sido restringidos inicialmente a pocos genes (Factor de elongacion: EF 1 alfa, en Penaeus
vannamei) y frecuentemente los intrones polimdrficos han sido encontrados de forma
ocasional (Bierne y col. 2000). Pa poder realizar la amplificacion de los intrones, los
cebadores utilizados en la PCR se sitlan en los exones. Una de las ventajas mas
importantes del uso de los intrones es que los cebadores por lo general son “universales”

(France y col. 1999).

Este es uno de los primeros trabajos, realizados mediante esta técnica, en la anchoveta
peruana distribuida a lo largo del litoral peruano donde se utilizan herramientas genéticas

moleculares.

En el trabajo de Hassan y col. 2002, se disefiaron cebadores de las a partir de regiones
conservadas de exones consecutivos de diferentes genes, primero realizaron una
busqueda de las secuencias exdnicas publicadas en las bases de datos hasta esa fecha
en diferentes especies de peces teledsteos (Tabla 4). De esta manera, estos cebadores
fueron disefiados para ser lo mas universal posible y puedan amplificar en una amplia

gama de peces teledsteos. De este mismo enfoque se valié Touriya y col. 2003.

De los 3 ILPs probados, sé6lo Gh5 no amplificé bajo las condiciones probadas, esto debido
a que las secuencias flanqueantes al intrén (los exones) no estarian tan conservados en

la anchoveta peruana.

Variabilidad genética en E. ringens.

Al comparar el promedio de alelos por locus y de heterocigosidad observada, obtenidos
en E. ringens con los marcadores ILPs, con los resultados reportados en la literatura

(Tabla 4) se puede discutir lo siguiente:

91



En la anchoveta europea, segun Touriya y col. 2003, para el marcador Mic-3 se reporto, a
partir del andlisis de tres individuos, amplicones de 460pb, este marcador resultd ser
polimorfismo para esta especia. En el presente trabajo, para la anchoveta peruana, se
reporta productos con un peso promedio de 500pb, 10 alelos y una heterocigosidad de
0.243. Razon por la cual sélo se procedié a realizar el calculo de heterocigosidades,
observada y esperada, frecuencias alélicas y genotipicas, asi como el valor Fis, esto
debido al bajo grado de polimorfismo del marcador. El alelo predominante en la poblacién
de anchoveta peruana es el alelo 2, al igual que el genotipo 1, homocigoto para el alelo 2,
de los 124 individuos analizados el 77% cuenta con este genotipo. Este intron presenta
una baja variabilidad genética, lo cual no lo hace apropiado para futuros andlisis de
estructura poblacional dentro de las especies. Los valor de heterocigosidad observada
fueron variables en las calas del stock centro, desde 0.05 hasta 0.300, mientras que el

valor mas alto se encontro en la cala “124” correspondiente al stock sur.

Es necesario tener en cuenta que a pesar de que los intrones acumulan rapidamente las
mutaciones, los niveles de diversidad genética observados en varios trabajo realizados
mediante el analisis con microsatélites son mayores a los que se obtiene con la técnica
del EPIC-PCR. Esto puede estar relacionado con la alta tasa de mutacion que presenta

los microsatélites lo cual conduce a un gran polimorfismo.

En la presente tesis se evalu6 el polimorfismo en el tamafio del intrén, no el polimorfismo
de secuencia, por lo cual no se descarta que exista un alto grado de polimorfismo si se

analiza la secuencia de este.

Segun Hassan y col. (2002), para la especie Thunnus obesus,atin ojo grande, se
utilizaron 100 individuos y sélo se identificaron 3 alelos utilizando el marcador Ck-7 (Tabla
4). En esta tesis se analizaron 98 especimenes de anchoveta peruana y se identificaron 9

alelos y una heterocigosidad esperada de 0.611 mediante la técnica EPIC-PCR (Tabla
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“a0 “n

20). Las calas correspondientes al stock centro (cala “c” e “i”) mostraron el valor mas alto
de heterocigosidad observada 0.666, mientras que la cala “3p” (stock norte”) presento la
mas baja 0.500. Estos valores de Ho indican que el marcador Ck-7 es un buen candidato

para futuros estudios de genética de poblaciones en anchoveta peruana.

