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RESUMEN

La merluza peruana (Merluccius gayi peruanus) sostiene una pesqueria importante en el pais.
Actualmente la evaluacién y manejo de este recurso asume la presencia de un solo stock en el
mar norperuano, sin embargo, observaciones realizadas en 1997 sugiere la existencia de dos
stocks al norte y sur del paralelo 6°S. El objetivo del presente estudio es evaluar mediante el
uso de marcadores mitocondriales la presencia de una 6 dos unidades poblacionales de
merluza, para lo cual se amplificé la region de control mitocondrial parcial y completa,
detectandose las variantes con dos técnicas Single Strand Conformational Polymorphism
(SSCP) y secuenciamiento directo, respectivamente. Se observa una alta diversidad haplotipica
y baja diversidad nucleétidica, con una escaza diferenciacién y estructura genética, con la
presencia de dos posibles lineas matrilineales yuxtapuestas geograficamente. Asi mismo existe
evidencia de que la poblacion atravesé un reciente evento de expansion poblacional a finales
del Pleistoceno. En conclusion la merluza peruana comprende una sola unidad panmictica en
el mar norperuano sin presencia de una estructuracion genética en sus poblaciones, lo cual
apoya la hipdtesis de un solo stock, siendo necesario el empleo de otros marcadores como los
microsatélites para efectuar andlisis multilocus a fin de tener mayores criterios que apoyen la

hipétesis.



REVIEW

Peruvian hake (Merluccius gayi peruanus) supports a major fishery in the country. Currently
the evaluation and management of this resource assumes the presence of a single stock in the
norperuano sea, however, observations in 1997 suggests the existence of two stocks in the
north and south of 6 ° S. The aim of this study is to evaluate using mitochondrial markers the
presence of one or two units of hake population, which was amplified for the mitochondrial
control region of partial and complete, detected with two techniques: Single Strand
Conformational Polymorphism (SSCP) and sequencing, respectively. A high haplotype diversity
and low nucleotide diversity, with differentiation and structure genetic low, with the possible
presence of two matrilineal lines juxtaposed geographically. Likewise there is evidence that the
population underwent a recent population expansion event in the late Pleistocene. In
conclusion, the Peruvian hake comprises a single panmictic unit norperuano sea without the
presence of genetic structure in populations, which supports the hypothesis of a single stock,
requiring the use of other markers such as microsatellites for analysis to multilocus to have

better criteria to support the hypothesis.



l. INTRODUCCION

La merluza peruana (Merluccius gayi peruanus) es una especie bento pelagica
que se distribuye sobre la plataforma y parte del talud continental, con las principales
concentraciones hacia el norte de 10°S, siendo la plataforma continental norperuana

su area de reproduccion (Samamé et al., 2001). Su pesqueria sostiene una industria

dedicada a la exportacion y al consumo humano directo (Flores, 2001).
Actualmente, la evaluacién y manejo de este recurso asume la presencia de un
solo stock en el mar norperuano, caracterizado por un gradiente latitudinal de tallas.

Pero observaciones realizadas por Guevara-Carrasco (1997) durante el crucero de

evaluacién BIC Humboldt 9705-06, y posteriormente analizadas por Wostinza-Mendo

& Guevarra-Carrasco (2000), sugieren la existencia de dos stocks al norte y sur del

paralelo °6 S, cada uno con su propio gradiente latitudinal de tallas, distinto grado de
madurez sexual y espectro alimentario; siendo posible que el grupo del norte pueda
ser Merluccius angustimanus, que se distribuye frente a Centroamérica y que podria
haber migrado al sur a consecuencia de El Nifio. Si esta Ultima hipotesis es cierta,
seria posible detectar diferencias significativas a un nivel molecular, pero no se
dispone de los insumos primarios para este estudio que son los marcadores genéticos
en esta especie.

En el pais los indicadores usados para la identificacibn de unidades
poblacionales provienen de estudios bioldégicos pesqueros fenotipicos (meristica,
estadio reproductivo, alimentacion), que son susceptibles a cambiar con las
variaciones del entorno. Estos caracteres se expresan como una respuesta adaptativa
al ambiente, lo cual puede no implicar cambios significativos en el genoma, lo que
puede conducir a agrupar individuos en unidades discretas a pesar de que no existan
diferencias genéticas. Mientras que en el estado actual del arte se usan marcadores

genotipicos que son invariables a través de la vida del individuo (huevo a adulto),



independientemente de las variaciones del entorno, ademas que permiten determinar
relaciones de parentesco y/o diferenciacion entre las poblaciones.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la presencia de una o dos
unidades poblacionales de merluza entre los paralelos 3°30°S y 07°16'S, que
comprende el rango de distribucién de la especie durante la primavera del 2001
(Crucero IMARPE — BIC Humboldt Sep / 2001). Para ello se propone generar
marcadores genéticos que en conjunto con los reportados en otras especies, permitan
la deteccion de variantes genéticas en la region de control mitocondrial de la merluza
peruana. Primero se buscaran polimorfismos de longitud y después se buscaran
variantes de secuencia usando: Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) y
secuenciamiento directo. Asi las diferencias que se detecten podran ser analizadas
estadisticamente para contrastar la hipétesis nula de una sola unidad genética
poblacional.

La investigaciébn es innovadora en nuestro pais en utlizar marcadores
genéticos mitocondriales con la finalidad de aclarar una situacion problematica en el
manejo pesquero. Y asi mismo es concebida como una propuesta a extrapolar para el

estudio del componente genético de nuestras poblaciones.



Il MARCO TEORICO

Segun Grosberg y Cunningham (2001), el medio marino es un medio

homogeneizador de las distintas poblaciones acudéticas, las que se hallan distribuidas
desigualmente en parches, que se mantienen conectados entre si a través de grandes
6 pequefias extensiones mediante dispersién. Este grado de conectividad de las
poblaciones afecta a su estructura genética la cual va a reflejar la interaccion histérica
y contemporanea de un complejo conjunto de procesos ecoldgicos, demogréficos,
etolégicos, genéticos, oceanograficos, climaticos y tecténicos, que actian en forma
combinada a través de escalas temporales y espaciales, determinando tasas y
patrones de dispersion de gametos, zigotos, larvas y adultos. Estos movimientos en
conjunto con la reproduccion de los inmigrantes, controlan el grado y proporcién de los
procesos estocasticos (p.e. deriva genética) y deterministicos (p.e. seleccion natural)
los cuales madifican la estructura dentro y entre grupos de individuos.

La documentacion cientifica que reporta estudios genéticos poblacionales en

diversos recursos hidrobioldgicos es extensa (Muths et al., 2009; Neethling et al.,

2008; Rodrigues et al., 2008; Carr y Marshall 2008; Heyden et al., 2007; Ward et al,.

2001; McLean vy Taylor, 2001; Jonsdottir et al., 2001; Orbacz y Gaffney, 2000; Lankford

et al., 1999; Heist y Gold, 1999; Stabile et al., 1996; Sang et al., 1994; Palumbi vy

Baker, 1994; Ruzzante et al., 1998; otros).

2.1. Posicion Taxondmica de la Merluza Peruana.

Mejia_et al. (1974) determina meristicamente en la merluza (Merluccius gayi
peruanus), la igualdad del nimero de radios (aletas dorsal y anal) en toda el &rea de
distribucion donde opera la flota pesquera peruana, sustentando su identidad

poblacional. Coincidiendo con la categorizacion dada por Ginsburg (1954) . Su

posicion taxondmica es la siguiente:



Phylum : Vertebrata
Subphylum : Craniata
Superclase : Ganthostomata
Clase : Teleostomi
Superorden : Paracanthopterygii
Orden : Gadiformes

Suborden : Gadoidea

Familia : Merlucciidae
Género : Merluccius
Especie : Merluccius gayi (Guichenot, 1848).

Subespecie : Merluccius gayi peruanus (Ginsburg, 1954).
La especie Merluccius gayi habita en la costa este del Pacifico que comprende

tanto la costa peruana y chilena (Cohen et al., 1990). Ginsburg (1954) reconoci6é dos

subespecies en Merluccius gayi: (Figura M1).
a. Merluccius gayi gayi (Guiyenot 1848)
b. Merluccius gayi peruanus (Ginsburg, 1954)
Ambas subespecies muestran una distribucién alopatrica, con una separacion

minima de 1300Km (Hernandez et al., 2000). Cohen et al. (1990) cita como caracteres

distintivos el niamero total de vértebras, nimero total de branquiespinas y longitud
relativa de la cabeza. La distribucion alopatrica, la informacion genética poblacional, la
existencia de locis proteicos propios a cada subespecie, caracteres meristicos
(namero de branquiespinas, vertebras, longitud de cabeza) como el nimero promedio
de sustituciones alélicas que es el resultado de la evolucién de los taxas, permiten
confirmar la categoria a lo menos subespecifica para las merluzas chilena y peruana

(Hernéandez et al., 2000), la cual fue originalmente propuesta por Ginsburg (1954).




M. gayi peruanus

©)
O
-
.
O
<C
(a
o
=
<
L
O
o

~..

|

<
Q
Q
=

is/Malvinas

a. M. gayi peruanus

b. M. gayi gayi

Primer arco branquial

urohyal

(after Inada, 1981a)

Figura M 1. Ubicacion Geografica y Diferenciaciéon Morfolégica en Merluccius
gayi.

(a) Ubicacion alopatrica de las subespecies de Merluccius gayi en la costa
del Pacifico Sur.

(b) Caracteres distintivos entre Merluccius gayi peruanus y Merluccius gayi
gayi (Fuente: Cohen et al., 1990).




2.2. Distribucién Geografica en la Merluza Peruana.

Castillo et al (2001) comenta los siguientes patrones de distribucion, los cuales

estan en funcién al desplazamiento de la minima de oxigeno, posicidon que a su vez

7

estara determinada por la Corriente Submarina Peruana ¢ Extension Sur de la

Corriente de Cromwell (ESCC):
a. Distribucion Estandar: desde los 00°30'S (Ecuador) hasta los 13° 56'S (Perq).
b. Distribucion Estacional
Invierno - Primavera : Se observa una retraccion al norte hasta los 06 y 08°S.
Verano — Otofio : Se extiende al sur hasta inclusive los 12 y 14°S.

c. Distribucion Anémala:

El Nifio : Se extiende mas al sur hasta los 15°S o 18°S.
La Nifa : La poblacién se extiende hacia el norte hasta las costa
ecuatorianas

La ESCC se caracteriza por su relativa alta salinidad y elevado contenido de
oxigeno, con un desplazamiento de norte a sur favoreciendo el desarrollo y
distribucion de la poblacion de merluza y otros recursos demersales. Su distribucion se
ve alterada estacionalmente y por condiciones oceanograficas correspondiente a

fendmeno El Nifio o La Nifia.

La merluza peruana presenta una distribucién latitudinal estratificada por tallas
es decir, los ejemplares mas grandes estan al norte de los 06° S, mientras que los mas
pequefios se encuentran al sur de este punto. Asi en las areas de mayor
concentracion (05 y 06°S) hallaremos a los ejemplares de tallas medianas (30-40 cm),
constituyendo la parte mas importante del stock, en areas en donde las condiciones

ambientales son las mejores (Armstrong, 1981). Pero esta estructura de talla sufre un

desplazamiento durante un evento El Nifio o La Nifia, pero permanece un patron de

reclutamiento paulatino de sur a norte (Castillo et al., 2001).
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2.3.

Aspectos bio-ecolégicos en la merluza.
2.3.1. Morfologiay meristica de las merluzas.

Estas especies tienen un alto grado de conservacion morfolégica (Cohen et al

1990). La conformacion general del cuerpo de todas ellas no ofrece grandes
variaciones a primera vista, siendo los caracteres meristicos (vértebras,
escamas y branquiespinas) los que categéricamente delimitan la segregacion

taxondmica entre estas especies (Minaya, 2001).

2.3.2. Capacidad migracional de la merluza peruana.

Las merluzas en general presentan una amplia capacidad para realizar
migraciones verticales debido a adaptaciones fisiolégicas en la vejiga natatoria
y en el sistema circulatorio, permaneciendo durante el dia cerca del fondo y
desplazandose en la noche hacia aguas medias y superficiales para

alimentarse siendo en este momento accesibles a la pesqueria (Minaya 2001).

Segun Castillo et al (2001), la merluza peruana presenta tres tipos de

migracion:
a) Migracién nictemeral diaria. La merluza realiza migraciones verticales, en
relacién con la migracion del zooplancton con tendencia a concentrarse sobre

el piso de la plataforma durante el dia y a desplazarse a lo largo de la columna

de agua, durante la noche, para alimentarse.

b) Migracion batimétrica. Andlisis de las capturas comerciales y de cruceros
de investigacion evidencian que parte del stock se encuentra al borde y fuera
de la plataforma continental, como una distribucién de continuidad horizontal a
partir de los 200 m de profundidad. Aparentemente estas existencias forman
parte del comportamiento migratorio hacia mayores profundidades y a zonas
inaccesibles, que no se conocen aun en detalle. Sin embargo, estos podrian
ser los principales reproductores que asegurarian parte de la renovacion

poblacional.



c) Migracion latitudinal. Producido el desove los huevos y larvas son
trasladados hacia el sur hasta los 12-14°S, para luego ir creciendo
desplazandose hacia el norte e irse reclutando a las diferentes areas de pesca,
paulatinamente. Esta migracion caracteriza la estratificacion por tallas por

areas, lo cual evidencia la migracién por reclutamiento.

2.3.3. Reproduccién de la merluza peruana.

La merluza peruana presenta un dimorfismo sexual. Las hembras
alcanzan tallas mas grandes que los machos. La mayor intensidad de los
desoves ocurren en el invierno austral (julio-setiembre), confirmando la
existencia de individuos reproductores en menores proporciones durante todo
el afio. La longitud de la primera madurez ha cambiado con la disminucién de la
abundancia del stock en la merluza peruana de 1989 al 2000, sufriendo
variaciones con una disminucion de 55 a 33cm, es decir con una reduccion

media anual de 2cm (Samamé et al., 2001). Actualmente en ausencia de

individuos mayores, los pequefios que fueron reproductivamente inactivos en la
década del 80, ahora son reproductivamente activos. Se propone que esta
modificacion en el comportamiento reproductivo podria ser un mecanismo para

hacer frente a la disminucién de la fecundidad (Wostinza-Mendo & Guevarra-

Carrasco 2000).

El area histérica de la distribucién de los primeros estados de desarrollo de la
merluza se encuentra principalmente entre Cabo Blanco (04°S) y Pimentel
(07°S) con las mayores concentraciones de huevos frente a Pimentel. Las
larvas tienen una mayor amplitud en su distribucion tanto hacia el sur como
hacia el oeste. Por el sur en un periodo normal se encuentran hasta los
08°38’S, sin embargo en determinados periodos esta distribucion se ha
ampliado mucho mas al sur como en los afios 1972 y 1983 cuando se not6 su

méxima amplitud hasta los 18°S.



2.3.4. Alimentacion.

Wostinza-Mendo y Guevarra-Carrasco (2000), describe que los merlicidos son

tipicos predadores pelagicos de rapidos movimientos, emboscando a sus
presas en la columna de agua. Aunque es un pez demersal no se alimenta de
organismos bentonicos o relacionados al sustrato, realizando migraciones
verticales para alimentarse en aguas medias o de superficie durante la noche.
La composicion dietética depende del tamafio del individuo asi por ejemplo las
larvas se alimentan de copépodos, los juveniles revelan mediante el contenido
estomacal, preferencias por crustaceos tales como copépodos y eufadsidos y
finalmente los adultos son principalmente piscivoros (uno de sus principales
items alimenticios lo componen otras merluzas) pero también se alimentan de
calamares y eufausidos. Entre 1976 y 1986, se ha observado que el principal
alimento de los juveniles fueron eufasidos, mientras que en la merluza adulta
fueron los peces (98%, sardina, bereche y anchoveta) y crustaceos (2%). Este
patrén cambio en los 90°s, donde los eufasidos son el principal alimento de los
juveniles, pero la merluza adulta ha cambiado su dieta a Myctophidae y
especies de peces sin identificar (posiblemente abisales), con poco consumo o

total ausencia de sardina y bereche..

