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ANTECEDENTES

La albacora Xiphias gladius, por su historia de vida y gran vagilidad sugiere un alto grado de flujo
génico y escasa subdivisién genética entre las poblaciones. Esta especie se encuentra disiribuida
mundialmente en mares tropicales, subtropicales y temperados. Logra alcanzar los 540 Kg y pueden
vivir mas o menos hasta los 29 afios. Desde el punto de vista pesquero, el promedio anual de captura
muestra tres regiones de abundancia; el Pacifico noroeste, el suroeste ¥ una tercera area en el Pacifico

sureste,

En estudios de andlisis de captura mensual por unidad de esfuerzo se observa que la abundancia del
pez espada se extiende en forma continua desde el oeste del Pacifico Norte hacia el Este durante el

otofio e invierno y que durante el verano la pesqueria del norte se restringe al Pacifico Oeste.

Las capturas en el Pacifico Este son marcadamente continuas a través del Ecuador, este tipo de
informacion ha permitido establecer para algunos autores Ja existencia de 2 a 3 poblaciones que se

traslaparian en el Pacifico Este.

A pesar de soportar amplios rangos de temperatura, €l pez espada se encuentra generalmente asociado
a temperaturas de aguas superficiales entre 18°C y 30°C, Por lo general son animales solitarios y
altamente migratorios, ocurtiendo su primer desove alrededor de los cinco afios de edad. Desde el
punto de vista de la estacionalidad larval y su abundancia esto es muy evidente en el Pacifico Norte y

Sur lo que sugiere la posibilidad de una subdivisién poblacional.

El anélisis poblacional de esta especie se ha basado principalmente en la determinacién de stock
asociados a los diferentes océanos del mundo. Las técnicas moleculares basadas en la variabilidad
aloenzimatica, del ADN mitocondrial y de genes nucleares estan siendo aplicadas exitosamente en la
determinacion de unidades poblacionales en esta especie (Grijalva-Chon et al 1994, 1996; Alvarado-
Bremer et al. 1995; Rosel & Block 1996; Chow 1999; Chow & Takeyama 2000).

Antecedentes genéticos

La determinacién de subpoblaciones de la albacora utilizando proteinas como marcadores genéticos

ha sido evidenciada por Grijalva-Chon ef al. (1996), ellos estimaron la variabilidad aloenzimética de




esta especie, comparando muestras provenientes de Baja California y de la Islas de Hawai. Utilizaron
cuatro sistemas variables (Fosfoglucoisomerasa, Octanol deshidrogenasa y Proteinas totales 2 y 3),
encontrando diferencias significativas para las frecuencias alélicas entre muestras en el locus PROTS3.
Las albacoras del pacifico tienen una baja heterocigosidad (0,020) comparadas con 0,055 para el resto

de peces marinos.

Estudios realizados utilizando la frecuencia de distribucién de haplotipos del ADN mitocondrial han
mostrado diferencias significativas entre muestras de X. gladius provenientes del Mediterraneo,
Atlantico y Pacifico (Rosel & Block 1995, Alvarado-Bremer ef al 1996, Chow et al 1997), lo que
estarfa indicando que las poblaciones de albacora se estructuran a una escala global ya que las
estimaciones de intercambio genético entre poblaciones de una misma cuenca presentan un alto grado
de panmixia. Por otra parte, Grijalva-Chon e af 1994, Rosel & Block 1996 y Chow ef af 1997, han
encontrado homogeneidad en la frecuencia de haplotipos entre los océanos Indico y Pacifico, pero se
han detectado diferencias significativas entre muestras del norte del Atlantico y el sur (Alvarado-
Bremer ef al 1996, Chow ef al 1997).

Los resultados obtenidos usando el analisis de RFLP de ADNmt en muestras de .X. gladius del lado
occidental, central y oriental del Pacifico norte, sugieren que existe un alto flujo génico que previene
la diferenciacion poblacional, por lo que las albacoras del Pacifico norte representarian un stock tinico
(Grijalva-Chon 1994; Chow 1999).

En un reciente estudio Reeb ef al. (2000), secuenciaron las bases de la regién control de la regién d-
loop del ADNmt de ejemplares provenientes del Océano Pacifico Norte y Sur. Los autores rechazan
la hipotesis de que las poblaciones sean homogéneas en el Pacifico, las poblaciones sur y norte del
Pacifico Oeste divergen de manera significativa, mientras que las del Pacifico Este parecen ser
genéticamente continuas.  Las muestras obtenidas en el Pacifico, corresponden a Australia, Japon,
Hawai, México, Chile, California del Sur y el Centro Ecuatorial. Se encontré diferencias altamente
significativas entre muestras del Pacifico Oeste Norte y Sur, donde las muestras de Jap6n y Hawai,
son diferentes a las de Australia y el centro ecuatorial. Los autores consideran finalmente que en
términos de manejo pesquero se deberia considerar al menos, la existencia de dos stock en el
Pacifico, uno sur y otro norte, donde migran a través de las zonas costeras de varias naciones y tienen

ademas presencia en aguas internacionales,



Antecedentes entregados por Chow & Takeyama (2000) usando el gen nuclear de la Calmodulina