Variacion interpoblacional en E. ringens.

Utilizando el marcacor Ck-7 se puedo realizar algunos estudios preliminares en E.

ringens. El valor de Fst globlal para E. ringens resultd ser bajo (0.02).

El andlisis pareado de Fst entre las calas del stock “norte” y “centro” (Tabla 21) que segun
los datos morfologicos corresponderian a una misma unidad poblacional, ratificaria esta
hipétesis. Los resultados demuestran que no existe una estructura genética para la
especie en las zonas evaluadas. Esto es apoyado por el analisis de varianza molecular

(Tabla 22).

No encontrar una estructura genética geografica poblacional en esta especie no es un
resultado desconcertante, los movimientos gregarios en las poblaciones de peces,
especialmente de la anchoveta, toman lugar durante todas las fases de su ciclo de vida.
Ademas, el medio oceanico no posee barreras tangibles como en los ambientes
dulceacuicolas o terrestres, y por lo tanto la estructura genética de las poblaciones
marinas esta condicionada por factores oceanograficos y caracteristicas propias de las

especies para la dispersion (Avise, 1994).

Los resultados de éste estudio sirven de base para futuras aplicaciones de los ILPs en E.
ringens. Incluir mas localidades a lo largo del rango de distribucion de la especie y
monitorear la diversidad genética con un mayor namero de loci, permitira tener una

perspectiva completa y detallada de su estructuracion genética.
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VII.

CONCLUSIONES

La metodologia de extraccion de acidos nucleicos, TNES-urea, ha servido
para el aislamiento de ADN de la anchoveta peruana, preliminarmente este

protocolo ha servido para extraer ADN de moluscos.

Se demostré la utilidad de la estrategia de amplificacion cruzada y de la
técnica EPIC-PCR para poder obtener marcadores moleculares en

especies sin data genética previa.

Utilizando el marcador microsatélite EelO, reportado para la anchoveta
europea, casi todas las calas presentaron desviaciones al equilibrio de
Hardy-Weinberg (seis de siete), la principal razén en el déficit de

heterocigotos se atribuye a la incidencia de alelos nulos.

El marcador molecular, Ck-7, es prometedor para estudios de genética de
poblaciones, basandonos en su valor de heterocigosidad. Mlc-3 mostré bajo
nivel de polimorfismo y no constituye un buen candidato para futuros

estudios genético poblacionales.
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No se detectd una diferenciacion genética entre las localidades
muestreadas, indicando que el stock norte y centro de E. ringens, esta

conformado por una sola poblacién.

Estos resultados son un primer paso para el inicio de estudios que
enfoquen y aclaren muchos interrogantes que se plantean no solo para E.
ringens (en cuanto a los stock reportados en el litoral peruano), sino
también para otros recursos pesqueros de importancia econdmica para

nuestro pais.
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IX. ANEXOS

IX.1. Resumen presentado en el XV Curso de Verao em Genética, 2010. Universidad

de Sao Paulo-Facultad de Medicina. Riberao Preto-Brasil.

Andlise do polimorfismo de marcadores EPICs em Engraulis ringens “anchoveta
peruana”

Diana E. Rojas Malaga®, Daniel S. Oré Chavez', Roger W. Quiroz Bazan?, Ricardo
M. Fujita Alarcon®

! Instituto de Genética y Biologia Molecular, Universidad San Martin de Porres
2 Laboratorio de Artes y Métodos de Pesca, Universidad Nacional Mayor de San Marcos