2.3.5. Canibalismo

La mayoria de especies de merlicidos practican el canibalismo. Este evento se
intensifica cuando las distribuciones de los individuos grandes y pequefios se
traslapan. Por ejemplo en el caso de M. productus las migraciones que realiza
en la corriente de California, mantienen a los individuos grandes alejados de los

criaderos durante la mayor parte del afio.

Espinoza (2001), otorga un rol regulador del tamafio poblacional al canibalismo,

después de observar que esta interaccion se incrementa al producirse el

reclutamiento durante invierno y primavera y por lo tanto aumenta la densidad y



el area se ve reducida. Caso contrario sucede durante un evento "El Nifo"
donde se incrementa el area de distribucion, favoreciéndose la incorporacién
de reclutas a la poblacion, debido a una mayor separacién de las poblaciones

de juveniles y adultos.

2.4. Sinopsis de la pesqueria de la merluza peruana.

En el Perd, la pesqueria de la merluza (Merluccius gayi peruanus) comienza a
mediados de los 60. Desde entonces los desembarques de merluza se incrementaron
vertiginosamente, principalmente debido a embarcaciones arrastreras y de cerco para

su captura (Guevara-Carrasco, 1995 y Guevara-Carrasco, 1996). Es asi que a partir

de la década del 60 la explotacion del recurso merluza aumenta, llegando a niveles de
sobreexplotacion en 1978-1981 (Espino, 1999), que llevaron al recurso a un colapso. A
partir de 1992, se ha observado un declive en las tallas de captura, de 38-40 cm, a
30-33 cm (macho-hembra); después de una recuperacién en 1994, este declive
persiste. Estudios de biomasa muestran que en los Ultimos afios también hay en

declive a la mitad de la biomasa de 1980s (Wostinza-Mendo y Guevara-Carrasco,

2000). Por otro lado, los cruceros de evaluacion de los recursos demersales ponen en
evidencia que la frecuencia de ocurrencia en las capturas de las principales especies
de la fauna acompafiante de la merluza son cada vez menores, observacion coherente
con la tendencia a la disminucién de los desembarques y cambios en la estructura por
tallas y edades de las capturas de merluza.

La pesqueria en el Perd como principal fuente de informacién pone en
evidencia algunos aspectos notables como son la disminucion de los desembarques
de las principales especies demersales: coco, cachema, cabrilla, tollo, falso volador; y
los cambios en la estructura por tallas y edades de las capturas de merluza. Por otro
lado, los cruceros de evaluacién de los recursos demersales ponen en evidencia que

la frecuencia en las capturas de las principales especies de la fauna acompafante de
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la merluza son cada vez menores, observacion coherente con la tendencia a la
disminucion de los desembarques.

Aunque lo mencionado en el parrafo anterior a primera vista puede constituir un
sintoma de sobreexplotacion, algunos indicadores sefialan que lo que estaria
ocurriendo es un cambio a nivel de lo que se podria denominar la estructura del
sistema demersal (esto es, el conjunto de peces que se capturan con frecuencia en las
redes de arrastre y que no necesariamente pueden constituir una comunidad

biol6gica) (Guevara-Carrasco, 1996).

2.5. Estudios Genético Moleculares en Merlucidos

La distribucion geografica actual del género se extiende a los océanos
Atlantico, Indico y Pacifico, en aguas por debajo de los 15°C, salinidad entre 31 a
34.5% vy distribucion batimétrica mayormente entre 80 y 400 m con algunas

excepciones (Minaya, 2001). Aunque la taxonomia del género es compleja, y la

designacion total del nimero de especies ha variado, actualmente se reconocen 13

especies con alta conservacion de su morfologia externa (Inada et al., 1981; Cohen et

al., 1990; LLoris et al., 2003) planteando incertidumbre en sus relaciones filogenéticas,

lo cual sugiere la aplicacion de técnicas moleculares (Roldan et al., 1999; Quinteiro et

al., 2000). Estos métodos han proveido datos criticos en la soluciébn de problemas
similares en otros taxas.

Los estudios genéticos moleculares en merlicidos han comprendido el uso de
distintos marcadores moleculares para determinar relaciones filogenéticas y estructura

poblacional. Entre los marcadores empleados se reportan allozimas (Pla et al. 1991;

Mangaly y Jamieson 1979; Roldan et al., 1998, Roldan et al., 1999, Hernandez et al.,

2000; Gallequillos et al., 2000; Iwamoto et al., 2004); microsatélites (Lundy et al.,

1999), Lundy et al., 2000, Castillo et al., 2005, Renshaw et al., 2010), genes
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ribosomales nucleares (Wiley et al. 2000) y ADNmt (Oyarzun 1997; Quinteiro et al.

2000, Campo et al., 2007).

Quinteiro et al (2000), report6 el primer patron de relaciones evolutivas entre 11

especies de merlucidos usando la secuencia de la region hipervariable izquierda del D-
loop mitocondrial, ademas demostr6 que la region de control del ADNmt revela similar
composicion de bases entre distintos Gadiformes.

Moran et al (1999) , es el primero en aislar microsatélites de un merltcido, los

cuales son usados por Lundy et al (1999) para estudiar la estructura poblacional de M.

merluccius.

2.6. Estudios Genéticos Moleculares en Merluccius gayi.

En el Pert se carece de informacién genética molecular en Merluccius gayi
peruanus. Sin embargo se tiene diversos estudios sobre tecnologia alimentaria y
aspectos biolégico-pesqueros.

Oyarzun (1997), realiz6 el primer estudio con el ADN mitocondrial de la merluza

chilena empleando enzimas de restriccion con lo cual mostr6 que el mas comun de los
haplotipos tenia frecuencias similares en los dos extremos del rango poblacional de la
especie.

Hernandez et al (2000), realizo un estudio comparativo entre ambas

subespecies. El andlisis de polimorfismos de proteinas revelo valores relativamente
bajos de heterocigosidad en ambas subespecies de Merluccius gayi, mostrando
Merluccius gayi peruanus niveles de polimorfismo menores (18%) que Merluccius gayi

gayi (24%).

2.7. Historia Biogeografica de las Merluzas del Pacifico.
Informacion paleontolégica sugiere que el género Merluccius aparecié en la

mitad del Oligoceno (Fedotov y Bannikow 1989, en Quinteiro et al. 2000). La

calibracion de reloj bioquimico para merluzas puede proveer un aproximado del tiempo
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de divergencia del género. Para el reloj molecular desarrollado para estudios de
peces, la distancia genética de Nei D=1.0 representa 19 millones de afios de
separacion. Asi los valores de distancia genética entre el género Trisopterus y
Merluccius (D=1.411), el género Micromesistius y Merluccius (D=1.644), indicarian una
separacion alrededor de unos 26-31 millones de afios, que corresponde a la época
del Oligoceno.

Roldan et al. (1999), basandose en informacién geolbgica y paleontoldgica,

describe que durante esta época Africa colisiona con Eurasia, seguido por la formacion
del mar de Tethys, que permanecio abierto a peces de aguas poco-profundas hasta
casi 20 millones de afios. Un considerable niumero de especies de gadidos aparece en
depésitos del Mioceno de Europa Central y del Caucésico que en el Oligoceno,
confirmado la presencia de un comdn antecesor de ambas familias en el mar de
Tethys.

Estudios genéticos moleculares basados en polimorfismos de proteinas y en

divergencia de secuencia del ADNmt (Roldan et al 1999, Quinteiro et al. 2000), son

concordantes con los resultados de otros estudios morfolégicos, biogeograficos,
ectoparasitos y otolitos que indican la existencia de dos linajes evolutivos en las
merluzas.

Estos linajes evolutivos serian:

a. Clado o linaje Euro-Africano, formado por las especies Merluccius capensis,
Merluccius merluccius, Merluccius paradoxus, Merluccius polli y Merluccius.
senegalesis

b. Clado Americano, formado por Merluccius productus, Merluccius. bilinearis,
Merluccius australis, Merluccius hubsii, Merluccius gayi, Merluccius
angustimanus y Merluccius albidus.

Roldan et al. (1999) comenta que los altos valores de heterozigocidad

encontrados en las especies americanas es consistente con grandes tamafnos
poblacionales durante la especiacion, la cual continua hasta el presente. Mientras que
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los bajos porcentajes de heterocigosidad de las especies euroAfricanas es consistente
con cuellos de botella ocurridos durante o posteriormente a su especiacion.

Sobre la aparicion de estos linajes evolutivos se plantea la hipo6tesis de paso
del Istmo de Panamd. Un grupo que habitaba en el Atlantico Occidental, se desplazo
durante el Oligoceno o comienzos del Mioceno hacia el Pacifico a través de la apertura
del Istmo de Panama. Una vez restablecido el Istmo hace unos 3,5 millones de afios,
dicho grupo ancestral dio origen hacia el sur a Merluccius angustimanus, Merluccius
gayi y hacia el norte a Merluccius productus. Aunque los eventos posteriores que

dieron origen a esta especiacién permanece desconocidos (Galleguillos et al. 2000).

2.8. Historia Biogeografica de Merluccius gayi.

Entre ambas subespecies M. gayi gayi y M. gayi peruanus, Hernandez et al.

(2000) reporta una elevada identidad genética (0.873). Asi mismo los valores de
distancia genética obtenidos para estas subespecies, se asemejan a los encontrados
en el reconocimiento subespecifico de subespecies en otros taxas. Por otra parte, la
existencia de tres loci Unicos para Merluccius gayi peruanus permite reafirmar su

condicién subespecifica, concordando con la propuesta original de Ginsburg (1954).

Herndndez et al (2000) reporta que el nivel de diferenciacion genética

encontrado para las subespecies de M. gayi, equivale a una separacion de entre 900
000 y 2 000 000 de afios. Lo que permitiria establecer que la poblacién ancestral,
estuvo ligada inicialmente a la plataforma continental del norte del Perd, y plantea la
hip6tesis que su migracion hacia el sur estuvo inicialmente restringida por la Gran
Cuenca Peruano-Chilena, evento geografico formado antes del Mesozoico. Esta
barrera geogréfica restringiria la plataforma continental, zona a la cual se asocian las
especies de merluzas por hébitos alimenticios y reproductivos. Evidencia
paleogeogréfica indica que durante el Pleistoceno el mar avanzo en areas de las costa
del norte de Chile y el sur de Peru, lo que habria permitido la formacion de bahias y la
extension de la plataforma continental. Esto ultimo, habria sido en puente que permitio
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la migracion hacia las costas de Chile. Estas bahias sélo se han registrado en
basamentos pleistocénicos, o que hace pensar que desaparecieron a finales de esta
época reincorporandose la barrera que constituiria el evento vicariante que permitio el
origen de Merluccius gayi gayi en la subdivision sur del Pacifico Sur-Este y de

Merluccius gayi peruanus en la subdivisiébn Sur Norte del Pacifico Sur-Este.

2.9. Estudios Genéticos Moleculares en el Manejo Pesquero

Los resultados de Mangaly y Jamieson (1979), basado en tres marcadores

bioquimicos, fueron consistentes, con la hip6tesis de que la merluza europea del norte
de la plataforma Atlantica, consistia de una sola “raza” o poblacion. Posteriormente

Roldan et al., (1998) en base alozimas apoya la hipétesis sobre la existencia de dos

stocks. Uno de ellos en el Atlantico y otro en el Mediterraneo, aislados por el canal de
Gibraltar. Esta asuncién ha sido principalmente apoyada por datos morfolégicos, pero

también por preliminares datos genéticos (Pla et al., 1991) y con microsatélites (Lundy

et al.,1999).

El ICES (International Council for the Exploration of the Seas) asume la
existencia de dos stocks de M. merluccius en el area Atlantica, uno al norte del
paralelo 44°30° y otro al sur con el Cabo del Cafios de Breton, como limite geogréfico.
Pero la existencia de estos dos stocks no tiene una clara evidencia bioldgica. Roldan
et al., (1998) observa una posible subestructuracion de la poblaciéon del norte del
Atlantico, entre las muestras de Irlanda y del Mar Cantabrico, sugiriendo una

modificacion para el manejo de la poblacién Atlantica. Lundy et al.,(1999) en base a

microsatélites, encuentra evidencia que sugiere una estructura poblacional de mayor
complejidad en la region Atlantica, contrariamente a la asumida por el ICES.
Planteando que es necesaria una revision del manejo de la politica de la merluza

europea.
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2.10. EI ADN mitocondrial como Marcador Genético.

El ADNmt animal es una molécula circular de doble cadena usualmente de
14000 a 26 000 pb, aunque un genoma mitocondrial superior a los 42000 Kb ha sido
observado en el molusco Placopecten magellanicus. Generalmente en los peces el
ADNmt es homoplasico, es decir todas las moléculas son iguales, lo que facilita que el
tejido extraido de diferentes tejidos tenga el mismo ADNmt. Aunque en algunos casos
se ha reportado heteroplasmia de longitud en ADNmt de peces, que muestran la
presencia de secuencia de microsatélites (repeticiones de 2pb) en la region D-loop.
Este tipo de heteroplasmia puede ser utilizada para conocer la estructura poblacional,
y es uno de los motivos del secuenciamiento de genomas mitocondriales de peces. La
heteroplasmia de longitud ha sido reportada en Perca fluviatilis, Gadus morhua,

(Johansen, 1996).

Los genomas mitocondriales portan genes que codifican 13 proteinas (7
subunidades de la NADH deshidrogenasa, 3 subunidades de la citocromo oxisada,
ATPasa 6, ATPasa 8 y el citocromo b, 22 ARNt (tARNs) y 2 ARNr (12S y 16S),
adicionalmente una region de control est4 presente que contiene el origen de
replicacion de la cadena ligera (conocida como D-loop en vertebrados). Estudios de
secuenciamento en diversos peces teledsteos has demostrado que muestran el tipico

orden de los vertebrados (Billington, 2002).

Tres caracteristicas del ADNmt animal hacen que sea Gtil como marcador
genético en estudios de sistematica molecular, y en particular, para estudios de
genética de poblaciones y estudio de interrelaciones filogenéticas ente especies
cercanamente relacionadas:

a. El ADNmt es heredado maternalmente,

b. ElI ADNmt no esta sujeto a recombinacion.

c. Alta tasa de mutacion.

Las mitocondrias son organelos subcelulares que se encuentran en el
citoplasma de las células eucariotas, cuya funcion principal es la produccion de la
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energia celular en forma de trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en inglés).
Una de las particularidades de estos organulos es la de poseer un sistema genético
propio con toda la maquinaria necesaria para su expresion, es decir, para replicar,
transcribir y traducir la informacién genética que contiene.
2.10.1. Herencia matrilineal
Diferentes estudios sugieren que la herencia del ADNmt es predominantemente
materna. Siendo en vertebrados predominantemente un tipo de herencia
uniparental, principalmente de linea materna. En el caso de los vertebrados, el
cigoto posee en su genoma nuclear las lineas materna y paterna, mientras que
el genoma mitocondrial es principalmente materno. Es decir toda la progenie

hereda el ADNmt materno (Billington, 2002). Sin embargo algunos casos de

herencia biparental han sido reportados en algunos animales (moluscos,
insectos y mamiferos) y plantas, incluyendo uno que involucra por primera a un

pez, la anchoveta europea, Engraulis encrasicolus (Magoulas y Zouros 1993;

Skibinski et al., 1994).

2.10.2. Ausencia de recombinacién

La falta de recombinacion en esta molécula, hace posible que esta sea
heredada sin la presencia de cambios significativos en pocas generaciones a la
progenie. Caso contrario con el ADN nuclear, el cual estd sometido a
recombinacion en el cual se producen diferentes variedades de una region
génica, los cuales seran aportados por cada gameto sexual, en cambio solo
una variedad de ADN mitocondrial es aportada por un sexo a toda su progenie.
Siendo otro resultado de la falta de recombinacion el mantenimiento de la
conservacion del orden como de la secuencia de sus regiones codificantes.

(Billington 2002).

Eyre-Walker y Awadalla (2001), reportan evidencias en favor y en contra de la

recombinacion en humanos, concluyendo que aunque no esta firmemente
establecida la ruta por la cual la recombinacion puede suceder, y que mientras
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alguna evidencia genética poblacional no sugiera recombinacion, la falta de

recombinacion mitocondrial es un caracter del ADN mitocondrial.