(CaM) y la regidn d-loop del ADN mt detectado por el andlisis de RFLP y secuencia de nucleétidos
para muestras de albacora del Mediterraneo, Atlantico y del Indo pacifico, sefialan diferencias
significativas en las frecuencias alélicas para el gen nuclear entre las albacoras del Mediterraneo y del
Atléntico Noroeste respecto de las del Atlantico tropical y el Indo pacifico. Un anélisis combinado
del gen CaM vy el d-loop indican que existen a lo menos 4 unidades reproductivas: Mediterraneo,

Atlantico Noroeste, Tropical y Atldntico Sur e Indo pacifico.

OBJETIVO GENERAL
» Determinar unidades poblacionales de pez espada Xiphias gladius en el Océano Pacifico

mediante estudios de ADN mitocondrial y electroforesis de isoenzimas en gel de almidén.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar la zona del ADN mitocondrial y de los loci que codifican las proteinas o enzimas

polimérficas, que se utilizaran en la diferenciacion de las unidades poblacionales,

2. Establecer las frecuencias alélicas de los marcadores genéticos proteinicos polimérficos en las

muestras de X. gladius provenientes de las costas de Chile y de otras regiones del Pacifico.

3. Establecer las frecuencias de haplotipos obtenidos del segmento del ADN mitocondrial en

muestras de X. gladius provenientes de diferentes regiones del Océano Pacifico.

4. Establecer las frecuencias alélicas de un gen nuclear en muestras de X. gladius de diferentes

regiones del Océano Pacifico.

5. Comparar las frecuencias de los polimorfismos entre las muestras de pez espada de diferentes

regiones del Pacifico.



I. ANALISIS DE PROTEINAS

Materiales y métodos

De acuerdo con la estandarizacién de Jos sistemas enziméticos, se utilizé tejido muscular y del
corazon para el andlisis electroforético de proteinas. Los tejidos fueron macerados con 20 pl de agua
destilada y el sobrenadante fue absorbido con papel filtro e insertado en una matriz de almidon al
12%. La separacion de las proteinas se realizé aplicando 50 mal por 5h. y se 1ifié especificamente para
los sistemas enzimdticos Fosfoglucomutasa (PGM), Glioxalasa (GLIO), Aspartato aminotransferasa
(AAT), Fosfoglucoisomerasa (PGI) e Isocitrato deshidrogenasa (IDH).

Las muestras de Xiphias gladius analizadas electroforéticamente corresponden a las siguientes:

A (37°35°S-38°25°S; 73°59°W-75°15"W) cuadra de Lebu

B (28°54°S-29°49°S; 80°58°W-81°26"W) cuadra de Atacama

C (25°04°S-27°15’S; 78°17°W-82°04’W) cuadra de Antofagasta

D (25°14°8-27°41°S; 77°42°W-81°03’W) cuadra de Antofagasta

K (34°33°S-35°44°S; 79°26°W-82°31’W) cuadra de Juan Fernandez
F (34°55°8-35°44°S; 79°26°W-82°00°W) cuadra de Juan Ferndndez

El andlisis genético poblacional se realizé utilizando el programa computacional BIOSYS 1.7
(Swofford & Selander, 1989).



RESULTADOS

Para la estandarizacién de los marcadores proteinicos de Xiphias gladius, se utilizaron muestras de
tejidos de musculo, higado y corazén. La tabla 1 contiene el listado de los sistemas enzimaticos
estandarizados con su respectivo cdigo internacional, numero de loci, tejido y tampén en el cual se

obtuvo la mejor resolucion.

Sc obtuvo un total de 16 sistemas protefnicos con 26 presuntos loci. De éstos, 21 resultaron
monomérficos y 5 polimérficos; PGM-1, GLIO, AAT-2, PGI-2 e IDH-2, lo cual entrega un porcentaje

de polimorfismo de 19,2%.

En el locus Fosfoglucomutasa (PGM-1) se observé un total de cuatro alelos, denominados 120, 110,
100 y 80; el locus PGI-2 presenta 3 alelos (100, 90 y 80), al igual que los loci AAT-1 e IDH-2 con los
alelos 120, 100, 80 cada uno, en el locus Glioxalasa (GLIO-1) se observé dos alelos 100 y 80. La

Figura | muestra un patrén de bandas electroforéticas obtenidas para los loci PGI-2 y GLIO-1,

Se analiz6 un total de 301 ejemplares para el locus PGM-1, 320 para el locus GLIO-1, 309 individuos
para el locus AAT-2, 294 ejemplares para el locus PGI-2 y 304 ejemplares para el locus IDH-2. La

Tabla 2 resume el niimero de individuos por localidad y las frecuencias de los alelos para cada locus.

