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RESUMEN

Se identificaron marcadores genéticos distintivos de las poblaciones central y surefia de la anchoveta
Engraulis mordax por medio de técnicas electroforéticas. Se realizaron tres recolecciones en Ensenada,
Baja California, como muestras de la poblacién central, y una en Puerto San Carlos, Baja California Sur,
de la poblacién del sur. Aunque las separaciones electroforéticas en geles de poliacrilamida de las
hemoglobinas no mostraron diferencias poblacionales, se encontré que los sistemas de proteinas totales
de misculo y las parvalbiminas muestran algunas bandas exclusivas de una u otra poblacién y que €
estadistico Fg; delos loci polimérficos de las esterasas estudiados muestran diferencias estadisticamente
significativas. Las diferencias encontradas pueden ser (tiles como marcadores genéticos y marcan la
pauta para profundizar en los estudios de dinamica de poblaciones, sobre los que se pueden sustentar €l
manejo de este valioso recurso pesquero.
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ABSTRACT

Distinctive genetic markers of the central and southern populations of the northern anchovy
Engraulis mordax were sought by electrophoretic techniques. Three samples of the central population
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were collected in Ensenada, Baja California, and one of the southern population in Puerto San Carlos,
Baja Cdlifornia Sur. Although the electrophoretic separation of the hemoglobins in polyacrilamide gels
were identical in both populations, the Fg; of the esterases loci showed significant differences between
them, and the proteins of the muscle extract as well as the parvalbumins yielded some bands that were
exclusive to one population or the other. These bands might prove useful as genetic markersin studies of
population dynamics on which the management of this valuable fishery resource can be based.

Key words: anchovy, Engraulis mordax, genetic markers, populations, fisheries.

INTRODUCCION

La anchoveta Engraulis mordax es un pez
peldgico con amplia distribucion en el Pacifico
nororiental, que va desde la costa occidental de
Baja California en México, a través de Estados
Unidos, hasta Colombia Britédnica en Canada. Su
pesqueria logré incrementos anuales constantes
hasta lograr cuotas de capturaimportantes, que en
Meéxico acanzaron hasta un 20% de las capturas
totales de peces en 1980 y en 1981, afio en que se
pescaron 367,000 t, para disminuir notoriamente
en los afios siguientes hasta llegar a menos de
1000 t en 1990, 1991, 1993 y 1994, y mostrar
cierta recuperacion para llegar a casi 10,000 t en
1996 y a 16,774 t en 1995 (Fiedler et al., 1986;
Secretaria de Pesca, 1987a, b; Garcia-Franco et
al., 1995; Vidal-Talamantes, 1995).

Existen diferentes hip6tesis sobre la variacion
de la abundancia de la especie. Fiedler et al.
(1986), mediante € andlisis de parametros pobla-
cionales de la anchoveta, consideran relevante la
influencia de la modificacién de la temperatura y
ladindmicade las masas de agua de laregién cau-
sadas por El Nifio. Se ha sefidlado también que
por efecto de la sobrexplotacion, se ha dado una
reduccion en las tallas de captura y la desestabili-
zacion de la estructura de edades dada la depen-
dencia que tiene la proporcion de sexos respecto a
la edad (Escudero, 1984; Parrish et al., 1986).
Recientemente, estudios de sedimentos fésiles
marinos han mostrado evidencia de que la alter-
nancia de la abundancia entre la anchoveta y la
sardina Sardinops sagax tiene historia milenaria
(Baumgartner et al., 1992).

El desconocimiento de la estructura pobla
cional puede jugar un importante papel en e
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INTRODUCTION

The northern anchovy Engraulis mordax is a
pelagic fish of the northeastern Pacific. Its dis-
tribution extends from the west coast of Baa
Cdlifornia, Mexico, aong the United States, to
British Columbia, Canada. Constant annual
increasesin its fishery in Mexico represented 20%
of the total fish catches in 1980 and in 1981,
when 367,000 t were caught. There was a notable
decrease during the following years, with catches
of less than 1000t in 1990, 1991, 1993 and 1994,
that later increased to almost 10,000t in 1996 and
16,774 t in 1995 (Fiedler et al., 1986; Secretaria
de Pesca, 1987a, b; Garcia-Franco et al., 1995;
Vidal-Talamantes, 1995).

There are different hypotheses on the varia-
tion of the abundance of this species. Fiedler et al.
(1986) analyzed the population parameters of the
anchovy, and found that changes in temperature
and the dynamics of the water masses of the
region caused by El Nifio have relevant influence.
The effects of overfishing have also been shown
to reduce catch sizes and destabilize the age
structure, due to the dependence between the sex
ratio and age (Escudero, 1984; Parrish et al.,
1986). Recent studies of marine fossil sediments
provide evidence of adternative abundance
between the anchovy and the sardine Sardinops
sagax over thousands of years (Baumgartner et
al., 1992).

If the population structure of aresource is not
known, its fishery may collapse, since the differ-
ences in the life histories of the subpopulations
frequently lead to overestimates of stock size and
the consequent overfishing. The understanding of
the contribution of genetic factors to stock
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colapso de las pesquerias, pues las diferencias en
las historias de la vida de las subpoblaciones
frecuentemente propician la sobrestimacion del
tamafio de las unidades pesgueras o stocks y la
consecuente sobrepesca. El conocimiento de la
medida en que los factores genéticos contribuyen
a la formacion de stocks es relevante para la
planificacion de la explotacion del recurso, yaque
su reconocimiento como unidades de pesca
independientes puede lograr evitar la pérdida de
caracteristicas poblacionalesimportantes y lacon-
servacion de su patrimonio genético.