2.10.3.Elevada tasa de Mutacion

La tasa de mutacién del genoma mitocondrial es 10 veces mayor que el
genoma nuclear, esto se debe posiblemente a la falta de mecanismos de
reparacion, ausencia de histonas, y la mas frecuente exposicion del ADNmt a
metabolitos reactivos de oxigeno. Debido a este hecho, la variaciéon de
secuencias entre individuos de una misma especie es muy grande, hasta unos

70 nucleo6tidos (Ballard y Dean, 2001).

2.10.4. Aplicaciones del ADNmt.

Debido a su herencia materna y relativa alta tasa de evolucién del ADNmt en
vertebrados, el material genético de esta organela ha sido usado en diversos
trabajos que reportan su utilidad como un marcador evolutivo para estudiar los
procesos de evolucibn molecular, diversidad genética, inferir patrones
filogeograficos y filogenéticos y determinar la estructura poblacional de

diferentes especies de peces (Lankford, et al. 1999; Stabile et al. 1996; Ward et

al., 2001; Maekawa et al. 2001; Ballard & Dean 2001; Sang et al. 1994) o en la

contrastacion de la sistematica molecular con la taxonomia basada en la

morfologia (Flowers y Foltz 2001). Ballard y Dean (2001) sugiere que los re

arreglos de genomas mitocondriales proveen una herramienta que podria
robustecer la reconstruccion filogenética.

Hoy en dia se usa marcadores genéticos que evolucionan rapidamente con la
expectativa de que provean una mayor sensibilidad para la deteccion de
patrones genéticos. En algunos casos, estudios de ADNmt parecen llevar esta
expectativa, revelando diferencias genéticas en una escala geogréafica mas fina
que las reveladas por electroforesis de proteinas. Ademas de evolucionar
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rapidamente, el ADNmt se puede analizar en términos de relaciones
genealdgicas entre secuencias (Neigel, 1994).

El ADN mitocondrial es una molécula que presenta una elevada conservacion
tanto de la secuencia como del orden de sus regiones codificantes, por este
motivo se documenta en la bibliografia la existencia de primers universales, los
cuales han sido utilizados en diversos estudios de investigacion alrededor del
genoma mitocondrial, especialmente esto ha facilitado el secuenciamiento
completo de una diversidad de genomas en distintos vertebrados. Por ejemplo

el primer L11592 (Bremer et al., 1995) es un primer comun a la region del ARN-

t Prolina y ha sido utilizado en estudios de Gadus morhua, Xiphias gadius,

Merluccius gayi y Latimeria sp.

2.11. Técnica de Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP).
El término SSCP fue inicialmente usado por Hayashi y su grupo para describir el uso
intencional de la movilidad dependiente de la secuencia para detectar polimorfismos

de ADN in Southern blots (Yap y McGee, 1994)

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en investigaciones biomédicas,
realizandose diferentes adaptaciones que han mejorado su sensibilidad.
Posteriormente se ha empleado en estudios poblacionales, siendo utilizado por los
ecologistas moleculares o genetista de poblaciones principalmente como una
herramienta para estimar diferencias genéticas entre individuos o grupos de
individuos. En estudios poblacionales, muchas muestras pueden ser secuenciadas,
pero muchos individuos pueden llevar la misma secuencia. La técnica de SSCP ofrece
un simple, corto y sensitivo método para detectar si algun fragmento de ADN es
idéntico en secuencia, y reducir grandemente la cantidad de secuenciamientos

necesarios (Sunnucks et al, 2000).
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2.11.1.Principios Moleculares de la Técnica

La denaturacion por métodos fisicos, quimicos o ambos de un fragmento de
ADN de hebra doble produce hebras simples de ADN (ADNss). Bajo
condiciones electroforéticas apropiadas (generalmente bajas temperaturas y
condiciones no denaturantes), la movilidad del ADNss, no es dependiente
Gnicamente de la longitud y peso molecular del fragmento, sino también de su
conformacion. Pequefios cambios en la secuencia de nucleétidos pueden
alterar la conformacion del ADNss y consecuentemente su movilidad

electroforética. (Hayashi, 1991; Yap vy MacGee, 1994; Gago-Zachart et al.,

1999).

Humphries et al. (1997) plantea esta diferencia en la movilidad en términos de

carga eléctrica. Aunque pueden existir muchas conformaciones de la molécula
gue pueden alterar la conformacion fisica o el tamafio de tal manera que una
variante en secuencia tenga la misma carga, entonces la relacion
configuracién/carga 6 tamafio/carga es diferente lo cual puede ser detectable
como una diferencia en la movilidad electroforética en una matriz como lo es la
poliacrilamida. Reciente evidencia sugiere que esta diferencia en la movilidad
en basada principalmente en la estructura terciaria mas que la secundaria en la

molécula de ADN (Sunnucks et al, 2000).

2.11.2. Sensibilidad de la técnica.
Esta técnica ha mostrado ser reproducible, sensitiva, rapida y de bajo costo. La
sensibilidad de la técnica es inversamente proporcional al tamafio del

fragmento (Sunnucks et al, 2000), llegando en condiciones ideales la

sensibilidad entre 80% - 90% para detectar mutaciones en fragmentos entre

100pb-200pb (Sheffield et al., 1993). Diferentes autores (Orita et al.,1989;

Hayashi, 1991; Sheffield et al., 1993) han recomendado usar fragmentos entre

100 a 400pb. Aungue Bastos et al (2001) detecto diferencias en fragmentos de
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2.12.

mayor tamafio, 510pb. Por esta razdn, en este trabajo, la porcidén hipervariable

fue analizada en diversas subregiones tal como lo recomienda Gago-Zachart et

al.(1999) en el caso de trabajar con fragmentos mayores de 400pb.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Esta técnica introducida por Kary Mullis en la década de 1980, es comunmente

empleada en los laboratorios y centros de investigacién actuales en el proceso de

amplificacion de segmentos de ADN de interés empleando como material origen de

como los acidos nucleicos.

Esta técnica posee dos etapas:

1) La preparacion de una mezcla de reactivos que dada sus relaciones molares

permitiran la amplificacion especifica del segmento de interés. Esta mezcla esta

constituida por:

a.

b.

El agua, la cual brinda el medio acuoso donde se lleva a cabo la reaccion.

El buffer, es la sustancia que permite brinda las condiciones de pH vy la
estabilidad a la reaccion.

Los dNTPs, vienen a ser los “ladrillos de construccion” del ADN, son las bases
nitrogenadas: adenina, citosina, guanina y timina.

El cloruro de magnesio: Esta sal permite linealizar a la molécula de ADN y sirve
como cofactor de activacién de la enzima Taq Polimerasa.

Los cebadores de ADN: vienen a ser pequefios segmentos de ADN entre 18-
23pb, que flanquean al segmento de interés, uno de ellos se denomina forward
y el otro reverse.

La Tag Polimerasa, esta enzima obtenida del microorganismo Termophilus
aquaticus, es la nanomaquina que levara a cabo en las condiciones descritas

en las lineas anteriores el proceso de copia del segmento de interés.

Esta mezcla puede ser variada en concentraciones de sus componentes para

obtener una amplificacion especifica del segmento buscado. En otras palabras,
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generalmente una mezcla no necesariamente es la misma para diferentes
reacciones, se necesita de un proceso de estandarizacion para optimizar esta
mezcla. También se puede afadir otros elementos no mencionados como
formamida 6 trehalosa que facilite la amplificacién de segmentos probleméticos.

2) Las temperaturas del proceso de amplificacién, estas se dividen en tres etapas.

a. Temperatura de denaturacion: esta generalmente es de 94°C — 95°C, su
funcién es lograr separar ambas hebras de ADN y dejar en descubierto las
bases nitrogenadas.

b. Temperatura de hibridizacién: esta temperatura varia dependiendo de la
secuencia de los cebadores, su funcion es favorecer el emparejamiento
complementario de bases entre el cebador y el ADN gendémico.

c. Temperatura de extension: a esta temperatura la Taq polimerasa inicia la
copia teniendo como sitio de inicio el extremo 3"de los cebadores usados.

Se produce la repeticién de estas temperaturas varias veces, que corresponde

a los ciclos de amplificacion. Rutinariamente estos ciclos oscilan entre 30-35.

Por ciclo se producen 2" copias.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipo6tesis Nula: En el mar peruano no existe diferenciacion genética significativa entre
las distintas zonas de muestreo ubicadas al norte y sur del paralelo 6°S, lo cual
caracterizaria a una sola unidad poblacional de Merluccius gayi peruanus.

Hipotesis Alternativa: Si se evidencia diferencias genéticas entre las poblacionales al
norte y sur del paralelo 6°S, entonces la merluza peruana esta conformada por dos

unidades poblacionales.

Objetivo General:

e Determinar la presencia de uno o dos unidades poblacionales de merluza peruana
por la comparacién de secuencias de la region de control del ADN mitocondrial.

Objetivos Especificos:

e Obtener un protocolo para la purificacion del ADN en las muestras fijadas
obtenidas por IMARPE.

e Disefiar marcadores genéticos que permitan la obtencion de la secuencia de la
region de control hipervariable mitocondrial de la merluza peruana.

e Comparar el uso de la técnica de SSCP y la de secuenciamiento para detectar
variantes de secuencias en la regién de control mitocondrial.

e Aplicar los recursos bioinforméaticos pertinentes al estudio de secuencias
conservadas para disefiar cebadores de PCR y para la evaluacion comparativa
de las poblaciones.

e Caracterizar genéticamente la poblacion de merluza peruana por comparacion con

estos marcadores en individuos de diferente origen ecogeogréafico.
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4.1.

V. MATERIAL Y METODOS

Lugar de Ejecucion

El estudio se llevo a cabo en dos entidades: Laboratorio de Artes y Métodos de Pesca

de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos (LAB AMP-UNMSM) y el Centro de Genética y Biologia Molecular de la

Facultad de Medicina Humana de la Universidad San Martin de Porres (CGBM-

USMP).

En el LBA.AMP-UNMSM, se llevd a cabo la extraccion de ADN de las muestras

colectadas, y en el CGBM-USMP, se realizé el analisis genético molecular.

4.2.

Obtencién de Material Genético

4.2.1. Estrategia de Coleccién de Muestreo Bioldgico.

El modelo poblacional a evaluar es el de aislamiento por distancia, que se basa
en que los cruzamientos al azar se hallan limitados por la distancia, por lo que
los individuos tendrdan mayor probabilidad de aparearse con individuos
cercanos gue con individuos lejanos. Es asi que esta estrategia se elabora bajo
la siguiente premisa: “Entre individuos distantes geograficamente deben
evidenciar mayores diferencias génicas debido a la presencia de menor flujo
génico”.

Teniendo en cuenta la distribucion latitudinal del recurso en el mar norperuano,
se considero puntos geogréaficos distribuidos latitudinalmente al norte y sur del
paralelo °6 (zona reportada como limite entre las dos posibles poblaciones

existentes de Merluccius gayi peruanus).

El muestreo se coordiné entre el Blgo. Roger Quiroz Bazan, encargado del

LAB.AMP-UNMSM y el Dr. Manuel Samamé, especialista en la pesqueria de la
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merluza. Las colectas fueron realizadas por el Crucero de Investigacion BIC 01-
09 Humbodlt (IMARPE) del 10 al 29 de septiembre de 2001, entre los paralelos
03°S y paralelo 07°S, cuya misién fue la evaluacion de la biomasa y dindmica
poblacional del recurso merluza a lo largo de todo su rango poblacional durante
la primavera del 2001, producto de este crucero se colectaron 50 muestras,
distribuidas en seis zonas de muestreo denominados: lance 40, lance 41, lance
43, lance 46, lance 52 y lance 54. Adicionalmente se realiz6 un muestreo a
cargo de la Blga. Roxana, Rodriguez en una embarcacion artesanal, en la que
se colectaron 10 individuos denominados ART 6 ARTESANALES: colectados

frente a Paita (15 de junio 2001) (Figura T1).

De cada lance de pesca efectuado se seleccionaron individuos aleatoriamente,
se registré datos biolégicos (Tabla T1) (longitud total, sexo y estadio sexual) y
datos geogréficos (latitud, longitud y profundidad de pesca). Se les extrajo el
higado y la gonada, que fueron almacenados en etanol 70% en frascos
0scuros, los cuales estan mantenidos en el laboratorio a -°4 C, para realizar las

extracciones de acidos nucleicos.
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Figura T 1. Lugares de Muestreo de Merluza durante Crucero de Investigacion
BIC 01-09 HumbodIt (IMARPE) del 10 al 29 de septiembre de 2001. La distancia
lineal entre los extremos geograficos (L52 y L40) es de 215 millas nauticas
(400Km)
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Tabla T 1. Datos bioldgicos — pesqueros y ubicacion geogréfica del muestreo
efectuado a bordo del BIC-HUMBOLDT (10-29 set, 2001) y a bordo de
embarcaciones artesanales.

Muestras Variables Biol6gicas — Fecha Ubicaciéon Geogréfica
. . Profundidad
D | cop longitud _Sexo Estadio | Fecha de Latitud | Longitud de
total (cm) | (1=hembra) | sexual | colecta
pesca(m)
1 40-01 13 1 1 20/09/01 7°16.2 80°42.8 132
2  40-02 14 1 2 20/09/01 7°16,2 80°42,8 132
3 40-03 15 1 2 20/09/01 7°16.2 80°428 132
4  40-04 17 1 2 20/09/01 7°16.2 80°428 132
5  40-05 15 1 2 20/09/01 7°16.2 80°42.8 132
6 41-01 16 1 2 20/09/01 7°11.5 80°39.8 126
7 41-02 17 1 2 20/09/01 7°115 80°39.8 126
8 41-03 17 1 2 20/09/01 7°115 80°39.8 126
9 41-04 18 0 2 20/09/01 7°115 80°39.8 126
10 41-05 18 1 3 20/09/01 7°11.5 80°39.8 126
11 41-06 19 0 3 20/09/01 7°115 80°39.8 126
12 41-07 27 1 4 20/09/01 7°115 80°39.8 126
13 41-08 21 1 3 20/09/01 7°11.5 80°39.8 126
14 43-01 215 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
15 43-02 24 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
16 43-03 23.2 1 7 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
17 43-04 26 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
18 43-05 26.2 1 7 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
19 43-06 25 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
20 43-07 28 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
21 43-08 27.6 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
22 43-09 30.9 1 4 21/09/01 6°49.70 80°46.9 115
23  46-01 24 1 3 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
24 46-02 24 1 7 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
25 46-03 23 1 3 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
26 46-04 24 1 3 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
27 46-05 24 1 3 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
28 46-06 24 1 7 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
29 46-07 23 1 7 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
30 46-08 24 0 6 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
31 46-09 25 1 3 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
32 46-10 29 1 4 22/09/01 6°19.75 81°19.75 263
33 52-01 30 1 4 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
34 52-02 34 1 4 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
35 52-03 33 1 4 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
36 52-04 33 0 4 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
37 52-05 39 1 7 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
38 52-06 39 1 4 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
39 52-07 42 1 8 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
40 52-08 45 1 3 24/09/01 3°39.94 81°11.80 420
41 54-01 27 1 3 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
42 54-02 27 1 7 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
43 54-03 28 1 3 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
44 54-04 26 1 7 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
45 54-05 27 1 7 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
46 54-06 26 1 7 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
47 54-07 28 1 3 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
48 54-08 27 1 3 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
49 54-09 26 1 3 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
50 54-10 28 1 3 26/09/01 5°23.13 81°21.66 257
51 ARTO1 26 1 4 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
52 ARTO02 28 1 3 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
53 ARTO03 30 1 4 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
54 ARTO04 25 1 3 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
55 ARTO05 26 1 2 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
56 ARTO06 29 1 4 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
57 ARTO7 41 0 4 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
58 ARTO08 30 1 7 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
59 ARTO09 29 1 7 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
60 ARTI10 38 1 6 10/06/01 5°18.23 81°31.45 78
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4.2.2. Extraccion de ADN de las Muestras Colectadas.