El andlisis genético poblacional no mostré desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg para
ninguna de las poblaciones analizadas, El nimero promedio de alelos por locus y por poblacién varié
entre 2 y 3. Los valores de heterocigosidad por muestra fluctuaron entre 0,082 + 0,025 y 0,151+
0,033, con un valor promedio de 0,11+ 0,027, La heterocigosidad promedio por locus por individuo

para esta especie fue de 0,024+ 0,033.

En el andlisis comparativo entre muestras se obtuvo un valor promedio de Fst= 0,018, no
significativo, lo que sugiere que no existen diferencias entre las muestras analizadas. Los valores de
identidad genética fluctuaron entre 0,996 y 1, reafirmando la alta homogeneidad genética de

frecuencias aloenzimaticas entre las seis muestras analizadas.




II. ANALISIS ADN

Materiales y métodos
Se extrajo ADN de muestras de musculo y/o corazén de X. gladius, provenientes del 4rea costera de
Chile (V-VIII regién), Juan Ferndndez, Ecuador y Australia por el Pacifico sur y de Hawaii, Baja

California (en el informe se clasifica como Meéxico) para el Pacifico norte.

Para la extraccion de ADN se utilizé el método del SDS, descrito por Grijalva-Chon ef . (1994). Se
disecté 100 mg de tejido muscular estriado ¥y se homogeniz6 con 500 pl de tampén STE (10 mM Tris.
HCI, pH= 8.0, 10 mM NaCl y 50 mM EDTA). Se agregé 25 pl de SDS 20% y 50 pl de Proteinasa K
(10 mg/ml) y se incubé por toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se retomé el Protocolo del CTARB

desde las extracciones orgdnicas hasta terminar disolviendo el ADN en 100 pl de TE.

En la amplificacion del fragmento D-loop por PCR se utilizaron varias parejas de partidores, siendo la
mas adecuada CB3R-L y 12SAR-H, cada amplificacién se realizé6 en un volumen de 25 pl que
contenia tamp6n de amplificacién (10 mM Tris. HCI, pH= 9.0, 50 mM de KCl y 0.1% de Tritén X-
100), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 1 uM de cada partidor y 1 Unidad
de Taq ADN polimerasa (Promega).

Se utilizé un termociclador Perkin Elmer modelo 480 y alternativamente en un Techne modelo
Progene. El programa de temperaturas fue de: 1 ciclo de 10 min. a 95 °C, 0.5 min. a 60 °C y 2 min. a
72 °C; seguido de 40 ciclos de 0.5 min. a 95 °C, 0.75 min.a 54°Cy 2 min. a 72 °C y finalmente 1
ciclo de 5 min, a 72 °C. La digestién del fragmento D-loop se realiz6 con las enzimas de restriccién

que mostraron polimorfismo : Alul, Hha I, Rsa I y Tag® L.

La amplificacién del intron 4-5 del gen de la Calmodulina se realizé utilizando los partidores 4F (5°-
CTGACCATGATGGCCAGAAA-3") y SR (5’~G’ITAGCTFCTCCCCCAGGTT—3’) ¥ en un volumen
de 25 ul que contenia tampén de amplificacién (10 mM Tris. HCI, pH= 9.0, 50 mM de KCl y 0.1%
de Tritén X-100), 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 1 uM de cada partidor
y I Unidad de Taq ADN polimerasa (Promega).




El programa de termociclado fue el siguiente: 1 ciclo de 1 min. a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 30
min. a 95 °C, 1 min. a 60 °C y 2 min. a 72 °C, finalizando con I ciclo de 10 min. a 72 °C. Para la
digestion se hace con 8pl de la mezcla de amplificacién més Ipl de tampén NEB 2 y 1ul de Bst Ul
(10 u) digerido por 3 horas a 37°C.

La visualizacion de los fragmentos tanto para el gen nuclear como para el d-loop se realizé en un gel

de agarosa sumergido al 3%, luego de la tincién con Bromuro de etidio,

Para el anélisis genético poblacional se utilizé el programa computacional ARLEQUIN v.2000
(Scheinder, Roessli & Excoffer, 2000). La diversidad genética fue estimada mediante el siguiente
algoritmo:  h= (1-Zx;%) n/(n-1), donde x; es la frecuencia de un haplotipo y n es el tamafio de la
muestra,