" faig26 @hotmail.com

Um dos recursos explorados no mar peruano € a anchoveta (Engraulis ringens) que
ocupa um lugar importante na teia alimentar pelagica no sudeste do Pacifico. E relevante
gerar informacfes de estrutura genética da populacédo para a sua gestdo adequada e
estes dados ainda ndo existem. Neste contexto 0os marcadores moleculares séo
ferramentas Uteis. Devido a falta de marcadores para esta espécie, através da estratégia
de amplificagdo cruzada foram avaliados seis marcadores tipo EPICs (exon-primed intron-
crossing) tendo como base que as mutacdes se acumulan rapidamente nos introns e,
muitas vezes exibem uma alta variabilidade genética, incluindo o polimorfismo de
comprimento. Foram amplificados por PCR os marcadores: creatina cinase intron 7 (Ck7),
aldolasa B intron 2 (AldoB2), aldolasa C intron 1 (AldoC1), hormbnio de crescimento
intron 5 (Gh5), a cadeia leve da miosina intron 3 (MlIc3) e calmodulina intron 3 (Cam3), as
condicbes de amplificagdo foram modificados para otimizar a reacdo. Para todos os
marcadores, exceto Gh5, fragmentos de amplificacdo de 500-600pb foram obtidos. Estes
marcadores sao aplichveis na anchoveta, cada um mostrou diferentes graus de
polimorfismo, descobrimos que marcadores como AldoC, Cam3, Mlc3 (Ho=0.20 e He=
0.889, k=6, n=65) e AldoB (Ho= 0.20 e He=0.66, k=3, n=10) s&o pouco polimorficos e

outros como Ck7 (Ho=0.61 e He=0.756, k=6, n=20) tem um alto grau de polimorfismo
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tornando-se Util para estudos de diversidade genética. Contudo, é necessario analisar um

maior numero de individuos para fornecer dados conclusivos.

Os EPICs mostran diferentes graus de polimorfismo mas estes permancem baixos, com
excecdo de Ck7. O prOximo passo serd a caracterizacdo desse locus para estimar 0s
parametros genéticos na populacdo da anchoveta peruana. Da mesma forma provaremos
outros marcadores como 0s microsatélites para ter uma perspectiva melhor de nossa

populagéo.

X.2. Resumen presentado en el ICBAR, 2010. Lima-Peru

AMPLIFICACION CRUZADA DE MARCADORES MICROSATELITES EN LA
ANCHOVETA PERUANA (Engraulis ringens)

D. Rojas?®, M. Silva?, O. Acosta®, D. Oré?, F. Villamén®, A. Kameya®, C. Yamashiro®, F.
Fernandez®, A. Chipollini®, R. Quiroz?, R. Fuijita®.

! Centro de Genética y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad San Martin
de Porres. Av. Alameda del Corregidor 1531 Urb. Los Sirius, Las Vifias, La Molina, Lima
12.

% Laboratorio de Artes y Métodos de Pesca, Facultad de Ciencia Bioldgicas, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Cal. Calle German Amezaga 375, Lima 0O1.

3 Instituto del Mar del Perl, IMARPE. Esquina Gamarra y General Valle S/N Chucuito,
Callao.

faig26@hotmail.com

La anchoveta peruana (Engraulis ringens) es una especie de importancia econdmica para
nuestro pais que en el presente es la segunda pesqueria mas grande del mundo, luego
de China. Actualmente existe un incremento constante en las capturas, nuestra industria
crece sin tener en cuenta el impacto genético en las poblaciones. En este contexto es
relevante generar informacién de su diversidad genéticay estructura genética poblacional
para una gestion adecuada. Debido a la falta de marcadores para esta especie se evalud
la aplicabilidad y la diversidad alélica de un panel de cinco marcadores microsatélites
mediante la estrategia de amplificacion cruzada con la anchoveta europea (Engraulis

encrasicolus) teniendo en cuenta su conservacion entre especies que comparten un
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mismo origen evolutivo por lo que es posible su uso entre especies emparentadas. De los
cinco locus reportados para E. encrasicolus, Eel0, Ee92, Eel6, Ee6 y Ee2, sélo los tres
primeros amplificaron en E. ringens. El valor promedio de heterocigosidad de los
marcadores aplicables es de 0.65. Los microsatélites obtenidos en esta investigacion
podran ser usados en estudios de diversidad genética, estructura poblacional, andlisis de

flujo génico y variacion intraespecifica en la anchoveta peruana.
Palabras clave: Amplificacion interespecifica, engraulidos, marcadores moleculares.
Fuente de financiamiento: Al proyecto de Interés Nacional (PIN 115) Contrato 060

FINCyT-BID 2008 Presidencia del Consejo de Ministros/ Programa de Ciencia y

Tecnologia.
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