La extraccién se llevd a cabo en el LAB. AMP-UNMSM, siguiendo el siguiente
protocolo, que es resultado de una modificacion del protocolo de obtencién de
ADN a partir de sangre periférica usado de rutina en el CGBM-USMP. Las
principales modificaciones incluyen el trozado de las muestras en particulas
finas al tratarse de tejido hepético y gonadal, el paso de hidratacion de las
muestras y el aumento de concentracion de proteinasa K. A continuacion el

protocolo en detalle:

Hidratacion de las muestras. Esta etapa es necesaria para retirar el
alcohol de la muestra, el cual puede actuar como inhibidor de las reacciones
subsiguientes. Mientras mas fina sea la particula es mejor la eficiencia de la

hidratacion.

a. Se extrajo con ayuda de pinzas y bisturi un sector de higado (cubo de
0.5cm). Aproximadamente de un volumen de 50ul. El trozo se corto y triturd
con ayuda de la pinza.

b. Se hidrato la muestra en soluciéon TE 20:5 en un tubo Falcon de 15mL, con
15mL de solucion por 20 minutos.

La muestra se halla deshidratada por la conservacién en etanol, para los pasos

de lisis subsiguientes es necesario eliminar el etanol y que las estructuras

celulares se hidraten para facilitar el siguiente paso.

Lavado de las muestras. En esta etapa se quiere eliminar las sustancias
contaminantes que posee el tejido y que pueden afectar a posteriori las

reacciones de los estudios genéticos.
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c. Se mezcl6 con ayuda del vortex (Genie 2, Scientific American), y se llevé a
una centrifuga Heraeus a 3500rpm por 15 minutos. Se eliming el
sobrenadante.

d. Al pellet se le tritura con ayuda de una baqueta y este se mezcla
fuertemente con el vortex.

e. Se repite 3 a 4 veces desde el paso c, hasta que el sobrenadante quede
transparente. Una vez terminado esto se pasa al siguiente paso.

Con estos lavados se trata de eliminar impurezas como toxinas ¢ metabolitos

propios del tejido, en especial si se trata del higado ya que este érgano tiene

una funcion depuradora y bioacumula sustancias.

Lisis de Membranas y Proteinas. En esta etapa se lisa quimicamente las
células dejando libre en el medio acuoso a los &cidos nucleicos en especial al

ADN.

f. Al pellet se le agrega 2mL de TE 20:5. Mezclar vigorosamente.

g. Se agrega 180uL de N-Lauryl Sarcosyl (Sigma) al 10%. Se agrega 5uL de
proteinasa K (Promega) (20mg/ml).

h. Se deja a 54°C por 24 horas en movimiento rotatorio en una incubadora

GFL modelo 7601.

Precipitaciéon y Purificacion de Acidos Nucleicos. EI ADN en solucion
se halla acompafados de otras sustancias que pueden actuar negativamente
en reacciones posteriores. En esta etapa se precipitan de manera diferencial
de proteinas usando una precipitacion con acetato de amonio y otra de cloruro
de sodio. Asi mismo junto con una solucion de etanol 70% se logra una
purificacion del ADN. Hay que tener en cuenta que en cada paso de
precipitacion y purificacion se pierde ADN genomico. Por lo que hay que

trabajarlo con precaucion y sin excederse de los tiempos.
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Se agrega acetato de amonio (Merck) a una concentracion final de 2,5M.
Se afiade 2 % volumenes de etanol absoluto (Merck) frio. Se deja en frio
hasta observar el precipitado. Se puede guardar los tubos en una cubeta
con hielo.

Una vez observado el precipitado, si este se puede capturar con una pinza,
se deseca y se pasa al paso (n). En caso contrario continuar con (1).

En una microcentrifuga Heraeus para tubos de 1.5ml usar 3800rpm por 20
minutos.

. Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 500uL de alcohol etanol al 70% frio (rebajado con
TE 20:5), por 10 minutos.

Secar el precipitado a temperatura ambiente.

Resuspender en 500ul de TE 20:5 y afadir cloruro de sodio (Merck)

0.25N, mezclar suavemente.

Afadir 1.5ml de etanol absoluto frio, invertir el tubo para obtener un
precipitado.

Secar el precipitado a temperatura ambiente.

Resuspender el precipitado en 400ul de TE 20:1 y traspasar a tubos
eppendorf estériles de 1.5ml (Axygen).

Almacenar los tubos con la solucion de ADN a 4°C.
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4.3. Empleo de marcadores genéticos mitocondriales.
4.3.1. Estrategia de Seleccion de Cebadores de PCR.
El marcador genético es la region de control mitocondrial. Los cebadores

usados en el presente estudio se agrupan en:

a. Cebadores HVI: Se usaran para evaluar la diversidad genética en el

dominio HVI.

b. Cebadores DLOOP: Se usaran para evaluar la diversidad genética en

la totalidad de la regién de control mitocondrial.

Region de Control Mitocondrial

dominio
HVI central HV I

Figura T 2. Esquema de la region de control mitocondrial, se indica los tres dominios:
el dominio hipervariable izquierdo o HVI, el dominio central y el dominio hipervariable
derecho o HV II.
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Los criterios usados para la construccién de las secuencias del cebador fueron:

a. Criterios generales: los cebadores deben tener una longitud
aproximada de 18pb — 23pb, que no incluya motivos repetidos 6
palindromos, con 30-50% de %GC y por lo menos la mitad 3" del

cebador debe tener un alto grado de conservacion dentro del taxa.

b. Criterio de conservacion: A mayor cercania taxondémica menor
variacibn entre las especies. Informacion previa de estudios
comparativos orientaron la eleccion de las secuencias a usar. Por
ejemplo para el disefio de cebadores HVI, se tiene en cuenta las
relaciones evolutivas de los merllcidos segun isoenzimas (Roldan et al

1998) y secuencias ADNmt (Quinteiro et al 2000). Se muestra que las

merluzas del Pacifico sur (Merluccius gayi, Merluccius hubssi y
Merluccius productus) estan genéticamente mas emparentadas, por lo
tanto los fragmentos conservados seran elegidos para las secuencias

de los cebadores.

c. Criterio de ubicacién y tamafo del amplicon: Asumimos que las
regiones menos conservadas entre las distintas especies seran mas
variables dentro de cada especie. Los cebadores se deben
corresponder a las regiones conservadas y deben flanquear regiones
variables. Se considera cebadores externos y un par de cebadores
internos de preferencia complementarios entre si. Para la técnica de
SSCP se estima amplicones entre 100pb — 300pb. Para la obtencion de
toda la region de control cuya longitud aproximada en 800pb en
fragmento debe tener esta cantidad como minima y como maxima

1200pb.
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4.3.2. Cebadores HVI.
La amplificacién completa del dominio hipervariable izquierdo de la region D-

loop se realiz6 con los cebadores empleados por Quinteiro et al. (2000),

L11598 (Bremer et al., 1995) complementario al ARNt-Pro y el primer B,

complementario a la regién central del D-loop de los gadidos, que amplifican un
fragmento de 480pb. Ademas se usaron los cebadores: MERFPD1 vy

GADPRD1 (Quinteiro et al. 2001), que amplifican un fragmento de 200pb

interno al dominio HVI (Tabla T2).

Tabla T 2. Cebadores HVI de merlucidos empleados en el presente estudio.

Cebador

de ADNmt Secuencias del Cebador Referencia

Bremer et
al., 1995;

Quinteiro
et al., 2000

primer B | 5"~ ACG CTG GAA AGA ACG CCC GGC ATG G -3 | SUMEN0

MERFPD1 | 5- TCA ACC CAT AAT ACW CAT TCC - 3' 9—et“;’|“92”8)01

GADPRD1 | 5- ATG GAC CTG AAG CTAGGC A - 3 Let”;rl‘tez'g’m

L15998 5 -TAC CCCAAACTCCCAAAGCTA-3

Adicionalmente a los cebadores HVI reportados, es necesario el uso de otros
gue permitan obtener fragmentos entre 100-300pb, que puedan ser analizados
por la técnica de SSCP, debido a que estos tamafos ofrecen una alta
sensibilidad en la deteccion de variantes con esta técnica, por tal motivo se
disefiaron u nuevo grupo de cebadores.

Quinteiro et al (2000) usando los primers L11592 y primerB, reporta las

secuencias de las HVI de las siguientes especies de merlicidos: Merluccius

bilinearis (AF112245), Merluccius australis (AF112246), Merluccius productus

(AF112247), Merluccius albidus (AF112248), Merluccius gayi (AF112249),
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Merluccius hubbsi (AF112250), Merluccius capensis (AF112251), Merluccius

seneqgalensis (AF112252), Merluccius merluccius (AF112253), Merluccius polli

(AF112254) y Merluccius paradoxus (AF112255). Se obtuvo en formato *.gb de

la base de datos del NCBI (National Center Biotechnology Institute) estas
secuencias para procesarlas y disefiar los primers internos.
Las secuencias fueron alineadas manualmente usando una plantilla de
Microsoft Word con tipo de fuente Courier, insertando gaps o indels entre las
bases. Se colocé Merluccius gayi, Merluccius hubbsi y Merluccius productus
como primeros en la fila, ya que es el grupo mas emparentado. La seleccion de
los cebadores se realiz6 de forma manual (Eigura T2).
4.3.3. Cebadores DLOOP.
La regiéon de control de los vertebrados se halla en el siguiente orden:

5°- ARNt-Pro - Region de Control - ARNt-Phe - ADNr 12S- 3

El cebador L15998 (Bremer et al., 1995), se complementa con el ARNt-Pro,

entonces para amplificar la region D-loop completa se debe usar las
secuencias del ARNt-Phe y/o ADNrl12S. Se alineo las secuencias de varios
gadidos y de algunos cupleidos, usando la herramienta CLUSTAL W, del
software Bioedit, las secuencias utilizadas fueron las siguientes: Artctogadus
glacialis (AM919429), Gadus morthua (X99772), Clupea harengus (AP009133),
Engraulis encrapsicolus (AP009137), Engraulis japonica (AB040676),
Sardinops melanostictus (AB032554), Theragra chalcogramma (AB094061),
Theragra finnmarchica (AM489718), Trachurus trachurus (AB108498). Las
propuestas de primer fueron evaluadas usando la herramienta NETPRIMER

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/), para observar la existencia de

hairpirinas, dimeros, secuencias palindromicas y secuencias repetidas. En la
figura T3, se muestra el alineamiento y la ubicacién del cebador propuesto en

el presente estudio, HARN12S (5"- GGG CTG GCA CGA GTT TTA CCG-3").
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Figura T 3. Alineamientos de las secuencias AF112245 a AF112255 de la region hipervariable izquierda del D-loop mitocondrial
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ACAGCACACCCCCTACAATGTAAGACTTGGACATGTATGTATTATCCCCATATTTTTATTTGGACCATTCAGGCAACTTAAATTTGAA-AAAAGAACATA
ACAGCACGCCCCCTACTATGTAAGACTCAGACATGTATGTATTATCCCCATATTATTATTTGGACCATTCAGGCAACTTAAATTTGAA-AAAAGAACATA
ACAGCGCACCCCCTACAATGTAAGACTTGGACATGTATGTATTATCCCCATATTTTTATTTGGACCATTCAGGCAAGTTAAATTTGAA-AAAAGAACATA
ACGCACTTCCCCCTACTATGTAAGACTTGAACATATATGTATTATCCCCATTCTCCTATATTAACCATTCAGGCAATTTAAAATTGAA-AAAAGAACATT
ACAGCACGCCCCCTACAATGTAAGACTTAGACATGTATGTATTATCCCCATATTTCTATTTGGACCATTCAGGCAACCTAAATTTGAA-AAAAGAACATA
ACAGCACACCCCCTACAATGTAAGACTTTAACATGTATGTATTATCCCCATGTTTTTATTTAAACCATTCATGCAATTTAAATTTGAA-AAAAGAACATA
ACAGCACACCCCCTACTATGTAACATTTACACATATATGTATTATCCCCATATTATTATTTGGACCATTCAGGCGACCAAAATTGAAATAAAAAAACATA
ACGGCACTCCCCCTACTATGTAAGACTTGAACATATATGTATTATCCCCATCTTTCTATATAGACCATTCAGGCAATTTAAAACTGAA-AAAAGAACATC
ACGGCACTCCCCCTGCTATGTAAGACTGAAACATATATGTATTATCCCCATTCTCCTATATTAACCATTCAGGCAATTTAAAATTGAA-AAAAGAACATT

ACAGCACTCCCCCTANAATGTAAGACTTGAACATATATGTATTATCCCCATTTTCCTATATAGACCATTCAGGCAATTAAAACCTGAA-AAAAGAACATT
khkkk kkkkkkkkhkkkkhhkk

» cebador a
P cebador b

GACATAATATAAAA-TCTATCATCACTCTTATTTAACCTGTCAACCCATAATACACATTCTTCCCTACAATTAAACTTATTTGTATCCCCTCACTTCCTT
GACACAATATAAAA-TCTATCATTACTCTTATTTAACCTGTCAACCCATAATACACATTCTTTCCTACAATTAAACTTATTTGTATCCCCTCACTTCCTT
GACACAATATAAAA-TCTATCATCACTCTTATTTAACCTGTCAACCCATAATACACATTCTTTCCTACAATTAAATTTATTTGTATCCCCTCACTTCCTT
GGCATGAAATTAAA-CTTACCATTACTCGTATTTAACCTGTCAACCCATAATACTCATTCTTTCCTAC-ATTAAATTTATTTGTATCCCCTCATTTCCTT
GACATAATATAAAA-TTTATCATTACTCTTATTTAACCAGTCAACCCATAATACACACTCTTTCCTACAATTAAATTTATTTGTATCCCCTCACTTCCTT
GACACAATATAATA-TCTATCATTACTCCCACCCAATCTATCAACCCATAATACACATTCTTTCCTACAATTAAATTTATTTGTATCTCCTCATTTCCTT
GACACAATATAAAACTCCAACATCACTTTTATTAGAATTATCAACCCATAATACACATTCTTTTCTATAATTAAACTTATTTGTATTCCCACACTTCCTT
AGCATAAAATTGAA-TCTAACATTACTCGTAATTAACCTGTCAACCCATAATACTCATTCTTCCCTAC-AATAAATTTATTTGTATCCCCTCATTTCCTT
AACATAAAATTAAA-CTTACCATTACTCGTATTTAACCTGTCAACCCATAATACTCATTCTTTCCTAC-ATTAAATTTATTTGTATCCCCTCATTTCCTT
AGCATAAAATTAAA-ACTACCATCACTCCTACTTAACCAGTCAACCCATAACACTCATTCTTTCCTACTATTAAACTTATTTGTATCCCCTCATTTCCTT

de los merllucidos. En letra negrita se indica la secuencia de los primers y con las flechas la ubicacion de estos.
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TCTCCAAAGACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCTTACGAAGATACACAGTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTAATTGAAGACTCACCACTCAGTG
TCCTCAAAGACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCTTACGAAGATACACAGTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTGATTGAAGATTCACCGCTCAGTG
TCCCTAAAGACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCTTACGAAGATACACAGTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTAATTGAAGACTCACCGCTCAGTG
TCCCCAAATACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCTTACTAAGGTACACGTCTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTACTCGAAGACTCACCACTCAGTG
TCCCCAAAAACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCCTACCAAGGTACAGAGTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTAATTGAAGACTCACCACTCAGTG
TCCCCTAAGACCCTAATTAAATCACCCGCTAAACTTGCTTACCAAAATACACAGTTCAATGTAAGGTCAAGGGTACTAATTGAAGATTCACCGCTCAGTG
TCTCCAAAGACTTTAATTAAATCAACCGCTAGACTTGCCTACGAAGATACACGTTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTAATTGAAGACTCACCACTCAGTG
TCCCCAAATACCCTAATTAAATCACCCACTAGACTTGCTTACCAAGATACACGTTTTAGTGTAAGGTCAAGGGTACTACTCGAAGACTCACCACTCAGTG
TCCCCAAATACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCTTACTAAGATACACGTTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTACTCGAAGACTCACCACTCAGTG

TCCCCAAATACCCTAATTAAATCACCCGCTAGACTTGCTTACCAAGATGCACGTTTCAGTGTAAGGTCAAGGGTACTAATCGAAGACTCACCGCTCCGTG
* kK

cebadord 4_-

AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAGAGATCTTACAGCTCATAACTAGCATTTTTGCACATCTCTTAATGTTGGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAGAGATCTTAGAGCTCACAACTAGCATTTTTGCACATCTCTTAATGTTCGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAGAGATCTTACAGCTCATAACTAGCATTTTTGCACATCTCTTAATGTTGGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAAACGTCTAACAGCTCACAACTTGCATTTTTGTCCATCTCTTAATGTTCGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAGAGATCTTATAACTCACAACTAGCATTTTTGCACATCTCTTAATGTTGGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAGAGATCTTATAACTCAAAACTAGCATTTTTGCACATCTCTTAATGTTGGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCAGTGCCTAGCTTCAGGTCCATAAACATCTTACAGCTCATAACTAGCATTTTTGTACATCTCTTAATGTTCGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAAACGTCTAACAGCTCACAACTTGCACTTTTGTCCATCTCTTAATGTTCGCAGTCATATATTC
AATTATTCCTGGCATCCCTGCCTAGCTTCAGGTCCATAAACGTCTAACAGCTCACAACTTGCATTTTTGTCCATCTCTTAATGTTCGCAGTCATATATTC

AATTATTCCTGGCATCAGTGCCTAGCTTCAGGTCCATAAACATCTTACAGCTCACAACTTGCACTTTTGTCCATCTCTTAATGTTCGCAGTCATATATTC
kkkhkkkkkhkkkhkkhkkk cebador e kkk kkkkkkkkkkkkkk

P cebador c
cebador f <<

AAATTTCTCA
AAATTTCTCA
AAATTTCTCA
AAATTTCTCA
AAATTTCTCA
AAATTTCCCA
AAATTTCTCA
AAATTTCTCA
AAATTTCTCA

AAATTTCCCA
*kkkkkk

——

-

36



4.3.4. Deteccion de Numts.

Se comparo el tamafio de los productos de PCR obtenidos usando como
templado los amplicones de la region de control (mediante PCR anidado) y el
ADN gendmico. Si los fragmentos obtenidos a partir de ADN gendmico eran los
mismos que los obtenidos por PCR anidado , eso daria indicios preliminares de
gue se trataria de ADNmt y no de artefactos de origen nuclear.