El andlisis de diferenciacién de los haplotipos entre las diferentes regiones se realiz6 utilizando una

prueba de probabilidades exactas (Raymond & Rousset, 1995),




RESULTADOS

Para la extraccién del ADN se probaron tres métodos que fueron: extraccion simple segin Gjetvaj et
al 1997, el método de extraccion del CTAB (Doyle & Doyle, 1987), y finalmente el método de
extraccién del SDS (Sambrook et al. 1989) citado por Grijalva-Chon et al. (1994). Las mejores
amplificaciones se obtuvieron al usar el ADN extraido con el método del SDS, utilizando la pareja de
pattidores 12 SAR-H/CB3R-L

El fragmento del ADN mitocondrial empleado para realizar el analisis fue el D-loop. Para la eleccion
de las enzimas de restriccién que tuvieran sitios de corte en dicho fragmento se probaron 11 enzimas

de 4y 5 pb: BstN I, Dde I, Dpn I1, Hae 111, Hha I, Hinf I, Mse L MspI,Ncil,Rsaly Taq* 1

La blisqueda de diversidad genética en la region D-loop mitocondrial de X, gladius se realiz6
probando 6 enzimas de restriccién: Alul, Ddel, Hhal, Nlalll, Rsal y Taq" I, endonucleasas que
han sido descritas por otros autores para la deteccién de polimorfismos para esta region mitocondrial.
El andlisis de la variabilidad en este estudio se realizé utilizando las enzimas Alu LRsal, Hhaly
Taq" I, basados en el significativo polimorfismo encontrado, con Alu I y Hha I se detectaron 4
hapiotipos diferentes y para Rsa I se observé 7 haplotipos. Estas enzimas han sido utilizadas por otros
autores como indicadoras de diferenciacién entre muestras de pez espada de diferentes cuencas

ocednicas como el Mediterraneo, Atlantico e Indico.

En la presente investigacion se analizo un total de 200 ejemplares con Ia enzima Alu I, 198 con Rsa I,
205 con Hha I'y 202 con Taq” I. Con la endonucleasa Taq® I se obtuvo dos haplotipos (A y B), para
Alu Ty Hha I se obtuvo cuatro (A,B,C y D) y la con mayor polimorfismo fue Rsa I con siete
haplotipos (A,B,C,D,.E,F y G).

La Figura 2 muestra la regién d-loop mitocondrial amplificada por PCR y digerida con la enzima de
restriccion Alu I, se observan los diferentes haplotipos encontrados. La Figura 3 entrega los diferentes
haplotipos encontrados para la enzima Rsa L. En la Figura 4 se observan los haplotipos obtenidos
para la enzima Taq" I'y en la figura 5 se observa una combinacién de haplotipos de las enzimas Alu I

y Hha I,



En la tabla 3 se entrega el ntimero de ejemplares por haplotipo para cada enzima y para las zonas de

Chile sector costa, Chile sector Juan Fernandez, Ecuador, México, Hawaii y Australia.

La enzima Hha I presenté 4 haplotipos pero con una baja frecuencia de ellos, el haplotipo B resulté
ser el mds frecuente para todas las zonas, los valores de diversidad fueron bajos; 4,8 para la zona
costera de Chile; 8,1 para el 4rea de Juan Fernandez y 25,2 para la muestra del Ecuador.

Para la Taq®™ I no se observaron diferencias en la frecuencia del haplotipo més comin (A),

presentando un bajo grado de variabilidad que fluctué entre 0 y 19,4.

Para la enzima Alu I el haplotipo A es el mds comiin y se encuentra similarmente representado en las
muestras de las seis zonas, el indice de diversidad (h) obtenido flucttia en un rango de 50 a 67,5 y el
valor mds bajo estd dado para la muestra de Australia (h=50), La figura 6a entrega una representacion
grafica de la frecuencia de haplotipos para esta enzima, en ella se observa que el haplotipo C est4
mayormente representado en la muestra de Hawaii y el haplotipo D no se observé en la muestra de

Australia.

En la enzima Rsa I los haplotipos A y C fueron los mas comunes con alternancia entre ellos para
algunas regiones. Los valores de diversidad genética fluctuaron entre 57,2 y 72,8 siendo este ultimo
valor para la zona de Hawaii. En la muestra de Chile costa se observé el haplotipo G de baja
frecuecia, que no esta presente en las otras muestras. En la figura 6b se representd graficamente las
frecuencias de los haplotipos més comunes A, By C, el haplotipo D representa a todos los otros
haplotipos presentes en las diferentes muestras. Se observa que el haplotipo B no estd presente en la
muestra de Chile costa y en la muestra de Australia. La representacion del haplotipo D es mayor para

la muestra de Hawaii, seguida de Australia.

En la Tabla 4 se entrega la distribucién de combinaciones de haplotipos para las cuatro endonucleasas
analizadas. La combinacién ABCA es la més frecuente para Chile, Ecuador, México y Australia, en
cambio para Hawaii la combinacion de haplotipos més comtin es ABDA. En términos de variabilidad,
los valores obtenidos fueron muy similares entre las muestras analizadas y no se observaron

diferencias significativas entre ellos.