Ademads se verificd en el secuenciamiento un solo nucleétido por posicién, que
es caracteristico de genomas haploides como el ADNmt. Finalmente se
comparé el porcentaje de sitios variables con el de otros merlicidos, a fin de

comparar su variabilidad.

4.4, Optimizacion de las Reacciones de Amplificacion por PCR.

Las reacciones de PCR fueron estandarizadas modificando las
concentraciones de cloruro de magnesio, de primers, dNTPs y modificando las
temperaturas de hibridacion y tiempos del programa de amplificacion.

El volumen de reaccién de PCR general para las pruebas fue de 25ul con
buffer PCR 1X, x mM de MgCI2, 200uM de cada dNTPs, 10pmol de cada primer y 2U
de Taq polimerasa. El programa de reaccién consiste de una denaturacion inicial a
94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 50°C por 45
segundos y 72°C por 45 segundos, de una extension final de 72°C por 10 minutos.
Este fue un protocolo inicial de bajas condiciones de astringencia, con gradiente de
concentraciones de MgCl, que variaba en x = {1ImM, 1,5mM, 2mM}. Y se aumentaba
secuencialmente la temperatura de hibridacion de 45°C, 50°C, 55°C y 60°C, para
aumentar las condiciones de especificidad del PCR.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo tanto usando como ADN molde,
tanto al ADN gendmico y reacciones de PCR anidado con el fragmento de la regién

HVI.
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Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa al

2% en solucién TBE 1X a 100V durante 1 hora. Se cargo 10ul de producto de PCR

con 1ul de solucidn loading buffer de azul de bromofenol (para 100ml, 150mg de azul

de bromofenol, 5ml de TBE10X, 150mg de xilene cyanol, 200mg de orange, 60g de

Giemsa, completar con agua destilada) y los geles se tifieron con bromuro de etidio

(50mg/It) durante 20 minutos y se observaron en un transiluminador UVP siendo

registradas fotograficamente.

4.5.

Evaluacién de técnicas que permitan la deteccibn de mutaciones
(polimorfismos de longitud y polimorfismos de secuencia).

4.5.1. Busqueda de Polimorfismos de Longitud.

Esta técnica se uso para detectar polimorfismos de tamafio en los amplicones
obtenidos de la combinacion de primers seleccionadas. Consistié en que 5ul de
producto de PCR fue mezclado con 5ul de buffer de carga (90% formamida,
0,1% de azul de bromofenol y TBE 1X), esta fue denaturada a 95°C por 15
minutos. Previamente se lavé vidrios de 20cm x 20cm con detergente neutro,
agua corriente, agua destilada y finalmente con alcohol etanol 70%. Se
prepararon los vidrios para verter 40ml de la solucién de poliacrilamida al 6%
denaturante (11ml de poliacrilamida al 21%, 4ml de TBE1X, 489 de Urea Grado
biologia molecular, agua destilada) catalizada con 150ul de persulfato de
amonio y 60ul TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina). Después de la
polimerizacién se llevé a cabo una precorrida a 600V por 15 minutos con una
placa metélica para la dispersion y homogenizacion del calor, al finalizar se
cargo los 10ul del producto de PCR tratado, limpiando con una pipeta pasteur

plastica la solucion de urea precipitada en cada pozo.
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Figura T 4 Ubicacién del Primer HARN12, desarrollado en el presente estudio para poder amplificar la totalidad de la region de
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La electroforesis se realizé a 600V con un tiempo dependiente del tamafio de
fragmento a analizar. La tincion se realizé con 400ml de alcohol etanol al 10%
por 20 minutos con agitacion continua, posteriormente se elimino el alcohol y
se agreg6 acido nitrico al 1.5% por 5 minutos, el cual se eliming,
rehidratdndose el gel con agua bidestilada por 20 minutos, se vertié una
solucion de 500ml de nitrato de plata (0,59 de nitrato de plata, 600ul de
formaldehido al 37%), se agitd suavemente en forma constante, se retira la
solucion de nitrato de la plata y se lava el gel con agua bidestilada por breves
segundos la cual se elimina, finalmente se agrega 400ml de la solucion
reveladora (59 de hidréxido de sodio, 10ul de tiosulfato de sodio 10%, 600ul de
formaldehido al 37%). Una vez observado las bandas se detuvo la coloracion
con 400ml de una solucion de acido acético al 10%. El gel fue fotografiado para

Su registro.

45.2. Busqueda de Polimorfismos de Secuencia (método indirecto)
mediante la Técnica de SSCP (Single Strand Conformmational
Polymorphism).

2ul del producto de PCR fue mezclado con 2ul del buffer para SSCP (90%

formamida, 0,1% de hidréxido de sodio, 0.1% de azul de bromofenol y TBE

1X), esta fue denaturada a 95°C por 15 minutos, después de lo cual fue pasada

a hielo, previamente a su carga en un gel de poliacrilamida (stock 24%, 1:41) a

concentraciones de 8% y 10% de grosor de 0,2mm con dimensiones de 20cm X

20cm y 20cm x 40cm, con TBE 1X y con presencia / ausencia de glicerol al

10% (Tabla T4). Se realizé una precorrida previa de 15 minutos a 400V. La

electroforesis se llevo a cabo con 200V (20cm x 20cm) y 400V (20cm x 40cm)

por un tiempo de 16 horas.

40



Tabla T 3. Combinaciones Experimentales de SCCP en lo que se vario el
porcentaje de poliacrilamida, la presencia/ausencia de glicerol, con la longitud
de la corrida.

CON 10 % GLICEROL 20cm x 20cm
200 V

8% 20cm x 40cm
SIN GLICEROL sy

CON 10% GLICEROL 20cm x 20cm
200 V

10% 20cm x 40cm
SIN GLICEROL sy

4.6.

La tincion del gel se llevé a cabo con la técnica de nitrato de plata. El gel no fue
pegado a los vidrios y fue tefiido en bandejas de plastico con ayuda de laminas
de mica. Se agregé 400ml de alcohol etanol al 10% por 20 minutos con
agitacién continua, posteriormente se elimino el alcohol y se agregd acido
nitrico al 5% por 5 minutos, el cual se elimind, rehidratandose el gel con agua
bidestilada por 20 minutos, se vertié una solucion de 500ml de nitrato de plata
(0,59 de nitrato de plata, 600ul de formaldehido al 30%), se agit6 suavemente
en forma constante, finalmente una vez retirado el nitrato de plata se agregé
400ml de la solucién reveladora (5 g de hidréxido de sodio, 10 ul de tiosulfato
de sodio 10%, 300ul de formaldehido al 37%). Al observarse las bandas se
detuvo la coloracién con 400ml de una solucién de acido acético al 10%. El gel

fue fotografiado para su registro.

Analisis de Variantes de Longitud y de Secuencia por SSCP.

Las variantes de longitud (detectadas en geles de poliacrilamida en condicién

denaturante) y las de secuencia (detectadas mediante SSCP) fueron catalogadas

escribiendo la letra “V” seguida de un ordinal (1, 2, 3, etc) para posteriormente indicar

la combinacién de cebadores usado (p.e. VIMG, V2MG para las variantes obtenidas

con el uso de los cebadores MERFPD1 y GADPRD1). Se arm6 una tabla de

frecuencias para cada tipo de variantes, en la que se indicé la frecuencia de variantes
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detectadas entre las poblaciones estudiadas, con esta se llevo a cabo las pruebas
estadisticas.

En la evaluacion estadistica de las variantes encontradas se considero la
hipétesis nula de que la poblacién se halla homogéneamente distribuida, para lo cual
se realizd la prueba de homogeneidad X?. Asi mismo para evaluar que las variantes
encontradas no guardan relacion con el area geogréfica, se efectud la prueba de
independencia de X?. En ambos caso se aplicé la correccién de Yates, debido a que

las frecuencias de algunas variantes en la muestras era cero.

4.7. Analisis Bioinformético de las Secuencias de la Regiéon de Control.
Las secuencias de ADN de la region de control mitocondrial completa fueron
revisadas manualmente tanto en direccion forward y reverse. Después de esta revision

se alinearon las secuencias usando la herramienta CLUSTAL W (Thompsom et al.,

1994) del programa BIOEDIT version 7.0.9.0 (06/27/07) (Hall, 1999). Se uso las

secuencias del ARNt-Pro, ARNt-Phe y del ADNr12S de Gadus morhua (GenBank
NCBI X99772) para seleccionar las bases que no pertenecen a la region de control,
paralelamente se alineo la secuencia obtenida con la regién de control completa de
Merluccius merluccius. Una vez identificada la region de control completa de la
merluza peruana esta fue guardada en un archivo con formato FASTA. El archivo fue

ingresado al programa DNAsp 4.50.3 (Rozas et al., 2003) y se obtuvo el formato

* MEG para realizar los analisis filogenéticos y de evolucion molecular en el programa

MEGA version 4.0 (Tamura, Dudley, Nei y Kumar, 2007).

4.7.1. Anélisis de Diferenciacion y Estructura Poblacional.

Para los siguientes analisis poblacionales se considero la siguiente
jerarquizacion del muestreo. Las secuencias fuero agrupadas por lances (ART,
L40, L41, L43, L46, L52 y L54) y por grupos norte (ART, L52, L54), centro
(L43,L46) y sur (L40 y L41).
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Se efectud el test exacto de diferenciacion poblacional (Raymond y Rousset,

1995), cuya hipétesis nula es la distribucion aleatoria de los haplotipos entre

cada par de poblaciones, usando el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al

2005), considerando 100 000 pasos de la cadena de Markov, con 10 000 pasos
de dememorizacién y con un nivel de significancia de 0.05. Este test se realizd
en dos jerarquias poblacionales: entre lances y entre grupos.

Entre las poblaciones que no mostraron diferenciacion genética, se evalud si
existian diferencias significativas entre sus valores de diversidad nucleotidica
mediante ANOVA (VassarStats: Website for Statistical Computation,

http://faculty.vassar.edu/lowry//anovalu.html).

La estructura genética de la poblacién se testeo empleando el andlisis de

varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), implementado en Arlequin

3.1 con 10 000 permutaciones, que se basa en el nimero de diferencias entre
pares de haplotipos como una medida de distancia genética. Este da como
resultado valores-F (Fst, Fsc ¥ Fer), que representan las fracciones de la
variacion genética entre grupos de merluza a diferentes escalas geograficas,
asi como la variacibn molecular entre cada jerarquia. Este analisis se efectud
teniendo en cuenta las siguientes jerarquias: entre lances y entre grupos norte
y sur (los cuales poseen la maxima separacion de 215 millas nadticas (400Km)
(figura T1).

Las distancias geograficas entre las localidades se determinaron por el ploteo
de sus ubicaciones y calculo de la distancia en Km en Google Earth. Con estos
datos se evalu6 el modelo de aislamiento por distancia, calculando las
distancias Fst, ignorando los gaps y considerando unas 10 000 permutaciones
en el test de Mantel implementado en el servidor Isolation by Distance Web

Service, version 3.16 (http://ibdws.sdsu.edu/~ibdws/) (Jensen et al.,2005).

Se emplearon estadisticos (Z y Snn) que evaltan la hipotesis nula de falta de
diferenciacion genética poblacional, basandose en comparacion de secuencias
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y no la de haplotipos como lo han tratado los test anteriores. Ninguno de estos
estadisticos de diferenciaciébn poblacional tiene la premisa del tiempo de
coleccion de las muestras por lo que pueden emplearse con muestras que
posean diferentes intervalos de tiempo, como es el caso del lance ART que
tienen una temporalidad distinta a los lances L40, L41, L43, L46, L54 y L52. EI

estadistico Z (Hudson e al., 1992), rechaza la hipétesis nula si es

significativamente pequefio. El estadistico Snn (Hudson, 2000), tiene un mayor

poder estadistico que otros test de diferenciacion genética en especial si el
tamafio de muestra es pequefio y la diversidad haplotipica es alta, es una
medida de cuan frecuente secuencias de individuos cercanos a una localidad,
pertenecen a la misma localidad. Valores de Snn cercanos a 1, indican que dos
localidades son altamente diferenciadas, pero valores menores a 0.5 indican
gue ambas localidades son parte de la misma poblacion. Se célculo el indice
de estructura poblacional Gst (Nei, 1973). El calculo de estos estadisticos se
realizo con 10 000 permutaciones, segun el programa DNAsp 4.50.3, teniendo
en cuenta tres criterios para detectar homogeneidad entre (a) las seis
localidades, (b) entre los grupos norte, centro, sur y (c) entre cada grupo. Asi
mismo se calculé la tasa de migrantes por generacion (Nm), que es una

medida del flujo génico segun Nei (1973).

4.7.2. Anaélisis Filogenético y Haplotipico.

Se analizé las relaciones filogenéticas entre las secuencias de la region de
control con la construccion de un arbol neighbor-joining con el método de
minima evolucién, con 10 000 bootstrap, eliminando completamente los gaps,
las distancias se calcularon usando el método de Maximum Composite
Likelihood, teniendo como unidades el numero de sustituciones de bases por

sitio, segun se halla implementado en el programa MEGA 4.0.
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Se construy6 una red de haplotipos (Minimum Spaning Network, MSN) con el

programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000), en la cual el area de cada haplotipo

esta en relacién con su frecuencia poblacional. Este programa usa el formato
de salida PHYLIPS del programa DNAsp 4.50.3, para lo cual se consideré dos
formas de construccion de los haplotipos: eliminando los eventos indels vy

considerando estos eventos.