En la Figura 7 se representd grdficamente las combinaciones de haplotipos mds comunes para las
cuatro enzimas y los haplotipos menos frecuentes se agruparon en la categoria otros. Se observa que
la distribucién de combinaciones como ABAA y DBAA es similar en las diferentes zonas. Para Chile
y Australia no aparece la combinacién ABDA, encontrandose altamente representada para Hawaii y
en menor grado en Ecuador y México. Por otro lado la combinacion ABCA se encontrd en mayor

porcentaje en cinco zonas, observandose un menor valor para Hawaii.

La muestra de Chile, considerando los ejemplares de la zona costera y los de Juan Fernandez,
presenté la mayor variabilidad de combinaciones haplotipicas (22) v la menor se observd en la

muestra de Australia con seis combinaciones.

En el andlisis genético se considerd en un test exacto de diferenciacion poblacional, con el cual se
obtuvo un valor significativo al considerar la totalidad de las localidades (p=0,00001), estimandose de
esta manera que las muestras analizadas no corresponden a muestras homogéneas. Para definir que
poblaciones mostraban mayores diferencias se considerd el andlisis por parejas y se obtuvo valores
significativos a un p = 0,05 entre las muestras de Chile Costa - Hawaii (0,0005 + 0,008); Chile Costa
- Ausiralia (0,00001 + 0,0000); Mexico — Australia (0,029 + 0,0041) Hawaii — Australia (0,015 +
0,0046).

En la aplicacién del Fst para la combinacion por parejas de poblaciones, se obtuvo valores
significativos entre Chile Costa — Australia (0,054 p<0,01), Chile — Hawaii (0,07p< 0,01), Hawaii-
Ecuador (0,034 p<0,05) y Hawaii — Australia (0,054 p<0,05).

El anélisis comparativo general muestra una tendencia a agrupar las muestras de Chile Costa, Chile
Juan Ferndndez, Ecuador y México. Las muestras de Hawaii y Australia son las que se diferencian

significativamente del resto y también lo hacen entre si.

En ¢l estudio de la variabilidad del gen nuclear de la calmodulina (Objetivo especifico 4). De acuerdo
a lo planteado por Chow & Takeyama (2000), la secuencia de nucleotidos descrita para este gen, se
corresponderfa con la existencia de dos alelos A y B para las poblaciones del pez espada a nivel

mundiai.
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En nuestra investigacion el andlisis de las muestras para este gen considerd, 61 ejemplares de la zona
costera de Chile, 18 de Juan Ferndndez, 26 de Ecuador, 24 de México, 33 de Hawaii y 33 de
Australia. Los patrones de bandas obtenidos, corresponden a homocigotos del alelo A (Figura 8) para
todas las poblaciones analizadas, no se observaron ejemplares heterocigotos. Este resultado indica
una alta homogeneidad para el Pacifico y no nos permite realizar una diferenciacién dentro de esta

cuenca.
La figura 9 muestra un patrén de bandas obtenidos por Chow &Takeyama para el gen CaM en

muestras de pez espada de diferentes regiones en la que se observan ejemplares homocigotos y

heterocigotos de los alelos A y B.

11



DISCUSION

En la presente investigacion, fa informacién obtenida en el analisis poblacional de los polimorfimos
aloenzimaticos nos sefialan que la especie X. gladius, presenta bajos niveles de variabilidad genética,
(0,024) en contraste con un valor de variabilidad cercano a 0,06 que presentan, en general, los peces
marinos.

La comparacion de las frecuencias alélicas para los marcadores proteinicos entre muestras de la costa
de Chile y de Juan Ferndndez para los diferentes loci analizados no mostraron diferencias

significativas como para considerar una diferenciacién poblacional,

En el informe de avance se planted la alternativa de reemplazar los marcadores protefnicos por el
andlisis del gen nuclear de la calmodulina (CaM) ya que este marcador ha sido recientemente
utilizado para caracterizar y separar ejemplares de Xiphias gladius provenientes del Pacifico,
Atlantico Sur y Norte. Los resultados obtenidos en nuesira investigacién para la CaM mostraron un
genotipo tinico para las muestras de Chile, Ecuador, México, Hawaii y Australia, lo que estaria
indicando una alta homogeneidad genética en el Pacifico. Esto es coincidente con los antecedentes
entregados por Chow & Takeyama (2000) para muestras del Pacifico (Pert y Japén), en las que los

ejemplares analizados fueron asignados como homocigotos del alelo A.

El analisis poblacional mostré, en la zona del d-loop del ADN mitocondrial, que la variacion de la
diversidad genética intrapoblacional es muy similar entre las muestras. Al mismo tiempo se observa
que Jas muestras més extremas, Hawaii y Australia presentan diferencias genéticas importantes con el

resto de las muestras analizadas, Chile, Ecuador y México.