4.7.3. Anélisis de Cambios Poblacionales.

El estadistico de Tajima (D, Tajima 1989), asume que una poblacion con
cruzamientos aleatorios se halla en equilibrio donde la diferencia (Dt) entre el
numero promedio de las diferencias de nucledtidos entre secuencias (11) es
mayor o menor que el niumero de sitios polimorficos observados (6). Es asi que
puede oscilar entre los siguientes valores: D = 0, entonces se presenta
neutralidad la poblaciéon de halla en equilibrio neutral, D < 0 entonces hay un
exceso de variantes de baja frecuencia, una seleccién purificadora o
direccional, 6 es evidencia de expansion poblacional (luego de un evento
“cuello de botella”), D > 0 entonces hay un exceso de variantes de frecuencia
intermedia, seleccibn balanceada & es evidencia de una subdivision
poblacional. El estadistico de Fu's Fs, (Fu, 1997) oscila entre los siguientes
valores: Fs < 0, cuando existe un exceso de mutaciones recientes o exceso del
namero de alelos. Asi mismo cuando el valor es extremadamente negativo es
una fuerte evidencia contra la neutralidad de las mutaciones, como una
indicacion de que la desviacidon es causada por crecimiento poblacional y/o
seleccion. FS > 0, es evidencia de una deficiencia de alelos, que puede ser
esperada de un reciente evento de un cuello de botella poblacional. El

estadistico R, (Ramos-Onsins y Rozas, 2002), proporciona valores entre 0 y 1,

si este adquiere valores cercanos a cero es evidencia de que en la historia
evolutiva de la poblacién hay un evento de expansién poblacional reciente,
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mientras que valores cercanos a 1, indican que la poblacion no ha evidenciado
cambios significativos en sus tamafios poblacionales. Este estimador tiene
mayor fuerza estadistica que los otros usados en especial cuando el tamafio de
muestra en pequefio. Estos tres estadisticos se obtuvieron para la poblacion
total, bajo el modelo de coalescencia, implementado en el programa DNAsp
4.50.3, considerando unos 10 000 replicaciones, para conocer su valor P.

Se realiz6 la distribucion mismatch entre pares de secuencias bajo, dos
modelos poblacionales: uno que asume tamafios poblacionales constantes y
otro que asume variacion en sus tamafos poblacionales se realiz6 con DNAsp
4.50.3. El tiempo de expansion poblacional fue estimado con la formula T =

1/2u (Rogers y Harpending, 1992), donde T = tiempo desde la dultima

expansion, T = es el tiempo de expansién y 2u = (u).(tiempo de generacién).
(numero de bases secuenciadas), siendo u la tasa de mutacién por millén de
aflos. El valor tau es el proporcionado en el modelo de expansion
proporcionado por DNAsp 4.50.3, el tiempo de generacion es 2.5 afios (valor
intermedio entre la edad de la primera madurez sexual de hembras y machos
de merluza). Debido a la falta de una tasa de mutacion calibrada para la region
de control de las merluza, se usara el valor de 3.9% reportado para el ADNmt

de Gadus morhua (Sigurgislason y Arnason, 2003).
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V. RESULTADOS.

5.1. Caracterizacion de la Muestra Bioldgica.

El muestreo fue aleatorio en cada lance, 55 individuos fueron hembras (91%) y 5
machos (8%). Se observd una gradiente latitudinal de tallas (Eigura D3). Con respecto
a la madurez sexual, un solo individuo se hall6 en estadio | (2%), 8 en estadio Il (16%),
15 en estadio Il (30%), 14 en estadio IV (28%), uno en estadio VI (2%), siete en
estadio VII (14%), uno en estadio VIII (25%). Asi mismo las muestras ART fueron las
mas superficiales (cerca a loso 80m de profundidad) mientras que las restantes (entre

120-400m).

5.2. Cebadores Mitocondriales de PCR para SSCP y Secuenciamiento.

En la tabla R1 se muestran las combinaciones de los cebadores propuestos en el
estudio, que han mostrado su utilidad en la amplificacion de sectores de la regién de
control mitocondrial, los cebadores ¢, f d y HARN12, han sido propuestos en el
presente estudio. Se muestra las condiciones de MgCI2 y temperatura que dieron
amplificacién 6ptima en los experimentos de PCR y se muestra el tamafio esperado

del fragmento.

Las reacciones de PCR usando como ADN molde al ADN gendmico y el fragmento LB,
con los cebadores Ld, MG, Md cb y cf , resultaron en fragmentos de tamarfio esperado,
como se parecia en la figura R1 y R2. Esto indicaria que empleando distintos ADN

diana los amplicones obtenidos muestran los mismos tamarios.
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Tabla R 1. Condiciones de amplificacion de los fragmentos obtenidos.

Fragmento Par de cebadores MgCl, Tempera}tura*de Descripcién
annealing (*)
cB o SSCP
(145pb) c/B L.5mM 54°C En la regién HVI
MG o SSCP
(200pb) MERFPD1 / GADPRD1 | 1,5mM 54°C En la regién HVI
ci cl/f 2,5mM 54°C En la regién HVI
(104pb) ’
Md MERFPD1/d 3mM 54°C En la regién HVI
(175pb)
LB L11592 /B 2mM 54°C Region HVI
(480pb) 9
Ld L11592/d 1,5mM 54°C En la region HVI
(368pb) '
LH Secuenciamiento
(1200pb) L11592 / HARN12 1.5mM 60°C Region de control
P completa

(* ) Se empled buffer PCR 1X, 250 uM de cada uno de los dNTPs, 10pmol de cada
primer y 0.5 u de AmpliTag DNA polimerase.

Los ciclos de amplificacion fueron 30. Todas las reacciones tuvieron una temperatura
inicial de denaturacion de 94°C por 5 minutos y un periodo final después de los ciclos
de amplificacion de 72°C por 5 minutos. Durante los ciclos de amplificacion se siguié el
siguiente esquema general:

e Desnaturalizacion: 94°C por 45 segundos

¢ Annealing: temperatura de annealing por 45 segundos
o Extension: 72°C por 45 segundos.
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Figura R 1 Reacciones de nested PCR usando como ADN diana el amplicon de la
region HVI (entre los cebadores L11592 / cebador B), reportado por Quinteiro et al
(2001).

(A) Ubicacién tedrica de los cebadores y estimacion del tamafio esperado de los
amplicones en el fragmento LB.

(B) Electroforesis en agarosa de los amplicones estimados teéricamente en A
obtenidos por PCR-anidado con el fragmento LB.
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Figura R 2. Reacciones de nested PCR para el fragmento de 145pb (CB) y el de
104pb (CF).

(A) Ubicacion tedrica y tamafio esperado de los amplicones para el fragmento CB.
(B) Electroforesis en 2.5% agarosa de las reacciones de PCR-anidado.

CB: fragmento obtenido a partir de ADN gendémico, (CB/CB) PCR anidado CB con CB,
(CB/CF) PCR anidado del CF en CB, CF: fragmento obtenido a partir de ADN
genomico, (CF/CG) PCR anidado de CF con CG.
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Se secuencio la region control completa (ARNt Pro — Dloop — ARNt Phe — ARNr12S)
en 21 individuos de merluza, empleando el primer L11592 y el disefiado en el presente

estudio HARN12 (Combinacién LH). En la tabla R2 y figura R3 se muestra el

porcentaje de pb cubierto para los dos andlisis empleados en el presente estudio. El
analisis de SSCP cubre un 35% de la regién de control completa y un 73.9 de la regiéon
HVI, mientras que en el analisis de secuenciamiento se cubre el total de pb de la

region de control.

Tabla R 2 Porcentaje de pb analizados en las dos técnicas usadas en el presente
estudio: SSCP y secuenciamiento.

Segmentos del ADNmt analizados Lonpgt;tud % a %b (G(?C)
Andlisis por Secuenciamiento D-loop 899 100 36.9
Andlisis de Secuencias por SSCP 320 35 73.9 --
Fragmento CB (cyb) 145 16 33.5 42.03
Fragmento MG (MERFPD y GADPR) 200 22.2 46.2 | 42.13

% a: basado en el total de pb del D-loop,
%b: basado en la regién HVI segun Quinteiro et al (2001),
% (G+C): porcentaje de citosina + guanina en el fragmento.

5.3. Polimorfismos de Longitud en la HVI.

En el dominio izquierdo HVI de la regién de control, no se observaron polimorfismos de
longitud en los fragmentos MG y cb. (Figura R4). Pero el andlisis de secuenciamiento
muestra que en el dominio derecho HVII de la regién de control se presenta un motivo
repetitivo de ocho pb (ACAATATT) con la siguiente frecuencia: 5/21 (4 repeticiones) y

16/21 (3 repeticiones) (Figura R3).
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M.g.p ACATAATATA AAATCTATCA TCACTCTTAT TTAACCTGTC AACCCATAAT ACACATTCTT CCCTACAATT AAACTTATTT GTATCCCCTC ACTTCCTITTC

M.g.p TTATTCCTGG CATCCCTGCC TAGCTTCAGG TCCATAGAGA TCTTACAGCT CATAACTAGC ATTTTTGCAC ATCTCTTAAT GTTGGCAGTC ATATATTCAA

M.g.p ATTTCTCAGC ATGCCGAGCG TTCTCTCTAA GGGGCAACGG GTTTTCTTTT TTTTTTCTCC TTTCATCTGG CATTTCAGAG TGCACACGGT AGCTCCTGTC

M.g.p TTTTCTCGAA GGATTTCTAT TACACCCCCT TCTTTAATTT ACGCGATTTT TTGCGTAGGC CCCCCCTACC CCCCCAATTC TCCTGGGATG TCTATAGCTC

M.g.p TGTCGGCCCC CCCGGGAACA GAAAACTCTC GAGAATTGAG AAAAGAAATA ACTCTACTTT AGAACGACTA TCTAGTTTTT TTACCACTTT CCCCCAGTTT

810 820 830 840 850 860 870 880 890
M.g.p AATATTCAAT AACAGTATAA TTCTTAAAAT GTGTTTTGTA TATTACAGTA TTACAATATT ACAATATTAC AATATTACAA TATTGTAATG TTGATTT
- )
~

Figura R 3. Secuencia completa de la region de control mitocondrial de un individuo
de merluza peruana.

En azul se indica la region estudiada por SSCP (pos139 — pos433), la regién roja +
azul (pos1-433) corresponde a la regiéon HVI reportada por Quinteiro et al (2001). La
llave indica la repeticion del motivo ACAATATT.

5.4. Polimorfismos de SSCP y su Distribucion en la Poblacion.

Se observaron polimorfismos SSCP en ambos amplicones MG (empleo de cebadores

MERFPD/GADPR, 200pb) y CB (empleo de cebadores c y b, 145pb). Se hallo cuatro

variantes en el amplicon MG (Eigura R5), que se den ominaron V1IMG (52-03), V2MG

(41-01), V3MG (43-05), VAMG (los restantes), bajo las siguientes condiciones:

e Acrilamida al 8% (stock 24%, 1:41), TBE 1X, glicerol al 10%. En placas de vidrio de
20cm X 20cm con un grosor de gel 0,2m. En condiciones de electroforesis en
buffer TBE 1X, 400 V por 5 horas.

e Acrilamida al 8% (stock 24%, 1:41), TBE 1X, glicerol al 10%. En placas de vidrio de
20cm X 40cm con un grosor de gel 0,2mm. En condiciones de electroforesis en

buffer TBE 1X, 200 V por 16 horas.
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Figura R 4. No presencia de polimorfismos de longitud.

(A) No se observa polimorfismos de longitud en el fragmento CB cuyo tamafio

esperado es de 140pb.

(B) No se observa polimorfismos de longitud en el fragmento MG cuyo tamafio

esperado es de 200pb.

Se hallo dos variantes en el amplicon CB (Figura R6), que se denominaron V1CB (40-

01) y la V2CB (los restantes), bajo las siguientes condiciones:

e Acrilamida al 8% (stock 24%, 1:41), TBE 1X, En placas de vidrio de 20cm X 20cm
con un grosor de gel 0,2m. En condiciones de electroforesis en buffer TBE 1X, 400
V por 2,5 horas.

e Acrilamida al 10% (stock 24%, 1:41), TBE 1X, glicerol al 10%. En placas de vidrio

de 20cm X 20cm con un grosor de gel 0,2m. En condiciones de electroforesis en

buffer TBE 1X, 400 V por 5 horas.
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Las variantes VIMG y V1CB agrupan un gran porcentaje de la muestras analizadas
por lo que se asume deberian compartir la misma secuencia nucleotidica. El segmento
MG presenta una mayor variabilidad (nUmero de variantes SSCP) que el segmento

CB, como se puede apreciar en la Tabla R3.

El andlisis estadistico de las variantes del fragmento MG, acepta la hipotesis de
homogeneidad, obteniéndose un prueba de X? = 14,22, (gl = 6 x 3 = 18) (p > 0.05). El
andlisis estadistico de las variantes del fragmento CB, acepto la hipétesis de
homogeneidad, obteniéndose un estadistico X* = 9,22, (gl = 6 X 1 = 6) (p > 0.05). En
ambos casos se acepta la hipétesis de distribucibn homogénea de las variantes

genéticas detectadas por SSCP.

Tabla R 3. Frecuencias de las Variantes SSCP detectadas en la poblacion usando los
fragmentos MG y CB.

Variantes MG

Variantes CB

Variantes | Frec. Abs | Frec. Rel Variantes | Frec. Abs. | Frec. Rel.
VIMG 57 95.00 V1CB 59 98.33
V2MG 1 1.67 V2CB 1 1.67
V3MG 1 1.67
VAMG 1 1.67
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Figura R 5. Distribucion Geogréfica de las Cuatro Variantes SSCP del fragmento MG.

(A) Variantes SSCP detectadas para el fragmento MG (200pb).
(B) Distribucion geografica de las cuatro variantes del fragmento MG detectadas por SSCP. La variante VIMG es la que posee mayor
distribucion.
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Figura R 6. Distribucion Geografica de las Dos Variantes SSCP del fragmento CB.

(A) Variantes SSCP detectadas para el fragmento CB (100pb).
(B) Distribucion geogréafica de las dos variantes del fragmento CB detectadas por SSCP. La variante V1CB es la que posee mayor
distribucion.
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5.5. Polimorfismos SSCP vs Polimorfismos de Secuencia.

La variantes SSCP de mayor frecuencia detectadas en los segmentos MG y CB
(VIMG y V1CB), no comparten al 100% la misma secuencia, la técnica no puede
discriminar entre un 24% y 38% de individuos diferentes. Por lo tanto el porcentaje de
eficiencia de deteccion en el presente estudio mediante SSCP para fragmentos entre

200y 140pb, es de 76% y 62% respectivamente (Figura R 7).

’,/ M pos 347
M pos 349

m pos 385

M pos 407

M comun

W

M pos 347
m pos 349

M pos 385
M pos 407
mpos 418

M comun

Figura R 7. SNPs detectados mediante secuenciamiento en las variantes SSCP mas

frecuentes (n =21)

(A) SNPs detectados en el grupo poblacional segun la variante SSCP, VIMG. 76%
para la variante coman.

(B) SNPs detectados en el grupo poblacional segun la variante SSCP, V1CB. 62%
para la variante coman.

Nota:

4.76% para la torta delgada (pos 347, 349, 385).
9.52% para la torta intermedia (pos 407).
14.29% para la torta mayor (pos 418).
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5.6. Diversidad Genética de la Region de Control Mitocondrial.

Se obtuvo la secuencia completa de la regién de control de 21 individuos (35% de los
individuos muestreados, 20 fueron hembras), con una longitud de 899 pb, 23 sitios
polimérficos (2 transversiones, 21 transiciones, aprox. 2.56% de sitios variables), ver
Tabla R4. Solo se observaron sitios con dos variantes. En el dominio derecho del D-
loop se observo una repeticién de un octanucleétido (ACAATATT).

El andlisis de los 21 individuos permite agruparlos en 16 haplotipos, ver Tabla R5 para

identificar que individuos fueron secuenciados.

Tabla R 4. Distribucién de los Sitios Nucleotidicos de la Region de Control
Mitocondrial.

Total de sitios nucleotidicos : 899

Sitios son gaps o sin datos : 10

Sitios monomoérficos . 866

Sitios polimorficos : 23

Singletones : 13 (8, 106, 131, 132, 186, 277, 347, 349, 385, 458, 525,
617, 775).

Informativos : 10 (56, 63, 105, 108, 136, 292, 407, 418, 470, 625)

Sitios polimaérficos . 23

Transversiones D2

Transiciones 121

Los indices de diversidad genética en distintos niveles de jerarquias poblacionales
(lances, grupos y total) se muestran en la tabla R6, entre paréntesis se indica la
desviacién estandar de cada uno de los valores. A nivel local L52, presenta bajo valor
de diversidad nucleotidica con respecto a las otras localidades, pero también posee
menor muestra (n=2). A nivel de grupos en norte posee bajos valores de diversidad (h,
Hd y 1r) con respecto al centro y sur. La poblacion total presenta en general altos

valores de diversidad haplotipica pero bajos de diversidad nucleotidica.
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Tabla R 5. Haplotipos Detectados en la Merluza peruana, basados en la secuencia de
la region de control mitocondrial.

STIP * k kK * * *x  Kx * lo
TOT khkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhk*k 23
11111112233344445667

5600033387944801572127
Haplo f Muestras 86356812667279578805755
Hap 1 1  ARTO06 ACATACTTTCAACGGTACAGTGA
Hap 2 5 ART08, ARTI10 TG T..Cuveeeeans GA.A.

4602, 4002,5205

Hap_ 3 1  ARTO09 .TGC.T..C....... G.GA.A
Hap 4 1 ARTO04 LTIG..T..Conal CG.GA.A
Hap 5 1 4003 GTG. eT e e e eeeennn GA.A.
Hap 6 1 4005 .TG..... Covinnnn G.GA.AG
Hap 7 1 4102 .TG.GT..CT........ GA.A
Hap 8 2 4105, 4108 LIG..T..C..G.ov vt GA.A.
Hap 9 1 4106 e A...
Hap 10 1 4107 .TG..TC.C.vvvvnn.. GA.A.
Hap 11 1 4301 LITG..T..C.Goventh GA.A
Hap 12 1 4302 LTITG..T..Coval C.TGA.A
Hap 13 1 4304 .TG..T..C GA .GACA
Hap 14 1 4603 LTG..T..C..... C...GA.A
Hap 15 1 4604 Ll CCovvivinnn A.A.
Hap 16 1 5206 LIGC.T..Covinn GA.A.
Leyenda:
Haplo : nombre de los haplotipos.
f :frecuencia absoluta de los haplotipos.
muestras > individuos que poseen el haplotipo).
SIP : Sitios informativos polimorficos.
TOT : Total de sitios polimorficos.
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Tabla R 6. indices de Diversidad Genética en Tres Jerarquias Poblacionales: Lances,
Grupal y Total.

indices de Diversidad
Poblaciones | N

Eta/ S | h Hd ™ K
ART 5 | 10/23 | 4 [0.9(0.02592) ?6og:g§033) 4.20

L 52 2 | 1/23 | 2 |1(0.25) ?60850102003) !

0.00375
0 L 40 3 | 5/23 | 3 |1(0.07407) (0.0000016) 3.33
>

S L 41 5 | 10/23 | 4 [0.9(0.02592) (()60(;)(;10702023) 4.20

L 43 3| 6/23 | 3 |1(0.07407) ?6085158017) 4

L 46 3| 6/23 | 3 |1(0.07407) (()dog(f(?gow) 4
NORTE 7| 7/23 | 4 |0.9(0.02592) ?5055’0105016) 2.80
GRUPO | CENTRO 8 | 15/23 | 7 |0.964 (0.00596) ?60851502018) 411
SUR 6 | 13/23 | 7 |0.964 (0.00596) ?605(;102(?01) 3.79
TOTAL | TOTAL 21 | 23/23 | 16 |0.948(0.00157) ?60(;)(;15)02005) 3.57

Eta: nimero total de mutaciones; S: nimero total de sitios variables; h: nimero de
haplotipos; Hd: diversidad haplotipica (desviacidén estandar); m: diversidad nucleotidica
(desviaciéon estandar), k = namero promedio de diferencias por nucleétido. Obtenido

de DNAsp 4.50.3.jhpii
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5.7. Andlisis de Diferenciacién y Estructura Poblacional.

El test de diferenciacion genética global entre las muestras a nivel de localidades vy
grupos, no revela diferencias significativas (P = 0.11 y P = 1.00, respectivamente).
Ninguno de los valores P entre los pares de localidades y entre los pares de grupos
analizados fueron significativos (Tabla R7). Adicionalmente se deduce que el marcador

no es sensible para detectar diferenciacion genética en esta poblacién de merluza.

Tabla R 7. Valores P del Test Exacto de Diferenciacién entre pares poblacionales y
grupos.

A. Test exacto de Diferenciacion Genética entre las Seis Localidades
ART L40 L41 43 L46

ART
L40 1.00000 + 0.0000
L41 0.45301+0.0053 0.46110 +0.0066
L43 1.00000 +0.0000 1.00000 +0.0000 0.47035 +0.0045
L46 1.00000 +0.0000 1.00000 +0.0000 0.46142 +0.0041 1.00000 +0.0000
L52 1.00000 + 0.0000 1.00000 +0.0000 0.51997 +0.0041 1.00000 +0.0000 1.00000 +0.0000

B. Test Exacto de Diferenciacion Genética entre los tres Grupos
NORTE CENTRO

NORTE
CENTRO 1.00000 +0.0000
SUR 1.00000 +0.0000  1.00000 +0.0000

Entre las poblaciones las distintas localidades H varia de 0.9 a 1, 1 entre 0.00112 a
0.00472, siendo el L52 la que presenta la menor diversidad nucleotidica, posiblemente
a que posee el menor tamafio de muestra. No se encuentra diferencias significativas
de los valores 1 observados entre las localidades de los grupos norte, sur y centro (P

= 0.59), al aplicar un andlisis de varianza entre los valores obtenidos.

El andlisis de varianza molecular, AMOVA, no detecta diferencias significativas entre
los distintos niveles jerarquicos descritos (Tabla R8). La variacion aumenta a medida
que la jerarquia poblacional disminuye en complejidad de agrupacion, asi la variacion

entre los tres grupos analizados es baja (0.2%), mientras que la variacién debida a las
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diferencias dentro de cada grupo es ligeramente mayor (2.4%) y cerca del 97.4% de la
variacidbn observada se explica por las diferencias dentro de cada localidad. La
variacién entre los grupos norte y sur es minima (0.16%) y sus valores F no son

significativos.

Tabla R 8. Analisis de Varianza Molecular basado entre distintas jerarquias
poblacionales

I Varianza de los Porc;; e Estadistico ¢ (valor P)
9: componentes e
variacion

Considerando el total de la muestra
Entre grupos Fer / ¢cr: 0.00199 n.s.
(norte, centro 2 0.001 0.20 P =0.82
y sur)
Entre

. Fsc / ¢SC: -0.02401 n.s.
poblaciones | 4 0.01197 240 |P=052
dentro de
cada grupo
Dentro de las )
seis 15 0.48667 97.40 | FsT/ s 0.02595n.s.

. P=0.15
poblaciones
Considerando Unicamente a grupos con un maximo de separacién
geografica.

Fer / ¢CT: 0.00157 n.s.

Entre grupos |4 0.00078 016 |P=0.66
(norte y sur)

No se detect6 significante correlacion entre la distancia genética y geografica (Eigura

R8).

Los test de diferenciacion poblacional basados en secuencias (Snn, Z) y los valores
de flujo génico (Nm) se muestran en la tabla R9. Los estadisticos Snn y Z,

proporcionan valores no significantes, no rechazandose la hip6tesis de homogeneidad
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genética. Igualmente los valores de migrantes por generacion son altos, especialmente

entre norte y el centro, sur y el centro (areas relativamente adyacentes, considerando

que la region centro es un lugar de paso entre los extremos norte y sur), pero valores

de migrantes por generacion 40 veces menor entre el grupo norte y sur. El valor Gst

calculado para la poblacion es muy bajo, 0.004.

Distancia
Genética
(Fst)

0.05+

0.00~-

-0.05~

-0.25-

d l d l d d d | | |
1 1 J i 1

-0.30

1
-100 20 140

1 1
260 380 500
Distancia Geografica (Km)

Figura R 8. Modelo de Aislamiento por Distancia entre distancia genética (Fst) y
geografica (km), usando el modelo de aislamiento por distancia. (r = -0.3114, P =
0.8080, R2 = 9.7%).
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Tabla R 9. Valores de dos Estadisticos de Diferenciacion Poblacional y de Flujo
Génico entre los distintos grupos poblacionales.

Snn (Hudson, | Z (Hudson et al., | Nm (Nei, 1973)
2000) 1992)

Entre los lances 0.17324 n.s. 115.47 n.s. 1260
(P =0.2910) (P =0.9070)

NORTE — CENTRO | 0.34512 n.s. 106.058 n.s. 51.90

— SUR (P =0.3030) (P =0.6510)

NORTE - SUR 0.50111 n.s. 52.54978 n.s. 25.33
(P =0.3610) (P = 0.5560)

NORTE — CENTRO | 0.41667 n.s. 38.63439 n.s. 1092
(P =0.6530) (P =0.4850)

SUR - CENTRO 0.42857 n.s. 45.71119 n.s. Alto tasa de
(P =0.8010) (P =0.6860) migrantes.

5.8. Andlisis Filogenético y Haplotipico.

El arbol filogenético neighbor-joining (figura R9), muestra Unicamente un nodo con
89% de apoyo al linaje compuesto por las muestras 4604, AR06 y 4106, al que
denominaremos linaje o clado A, los cuales se hallan en distintas ubicaciones
geograéficas, por ejemplo ARO6 se halla separada de 4604 y 4106, por casi 114km (61
millas nadticas) y 226km (122 millas nadticas), respectivamente. El grupo restante es
denominado linaje o clado B que en su segundo nodo basal se halla apoyada por un

44% de bootstrap.

En general las 21 secuencias no se agrupan a lugares geogréficos discretos, lo que

indica una distribucion filogenética aleatoria que no facilita una asignacion geografica.

En la figura R10 se representa la red haplotipica MSN (Minimun Spanning Netwok,
“red de haplotipos de minimos pasos”), bajo dos modelos de construccion de
haplotipos, los cuales se caracterizan por un alto nimero de haplotipos Unicos que

estan cercanamente relacionados a un simple haplotipo comun central.
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Figura R 9. Relaciones Evolutivas usando el arbol NJ (Neighbor Joining) basandose
en las secuencias de ADN de la regién de control mitocondrial de Merluccius gayi

peruanus. Los circulos negros indican las muestras de la regién norte, los blancos las
de la region sur y las que no poseen indicador a la regién centro.

En ambos modelos, se observa dos caracteristicas en comudn: (a) la presencia del
mismo grupo apoyado con un 89% de bootstrap en el arbol NJ, se halla separado del
haplotipo ancestral por cuatro eventos mutacionales (T56C, G63A, T108C y G470A) y
(b) los haplotipos derivados se separan del haplotipo ancestral por uno o dos eventos
mutacionales, con mayor frecuencia (83% - 80% para cada modelo respectivamente),
que los haplotipos derivados separados por tres eventos mutacionales (16.6% y 20%,
respectivamente). Esto sugiere que la merluza peruana probablemente ha presentado
un reciente evento de expansion poblacional y que el haplotipo central comun es el

haplotipo ancestral.
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Unicamente en el modelo MSN que considera los eventos indels (inserciones y
deleciones), se observa la presencia de un grupo separado del haplotipo ancestral por
8 eventos indels. Estos ocho sitios son consecutivos (pos879 a pos886), se hallan al

final del 5° de la regién de control y corresponden al motivo repetitivo ACATATT.

Bajo el modelo MSN de eliminacion de eventos gaps, el cual es apoyado por el arbol
NJ (Neighbor Joining), se observan la presencia de dos clados: Clado A (4604, AR06 y
4106) y Clado B (las muestras restantes). Ambos clados estan constituidos por
haplotipos de diferentes origenes geogréficos, que presentan una distribuciéon

geografica aleatoria.
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Figura R 10. Minimum Spaning Network (MSN) de los haplotipos detectados en
Merluccius gayi peruanus, empleando dos modelos de formacion de haplotipos.

(A) haplotipos formados sin considerar los gaps.
(B) haplotipos formados considerando los gaps.

5.9. Cambios Demogréficos en la Poblacion de merluza.

Los valores de los estadisticos de neutralidad y su significancia se muestran en la
tabla R10. Al analizar la poblacion total (n=21), los tres estadisticos se desvian
significativamente de la hipotesis neutral, Dt (-1.678, P < 0.05) y Fs (-10.415, P = 0)

son significativamente negativos y R, (0.061, P = 0) posee valores significativamente

67



menores que 0.5. Esto sugiere que la poblacion de merluza atravesd un evento

reciente de expansion poblacional.

Tabla R 10. indices de Neutralidad de tres estadisticos Dr, R, y Fu's Fs en la
poblacion total.

N Dt R2 (medio) Fu's Fs
TOTAL 21 | -1.67822 (s) 0.0611 (s) -10.415 (s)
P =0.039<0.05 P =0<0.001 P=0

El analisis de distribucién mismatch (n = 21) muestra un buen ajuste hacia el modelo
de expansién poblacional (r = 0.0260, P = 0.041) (Figura R11 b), pero presenta una
distribucion bimodal que indicaria posiblemente la existencia de subdivision
poblacional o la presencia de diferentes linajes. Por tal motivo se elabor6 una
distribucidon mismatch Unicamente con las secuencias del linaje B, obteniéndose una

curva unimodal (Figura R12 a).

Para realizar el calculo de tiempo de expansién se tomo en cuenta el valor calculado
para el total de secuencias. Asi con el valor de tau = 2.073, un tiempo generacional de
2.5 afios, una longitud del marcador de 899pb y considerando una tasa de mutacion
de 3.9% se obtiene una fecha alrededor de 12 136 afios como el periodo el cual se

produjo la Gltima expansion poblacional de Merluccius gayi peruanus.
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Figura R 11. Modelos Poblacionales sobre la los Cambios Poblacionales de la
Merluza Peruana, usando la distribucién de mismatch basada en el numero de
diferencias de pares de bases entre secuencias, para el total de poblacion (n = 21).

(A) Modelo poblacional bajo la premisa de tamarios poblacionales constantes.

(B) Modelo poblacional bajo la premisa de variacién en los tamafios poblacionales.
(Tau = 2.073; r=0.0260, P <0.05).
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Figura R 12. Modelos sobre los cambios poblacionales usando la distribucién de
mismatch basada en el nimero de diferencias de pares de bases entre secuencias.

(A) Modelo de expansion poblacional para el linaje B, (n = 18)

(B) Modelo de expansion poblacional para el linaje A, (n = 3).

70



VI. DISCUSION

El analisis de secuencias de ADN mitocondrial de Merluccius gayi peruanus
muestra una alta diversidad genética mitocondrial (aproximadamente cada individuo
representa un haplotipo distinto). Los estadisticos de diferenciacion poblacional
revelan una sola unidad poblacional en el area estudiada. Asi mismo el analisis de
AMOVA no muestra estructura genética. La alta diversidad genética y falta de
diferenciacion detectada a escala espacial (p.e. 242 millas nadticas, entre el extremo
norte y sur del area de muestreo), puede explicarse por el mantenimiento de grandes
tamafios poblacionales caracteristicos de las merluzas del clado americano (Roldan et

al., 1999), los cuales no son muy sensitivos a deriva genética (De Woody y Avise,

2000). Y ademas los indicadores de neutralidad como D-Tajima, Fu’s Fs y R2 indican
desvios de la neutralidad, sugiriendo que la poblacion ha evidenciado un periodo de
expansion poblacional reciente, lo cual se refleja con una red haplotipica con una alta
proporcion de uno o dos eventos mutacionales de separacion con el haplotipo

ancestral.

6.1. Sensibilidad de la Técnica de SSCP.

El secuenciamiento directo es el mejor método para conocer las mutaciones,
pero si el estudio comprende cientos de muestras este se vuelve laborioso y costoso,
con el riesgo de que muchas de las muestras posean la misma secuencia, es alli
donde la técnica de SSCP aplicada a estudios de genética poblacional (Sunnucks et
al., 2000), se concibe como una técnica presecuenciamiento que agrupa a las
muestras por similitud de secuencia, permitiendo asi disminuir la obtenciéon de
secuencias iguales entre diferentes individuos.

La deteccion de variantes de SSCP, fue notoria en matrices de poliacrilamida
en glicerol al 10%, las matrices que no poseian glicerol no revelaban diferencias. Para
el fragmento de 200pb el glicerol fue necesario para observar las variantes. Mientras
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que para el fragmento de 145pb las variantes se detectaron en ausencia de glicerol,
pero la resolucion de la migracién diferencial, fue mayor en presencia de glicerol.

Observacién similar es reportada por Estrada-Cuzcano et al (2005), donde una mayor

cantidad de glicerol incrementa la sensibilidad. Ademas se observé que al aumentar la
concentracion de AKA de 8% a 10% en el fragmento de 145pb se delineaba mejor las
bandas y se disminuia la difusion de estas, lo que facilitaba su visualizacion.