Considerando los antecedentes entregados por las investigaciones genéticas realizadas por varios
autores en el pez espada, estos indican que esta especie se encuentra estructurada gendticamente, y
proponen la existencia de al menos cuatro grandes stocks; un grupo Mediterrdneo, otro grupo
Atléantico Norte, el grupo Sur Atldntico, y el grupo Indo Pacifico. Sin embargo, ha sido bastante dificil
demostrar la estructura poblacional de la especie dentro del Pacifico, debido fundamentalmente a que
no es posible agrupar individuos con similares haplotipos para el andlisis de frecuencia, si se
considera la gran variabilidad que existe en los marcadores geneéticos que se han empleado en los

diferentes estudios.
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Chow et al. (1997), ocupando las mismas técnicas de la presente investigacién, concluyen que el
grado de diferenciacion del pez espada en el Pacifico es muy bajo, lo que contrasta con la estructura
poblacional encontrada, por ejemplo, en el Atlantico. Ellos plantean que desde el punto de vista
paleontolégico, todos los restos fosiles de la familia Xiphiidae han sido encontrados en el
Mediterrdneo y el Atlantico, lo que sugiere que X. gladius se habria originado en esas 4reas. De tal
manera, que es posible postular que la inmigracién al Pacifico del pez espada estaria dada
recientemente, durante el Plioceno, tiempo insuficiente para que las moléculas de ADN hayan
acumulado suficientes mutaciones que permitan hacer diferenciaciones genéticas significativas entre

las poblaciones del Pacifico,

Una de las investigaciones que postula un cierto grado de diferenciacion es la de Reeb y
colaboradores (2000), quienes sugieren un patrén biogeografico de estructura poblacional, donde las
poblaciones Norte y Sur del Pacifico Oeste parecen diverger. Sin embargo, en el Pacifico Este las
poblaciones parecen estar interconectadas a través del Ecuador. Los autores establecen las dificultades
de demostrar estadisticamente un cierto patrén de estructura poblacional para el pez espada en la
cuenca del Pacifico, pero plantean que desde el punto de vista de la administracién pesquera se
pueden establecer dos unidades de explotacion en el Pacifico, un stock norte y otro sur que convergen

en el Ecuador.

Se puede establecer en general que los resultados obtenidos en la presente investigacién permiten
identificar dentro del Pacifico Este un grupo de poblaciones genéticamente muy similares que
corresponden a Chile, Ecuador y México, lo que podria ser extrapolado a ejemplares del pez espada
de paises como Perll y Colombia. Diferencidndose de las muestras de Hawaii y Australia. Otros
autores consideran a Hawaii como parte de las poblaciones del Pacifico Este y Australia es

considerada como parte de las poblaciones del Pacifico Sur Oeste.
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CONCILUSIONES

La variabilidad genética obtenida a través de marcadores proteinicos indican que X, gladius tiene un
bajo valor de heterocigosidad promedio por locus (0,024t 0,033). Los sistemas enzimdticos que
mostraron  variabilidad genética fueron: Fosfoglucoisomerasa (PGI), Glioxalasa (GLIO),

Fosfoglucomutasa (PGM), Isocitrato deshidrogenasa (IDH) y Aspartato aminotransferasa (AAT).

La comparacidn de las frecuencias alélicas para los marcadores proteinicos entre muestras de la costa
de Chile y de Juan Ferndndez para los diferentes loci analizados no mostraron diferencias

significativas.

El gen del ADN nuclear (calmodulina, CaM), mostré un unico genotipo (homocigotos AA) en las

muestras del Chile, Ecuador, México, Hawaii y Australia,

El fragmento d-loop del ADN mitocondrial fue analizado con cuatro enzimas de restriccion, Alu I,
Rsa I, Hha I y Taq" L. Siendo las enzimas Rsa I y Alu I las més polimérficas con 4 y 7 haplotipos

respectivamente.

En el andlisis comparativo entre muestras se observé una afinidad genética mayor entre las muestras
de Chile, Ecuador y México contra las de Hawaii y Australia. Por lo consideramos que las
poblaciones que transitan por la zona econémica del mar chileno corresponderian a ejemplares que

provienen a lo menos de la zona de Baja California, hacia el Sur.
Atin cuando no hemos contado con las muestras de Japén, podemos sefialar que los wltimos trabajos

de investigacion, Reeb et al. (2000) consideran a las muestras de esta drea como un stock propio del

Pacifico Qeste.
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Tabla 1. Sistemas enziméticos, tamp6n de corrida y niimero de loci obtenidos para la albacora

(Xiphias gladius).