El presente estudio muestra una sensibilidad de la técnica SSCP entre 76% y 62%
(Figura R7) para fragmentos de 200pb y 145pb, respectivamente, lo que indica una

menor eficiencia a la del 89% para fragmentos entre 100pb - 400pb (Orita et al., 1989;

Hayashi 1991; Sheffield 1993; Gago-Zachart et al., 1998).

¢,Como se podria explicar esta menor sensibilidad?. La composicion
nucleotidica de los amplicones MG y CB, muestran un contenido de G+C (Tabla R2)

cercanos al 40%. Nataraj et al (1999), obtuvo buena deteccion de fragmentos entre

100-300pb con 60% de G+C, mientras que secuencias de similar tamafio pero con un

40% de G+C no pudieron ser detectados. Estrada-Cuzcano et al.,(2005) tuvo

dificultades en la deteccion de fragmentos de 183pb y 335pb con 38% y 36% de
contenido G+C, respectivamente.

Es asi que se plantea de manera particular para la regién de control de la
merluza peruana que posee un 37% de C+G, que la técnica de SSCP no ofreceria la
sensibilidad necesaria para detectar mutaciones. Lo cual implica una desestimacion de
la verdadera diversidad genética mostrando un menor poder de resolucién (en relacion
a la técnica de secuenciamiento).

Se recomienda en este caso el secuenciamiento directo de la regién completa
de las muestras estudiadas y por estudiarse, ya que la probabilidad de que dos
muestras como minimo sean iguales es un 9,5% (2 secuencias similares en un total
de 21 secuencias, datos de secuenciamiento del presente estudio). Siendo asi si
analizamos 100 secuencias tenemos la probabilidad de detectar entre 9 -10
secuencias similares por el método de secuenciamiento directo, mientras que por
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SSCP obtendriamos 70 secuencias supuestamente similares, dentro de las cuales

habria un tercio (n=24) 6 un cuarto (n=16) secuencias diferentes.

6.2. Subdivision Poblacional de la Merluza.

El analisis efectuado con la técnica de SSCP, revela la presencia de una sola
unidad poblacional con baja diversidad genética (0.05% — 0.01% de variantes SSCP),
asumiendo un alto flujo génico para explicar la amplia distribucion de las variantes
VAMG y V2CB. El andlisis de las secuencias revela una alta diversidad genética
(0.96%) con una distribucién haplotipica local y sitios nucleotidicos distribuidos
homogéneamente en la poblacién debido a un alto flujo génico. A pesar de que ambas
técnicas describen una sola unidad poblacional, el secuenciamiento ofrece una mayor
sensibilidad en la caracterizacion de las poblaciones. Debido a que SSCP no detecta
todas las variantes presentes.

Tanto las hipétesis de uno 6 dos stock, se basan en una diferente
interpretacion de los caracteres fenotipicos observados. El presente estudio revela
evidencia basada en caracteres genéticos que apoya la hipétesis de un solo stock de
merluza, no detectando diferenciacién poblacional y no alcanzando la significancia
estadistica necesaria (0 < p < 0.05) para rechazar la hipétesis nula de un solo stock.

Bajo la hipétesis de un solo stock, la merluza peruana posee una migracion
latitudinal estratificada por tallas, en la cual los juveniles se hallan al sur y los adultos

al norte (Samame et al., 2001). Bajo este modelo la zona de reclutamiento se halla al

sur mientras que la de reproductores al norte. El haber detectado que los individuos
4002 (sur) y 5205 (norte), compartan el mismo haplotipo a pesar de estar separados
por 450km y ser individuos con diferentes tallas (37 cm al norte y 14 cm al sur), lo cual
sugiere que posiblemente 4002 es descendiente del linaje materno nortefio de 5205 y
que su llegada al sur se podria deber al efecto de ESCC. Asi mismo la tasa de

migrantes hembras por generacién entre los distintos grupos poblacionales (norte,
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centro y sur) es alta, lo que hace inferir un alto flujo de genes caracteristico de una
poblacion panmictica.
6.3. Otras Explicaciones a la Hipétesis de dos Stocks.

Las observaciones que sustentan la hipotesis de dos stocks, posiblemente
sean producto de diferencias entre estadios biolégicos, de cambios naturales (p.e.
ENSO) o antropdgenicos (p.e. presion de pesca), que el presente estudio no se ve
reflejado a nivel genético. Las diferencias observadas entre estos posibles stocks
pueden explicarse como caracteres de dos fases de desarrollo de la misma especie
(juveniles al sur y adultos al norte), algunas de los cuales se acentuaron por efecto del
fendmeno ENSO 1997. Asi distintos patrones de color y tamafio de captura (Ward et

al., 2001) 6 de longevidad, mortalidad y madurez sexual (Lankford et al., 1999) han

servido para plantear la presencia de varios stocks en otras poblaciones marinas, pero
evidencia genética no ha apoyado tales planteamientos, atribuyendo estas como
adaptaciones a las condiciones espaciales o temporales. La evidencia fisiolégica

(Perea et al., 2001) demuestra que las diferencias reproductivas observadas en la

merluza (madurez y actividad reproductiva temprana de individuos pequefios) es
comun durante eventos ENSO, el cual al modificar la temperatura, cambia el espectro
alimentario y comportamiento reproductivo. Una explicaciéon ecoldgica al respecto

(Wostnitza-Mendo y Guevarra-Carrasco, 2000) plantea una modificacion de su historia

natural, en que la alta mortalidad de individuos adultos causa un incremento de la
reproduccion temprana de individuos pequefios, compensando asi la disminucion de la
fecundidad (ocasionada por la pesqueria), lo que mantiene altas tasas de fecundidad
gue hacen posible que el recurso resista la presion de pesca.

Samame et al (2001) discute estas diferencias en el comportamiento reproductivo,

comentando que el fendbmeno es explicable considerando la historia de la pesqueria.
Al comienzo la pesca extrajo los individuos mas grandes incidiendo posteriormente
sobre las tallas menores; esto no quiere decir que inicialmente no existieran tallas
menores en reproduccién, por ejemplo: se ha registrado en afios normales merluzas
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de tallas de 22-25 cm con gbénadas maduras pero siempre en escasa cantidad, debido
a la selectividad de la actividad pesquera por individuos de mayor tamafio quedando
los pequefios. Acotando que la muestra que hace referencia la existencia de estos
dos stocks, pertenece al crucero BIC Humboldt 9705-06, realizado en una época
donde no ocurre la maxima reproduccién, por lo que no seria representativo. Y que
estos acontecimientos han ocasionado ciertas especulaciones como la reduccion de
las tallas del recurso y principalmente a la precocidad en la reproduccion (Wostnitza-

Mendo y Guevarra-Carrasco, 2000).

6.4. Posibles Linajes Mitocondriales.

Aungue no tenemos indicios de dos 6 mas poblaciones separadas a nivel genético, si
existen al menos dos linajes mitocondriales. Los resultados del analisis de varianza
molecular, los test de diferenciacion poblacional (tanto los basados en frecuencias de
haplotipos y en similitud de secuencias) y el modelo de aislamiento por distancia no
apoyen la hip6tesis de dos stocks geogréficamente separados. Pero la distribucion
mismatch bimodal la cual es corregida a una distribucién unimodal cuando se elimina
el linaje A, los resultados de la relacién filogenética de los individuos analizados y de
los haplotipos identificados (arbol NJ y red haplotipica, respectivamente), sugieren
preliminarmente la presencia de dos linajes matrilineales sobrepuestos
geograficamente, siendo el linaje B el de mayor presencia y distribucion, mientras que
el linaje A representado por pocos individuos se halla distribuido al sur. Con esta
observacion preliminar la zona en la cual los dos linajes se yuxtaponen corresponde
geograficamente con el area de reclutamiento, mientras que el linaje B solo se
localizaria en el &rea norte que corresponderia a la de los reproductores (Figura D1).
Para poder aseverar esto es necesario incrementar el tamafio de muestras. La
presencia de estos linajes mitocondriales propuestos estaria sustentada por el andlisis

de caracteres genéticos y no por fenotipicos.

75



6.5. Estabilidad de los Tamafios Poblacionales de la Merluza.

Los estadisticos de neutralidad sugieren que la merluza haya atravesado un proceso
de expansion poblacional reciente que no puede ser calculado con mayor precision
debido a que no se dispone de calibracion del reloj molecular en este taxa. Por tal
motivo se uso el estimado en otras especies, por lo que el escenario planteado es
hipotético y basado es una tasa de mutaciéon moderada.

Grant y Bowen (1998), proponen cuatro escenarios basicos de historia poblacional

basados en los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica en especies marinas.
Peces con alta diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica, probablemente
sufrieron esta expansion poblacional después de un periodo de bajo tamafio efectivo
poblacional. Los datos del presente estudio apoyan este escenario para la merluza
peruana.

Los dos linajes detectados pueden relatar historias filogeograficas diferentes, pero en
el presente estudio se incluye el total de muestras para efectuar los estimados de
tiempo de expansién, los cuales describen una época aproximada a los 12 000 afios,
el cual comprende el periodo del final del Pleistoceno y de la Ultima glaciacion. Estos
eventos climaticos pueden afectar drasticamente a las poblaciones marinas,

modificando la concentracion de nutrientes (Beaugrand y Reid., 2003), la temperatura

del agua (Hayes et al., 2005) 6 el habitat (Tolley et al., 2005).

Asi se plantea la hipétesis de que la Udltima expansion esta relacionada con la
recolonizacion de la plataforma continental norperuana por la merluza, al final del

periodo glacial. Evidencia paleogeografica (Ortlieb y Machare, 1989), sugiere que en la

costa peruana el nivel del mar disminuyé 120m, siendo el area de mayor
desplazamiento entre 7°S - 9°S, quedando la Bahia de Sechura y el Golfo de
Guayaquil totalmente emergidos, desplazandose la linea costera 20Km al oeste de la
costa actual entre Paita y Negritos, y una emersion de pocos kildmetros al norte de
Talara. Bajo este modelo, el habitat de la merluza que se corresponde con la extensién
de la plataforma continental se ve disminuido drasticamente, posiblemente causando
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una disminucion de sus tamafos poblacionales. Al terminar el periodo glacial, se
incrementa el nivel del mar inundandose el antiguo hébitat de la merluza, permitiendo
la recolonizacion de su antiguo habitat y asi produciéndose la expansion poblacional

del recurso.

6.6. Implicancias del Estudio al Manejo Pesquero.

La historia de los estudios genéticos y su influencia en el manejo pesquero se halla
bien descrito en el caso de la merluza europea, donde los primeros estudios basados
en marcadores bioquimicos no revelan diferenciacion, esta sensibilidad ha sido mayor
al usar marcadores alozimicos y posteriormente marcadores microsatélites (Mangaly y

Jamieson, 1979; Roldan et al., 1998; Lundy et al., 1999), revelando que la merluza

europea presenta una estructuracion compleja. A diferencia del habitat de la merluza
peruana, el de la merluza europea presenta evidentes barreras geogréficas pero es
posible que otras barreras como la presién batimétrica, extensién de la plataforma
continental y presencia de corrientes marinas, estén actuando y que posiblemente
puedan ser detectadas variando la estrategia metodologica.

Los resultados del presente estudio hacen posible definir preliminarmente a la merluza
peruana como una sola unidad poblacional en panmixis, cuyo acervo genético
matrilineal se ve reflejado en dos linajes yuxtapuestos geograficamente posible
consecuencia de la recolonizacion de la plataforma continental, dentro del &rea de
muestreo del presente estudio (3°S - 7°S).

Esta viene a ser la definicion biolégica como poblacion en base al andlisis genético
realizado. Pero el concepto de stock involucra una actividad multidisciplinaria que
asegure la estabilidad de los tamafios poblacionales con énfasis a mantener el
rendimiento de una actividad industrial como lo es la pesqueria. Aunque se define a
poblacion como unidad panmictica otros criterios son necesarios para delimitar la

actividad pesquera.

77



Este estudio establece relaciones espaciales pero no temporales. Es asi que es
necesario establecer relaciones temporales que nos ayuden a inferir si estas
observaciones se mantienen o varian. Es asi que la presente investigacién puede ser
usada como herramienta de comparacion con futuros estudios.

Aunqgue el marcador mitocondrial empleado no revele diferenciacién poblacional, otros
marcadores sean mas sensibles, como por ejemplo los microsatélites. Pero ambos son
tratados como marcadores neutrales. Una caracteristica de las poblaciones marinas
en comparacion a las terrestres es el mantenimiento de enormes tamafios
poblacionales que pueden amortiguar el efecto de la deriva génica y la migracion que
son la base sobre la cual se hacen las estimaciones con los marcadores neutrales. Es
alli donde es necesario emplear otro tipo de marcadores que sean sensibles a
seleccion la cual puede deberse a adaptaciones locales que sirvan para la distincion
de unidades poblacionales.

Por ejemplo, aunque los datos sustentan genéticamente una unidad panmictica de
merluza eso podria provocar estimar cuotas de pesca para la poblacion total (adultos y
jovenes) en toda su area de distribuciéon. Pero si adicionalmente, se considera la
estratificacion de tallas y areas de reclutamiento, la pesqueria se restringiria en
determinadas regiones. Por lo tanto la informaciébn genética proporcionada es
complementaria a la data existente con el fin de tener un panorama amplio que brinde
informacion a los entes gestores de este recurso y similares.

El estudio se basa en la descripcion del componente genético segun un marcador
mitocondrial cuya herencia es mediada por hembras. Esta especie es sexualmente
diferenciada por lo que marcadores nucleares son necesarios para tener una
caracterizacion genética general. Los marcadores genéticos son sensibles al modo de
transmision hereditaria, en algunas especies las hembras tienen comportamiento
filopatrico y los machos son los agentes de dispersion. Este diferente comportamiento
se refleja en la estructura genética. Se conoce que las hembras de merluza son mas
bentdnicas mientras que los machos prefieren la columna de agua, por eso la pesca
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de arrastre captura mas hembras que machos, ademas de que las hembras alcanzan

mayores tallas que los machos.
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VII. CONCLUSION.

Este estudio es una primera contribucidbn hacia el conocimiento de la genética
poblacional empleando secuencias de ADNmMt en un recurso pesquero
econdmicamente importante, concluyendo preliminarmente que se trataria de una sola
unidad genética poblacional de Merluccius gayi peruanus, en el mar norperuano,
conformada a su vez por dos linajes mitocondriales. Para fortalecer esta conclusion es
necesario incrementar el tamafio de muestra y emplear conjuntamente otros

marcadores.

El estudio proporciona evidencia a favor de la hipotesis de un solo stock y

adicionalmente describe parte de la historia evolutiva de este recurso.

El empleo de cebadores de PCR conservados para amplificar la region de control
mitocondrial completa es una gran ayuda para obtener informacién util y procesable en

especies de las cuales no se tiene reportada informacion genética poblacional.

La técnica de SSCP puede ayudar como técnica de presecuenciamiento, pero en la
region de control que posee varios sitios polimérficos, es mas recomendable tanto por
tiempo y economia, el secuenciamiento directo. Posiblemente su uso en otros objetos
de estudio; por ejemplo, en regiones codificantes donde la tasa de mutacién es menor,

la técnica de SSCP es mas recomendable.
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VIIl.  RECOMENDACIONES.

Incrementar el nimero de muestras a 20 -30 por area de muestreo y que estas se
hallan en proporciones de igualdad entre machos y hembras por lugar de
muestreo.

Incluir en la estrategia de muestreo ademas del latitudinal efectuado, otro que
considere la distancia con la linea costera, debido a que el stock se halla sobre la
plataforma o se halla en el borde de la misma. Asi se tendria una mejor
representacion espacial de la poblacion.

Incluir en lo posible muestras de Merluccius angustimanus que hayan sido
colectadas en la misma temporada.

Emplear adicionalmente marcadores nucleares neutrales como son los
microsatélites e intrones para un analisis multilocus que pueda incrementar asi la
sensibilidad hacia la posible deteccién de diferenciacién genética.

Estudiar otras especies marinas que posean un rango de distribucion geografica
similar para poder realizar inferencias filogeograficas sobre el mar del norte

peruano.
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