C: corazon; M: musculo; H: higado

* indica polimorfismo

ENZIMA E.C. N° Loci Tejido Tampén
Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa GPD 1.1.1.8 2 C 4
Lactato deshidrogenasa LDH 1.1.1.27 1 M-C 2
Malato deshidrogenasa MDH 1.1.1.37 2 M 3
Enzima Malica ME 1.1.1.40 2 M 2
Isocitrato deshidrogenasa* IDH 1.1.1.42 1 M 3
Fosfogluconato deshidrogenasa PGD 1.1.1.44 1 M-C 4
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa G6PD 1.1.1.49 1 C 2
Octanol deshidrogenasa ODH 1.1.1.73 1 H 3
Xantino deshidrogenasa XDH 1.1.1.204 1 H 3
Tetrazolio oxidasa TO 1.15.1.1 2 M-C 3
Aspartato amino transferasa* AAT 2.6.1.1 2  M-C 2
Fosfoglucomutasa* PGM 2.7.5.1 1 M-C 3
Esterasa (naftil acetato) EST 3.1.1.1 3 M 1
Glioxalasa* GLIO 4415 1 M-C 2
Fosfoglucoisomerasa* PGI 53.1.9 2 M 3
Proteinas Totales PT 3 M 1

(1): Litio pH 8.0, (2): Borato pH 8.0 (3): Triscitrato pH 8.0 (4): Poulik discontinuo pH 8.2
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TABLA 2: Frecuencias alélicas obtenidas en cinco muestras de Xiphias gladius

sl

GLIo:T| (N

ALELO

E

0,867
0,102
0,031
0,000

0,063

80 | 0028 | 0,000 0,000 0,009 0080 | 0020
100 | 0969 | 0944 0,900 0,868 0,903 0,909
90 | 0031 | 0028 0,080 0.079 0,060 | 0,059
80 | 0000 | 0028 0,020 0,053 0.037 0,032
100 | 0985 | 0958 0,980 0,082 0,977 0,085
120 | 0,005 | 0042 0.000 0,009 0,000 | 0,005
80 | 0,010 | 0000 0,020 0,009 0,023 0.010
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TABLA 3: Numero de individuos de X. gladius por haplotipos para las cuatro enzimas analizadas por
localidad, ¢ indice de diversidad genética (h).

Chile Chile Ecuador México Hawaii Australia
{Zona Costera) (isla J. Ferndndez)

Alu I

N=39 =48 N=237 N=26 N=22 N=28
A 22 5641 21 43.8 23 62.2 16 615 10 45.5 20 7143
B 5 1282 13 27.1 8 21.6 2 7.69 2 9.1 2 7.14
C 4  10.26 12 25 l 12.7 4 154 8 36.4 6 2143
D 8 2051 2 4.1 5 13.5 4 15.4 2 9.1 0
h 62.89 68.53 56.32 59.08 07.53 45.50
Rsal

N=41 N=46 N=37 N=24 N=22 N=28
A 10 2439 24 52.2 14 37.8 i2 50 7 31.82 10 35.7
B 0 0 I 2.1 2 5.4 1 42 | 4.55 0 0
C 25  60.98 17 36.9 i3 35.1 9 37.5 4 18.18 10 35.7
D 0 0 3 6.5 5 13.5 2 8.3 T 31.82 0 0
E 3 7.32 0 0 2 5.4 0 0 | 4.55 3 28.6
F 0 0 1 2.2 1 2.7 0 0 2 9.09 0 0
G 3 7.32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
h 57,19 59.90 72.82 62.68 78.79 68.78
Hha I

N=42 N=48 N= 37 N=26 N=24 N=28
A i 2.38 2 4.17 2 5.4 0 0 0
B 41 97.62 46 9583 32 86.5 24 92.3 24 100 28 100
C 0 0 1 2.7 0 0 0
D 0 0 2 54 2 7.7 0 0
h 4.76 8.12 25,23 14,77 0 0
Taq 1

N=38 N=50 N=238 N=28 N=24 N=28
A 34 8947 48 96.0 36 94.7 27 . 964 24 100 28 100
B 4  10.53 2 4.0 2 53 i 3.6 0 0
h 19,35 7.84 10.24 7.14 0 0
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Tabla 4: Distribucién de las combinaciones de haplotipos dados para las enzimas AluI, Hhal, Rsaly
Taq I (de izquierda a derecha), en muestras de X, gladius. n = niimero de ejemplares, H = Diversidad
genotipica.

Chile " Chile Ecuador Mexico Hawaii Australia
Zona costera  J. Ferndndez Baja California
H % 7} % H % n % 7] % H %
AAAA 0 1 2,2 0 0 0 0
AAAB 0 | 2,2 | 2,7 0 0 0
AACB 1 2,6 0 0 0 0 0
ABAA 1 2,6 5 10,9 4 10,8 5 22,7 I 4,8 4 143
ABAB 0 1 2,2 0 0 0 0
ABBA 0 1 2,2 1 2,7 0 0 0
ABCA 15 39,5 11 23,9 12 324 6 273 2 9,5 8 28,6
ABCB I 2,6 0 0 1 4,6 0 0
ABDA 0 0 2 5,4 1 4,6 5 238 0 0
ABEA 0 0 2 54 0 1 4,8 8§ 28,6
ABFA 0 0 1 2,7 0 1 4.8 0
ABGA 3 7,9 0 0 0 0
BADB 0 0 1 2,7 0 0 0
BBAA 4 10,5 10 21,7 2 5,4 1 4,6 2 9,5 2 71
BBBA 0 0 1 2,7 0 0 0
BBCA 0 2 44 0 0 0 0
BBDA 0 0 2 5,4 0 0 0
BBEA 1 2,6 0 0 0 0 0
BBFA 0 | 2,2 0 0 0 0
BCAA 0 0 | 2,7 0 0 0
BDAA 0 0 1 2,7 1 4,6 0 0
CBAA 2 5,3 5 10,9 1 2,7 1 4,6 3 143 4 1473
CBBA 0 0 0 0 1 4,8
CBCA 1 2,6 4 8,7 0 2 9,1 2 9,5 2 71
CBDA 0 2 44 0 1 4,6 0 0
CBCB 1 2,6 0 1,6 0 0 0 0
CBFA 0 0 0 0 i 4,8 0
DBAA 3 7,9 1 2,2 3 8,1 2 9,1 1 4.8 0
DBCA 4 10,5 0 1 2,7 0 0 0
DBDA 0 1 2.2 0 0 0 0
DBEA 0 1 2,2 0 0 0 0
DBEB 1 2,6 0 0 0 0 0
DBFA 0 0 0 0 1 4,8 0
DDAA 0 0 1 2,7 1 4,5 0 0
N 38 46 37 22 21 28
H 82,4 87,6 88,2 88,3 92,4 81,5
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Figura 1: Patrones electroforéticos obtenidos para los locus enziméticos PGI-2 y GLIO-1 en la

especie Xiphias gladius,
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MNDD A B A ND A A A C A BD A

Figura 2: Regi6n D-loop mitocondrial amplificada por PCR desde el ADN mt de X, gladius y digerida
con la enzima de restriccién Alu I, Diferentes haplotipos encontrados (A -D), D-loop no digerido
(ND), Marcador de tamafio molecular (M),

MND A A A A DC A A A B A AC

Figura 3: Regién D-loop mitocondrial amplificada por PCR desde el ADN mt de X, gladius y
digerida con la enzima de restriccion Rsa I, Diferentes haplotipos encontrados (A -D), D-loop no
digerido (ND), Marcador de tamafio molecular (M),
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MND A A A B A A A A A A A A A A

Figura 4: Region D-loop mitocondrial amplificada por PCR desde ¢! ADN mt de X, gladius y
digerida con la enzima de restriccion Taq" L, Diferentes haplotipos encontrados (A - B), D-loop no
digerido (ND), Marcador de tamafio molecular (M),

M As As Ac Ap ND Hs Hs He Hp L

Figura 5: Digestién con las enzimas de restriccion Alu I (A) y Hha X (H) de la regién D-loop
mitocondrial amplificada por PCR desde el ADN mt de X, gladius, D-loop no digerido (ND),
Marcadores de tamafio molecular (M y L),
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CHILE COSTA CHILE J. FERNANDEZ
-C A
ECUADOR MEXICO
HAWAII AUSTRALIA

Figura 6a: Representacién grafica de las frecuencias de haplotipos A, B, C y D para la enzima de
restriccién Alu I
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CHILE COSTA CHILE J. FERNANDEZ

ECUADOR MEXICO

Figura 6b: Representacién grafica de las frecuencias de haplotipos mas comunes A, B, CyD (eneste
ultimo se consideraron todes los demds haplotipos) para la enzima Rsa I.
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CHILE

CHILE COSTA JUAN FERNANDEZ

ECUADOR MEXICO

HAWAII AUSTRALIA

HAPLOTIPOS:

TABAA BIABCA [1ABDA 0O0BBAA ECBAA ECBCA ODBAA BDBCA EOtros

Figura 7: Representacion grafica de la frecuencia de haplotipos compuestos en X. gladius para las
diferentes Regiones analizadas.
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Figura 8 Ampliﬂcécibn pbr PéR del intrén 4-5 del .gen nuciear Calmoduliné de ejemplares
homocigotos (AA) de X, gladius de Chile, Ecuador y México, con posterior digestién con
la enzima de restriccién Bst UL,

DUt

M

AB AB AA AB BB BB AB AB
Figura 9: Amplificacién por PCR del intrén 4 del gen nuclear Calmodulina de X, gladius y posterior

digestién con la enzima de restriccién Bst Ul, Homocigotos (AA y BB), heterocigotos
(AB), Marcador de tamaftos moleculares /M), Tomada de Chow & Takeyama (2000).
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