Las diferencias genéticas presentes en las
poblaciones pueden proporcionar un marco de
referencia (til para la ratificacion o rectificacion,
en su caso, de los resultados de los estudios mor-
fométricos y meristicos frecuentemente utilizados
parael conocimiento de la estructura de las pobla-
ciones de peces, ya que se ha detectado variabili-
dad de origen ambiental en las caracteristicas
estimadas mediante estos estudios (Mayr, 1969,
citado por Allendorf et al., 1987; Ihssen et al.,
1981). Por €llo, la utilizacion de estudios electro-
foréticos para la identificacion de la estructura
poblacional de varias especies de peces de dife-
rentes géneros (Sodsuk et al., 1995; Macaranas et
al., 1996; Engelbrecht y van der Bank, 1997) y
del género Engraulis en particular (Altukov et al.,
1969; Fujio y Kato, 1979; Grant, 1985; Spanakis
et al., 1989; Oezdamar et al., 1994; Bembo €t al.,
1996), ha sido abundante, debido a la relevancia
de los datos que generan y a la relativa facilidad
de su obtencion.

McHugh (1951), basado en estudios morfo-
métricos y meristicos, determiné la existencia de
tres poblaciones de la anchoveta E. mordax,
correspondientes a areas especificas de su distri-
bucién en la region del Pacifico nororienta: la
poblacion del norte, la central y ladel sur. Spratt
(1972), por medio del estudio de las relaciones
entre el peso delosotolitosy lalongitud estéandar,
y Vrooman et al. (1981), mediante estudios elec-
troforéticos de las transferrinas, confirmaron esta
subdivision (fig. 1).

Estudios de la dindmica poblaciond
(Gallardo-Cabello, 1985; Parrish et al., 1986;
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formation isimperative for planning the fishery of
the resource. If they are treated as independent
stocks, relevant population characters and their
genetic pool may be conserved.

The genetic differences present in populations
can provide a useful frame of referenceto ratify or
rectify the results of morphometric and meristic
studies frequently used to determine the structure
of the fish populations, since variability due to
environmental factors has been detected in the
characters evaluated with these studies (Mayr,
1969, in Allendorf et al., 1987; lhssen et al,
1981). Due to the relevant data obtained with
electrophoretic studies and the relative ease with
which they are obtained, these surveys have
been widely used to identify the population
structure of various fish species of different
genera (Sodsuk et al., 1995; Macaranas et al.,
1996; Engelbrecht and van der Bank, 1997) and,
in particular, of the genus Engraulis (Altukov et
al, 1969; Fujio and Kato, 1979; Grant, 1985;
Spanakis et al., 1989; Oezdamar et al, 1994;
Bembo et al, 1996).

McHugh (1951), based on morphometric
and meristic studies, established three popula
tions of the northern anchovy E. mordax,
corresponding to specific areas of its distribu-
tion in the northeastern Pecific: the northern,
central and southern populations. This sub-
division (fig. 1) was confirmed by Spratt (1972),
who studied the relationship between otolith
weight and standard length, and Vrooman et al.
(1981), who conducted electrophoretic studies on
transferrins.

Heterogeneity in the central population has
been established through studies on population
dynamics (Gallardo-Cabello, 1985; Parrish et al.,
1986; Galardo-Cabello and Chiappa-Carrara,
1990), on the relationship between fish size and
otolith size (Chiappa-Carrara and Gallardo-
Cabello, 1992) and on genetic characteristics
(Hedgecock et al., 1989, 1994). Parrish et al.
(1985) detected entities with a certain degree of
differentiation within this population. The south-
ern population has been the least studied of the
three, particularly from a genetic standpoint. The
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Gallardo-Cabello y Chiappa-Carrara, 1990), de la
relacion entre €l tamafio del pez y de los otolitos
(Chiappa-Carrara y Gallardo-Cabello, 1992), asi
como de caracteristicas genéticas de la poblacion
central (Hedgecock et al., 1989, 1994), han puesto
en evidencia cierta heterogeneidad dentro de ésta
y Parrish et al. (1985) han detectado la existencia
de entidades con cierto grado de diferenciacion en
su interior. La poblacion surefia ha sido la menos
estudiada de las tres, particularmente desde €
punto de vista genético. La comparacion de los
cariotipos de las poblaciones central y surefia de
la anchoveta E. mordax ha mostrado, por otra
parte, que la diversificacion genética encontrada
en otro estudios no se ha manifestado en la modi-
ficacion en e nlmeroy en laestructuradelos cro-
mosomas (Uribe-Alcocer et al., 1996).

Resulta necesario, por tanto, profundizar en la
estructura de las poblaciones de la anchoveta E.
mordax presentes en México, la surefiay la cen-
tral, mediante e conocimiento de sus elementos
genéticos, para aportar conoci mientos que susten-
ten una administracién adecuada del recurso. Por
esta razon, €l presente estudio pretende iniciar la
comparacion entre estas poblaciones presentes en
las costas de la peninsula de Baja California,
mediante la busqueda de variaciones electrof oréti-
cas de algunas proteinas, que sirvan como base
paradistinguirlas con mayor precision y para pro-
fundizar en la situacién de las unidades pesqueras
0 stocks de las costas mexicanas.

MATERIALESY METODOS

La recoleccién de organismos de las muestras
correspondientes a la poblacion central se realizd
en Ensenada, Bgja California, y lade la poblacion
del sur, en Puerto San Carlos, Baja California Sur
(fig. 1). Se recolectaron 251 organismos, de los
cuales 151 correspondieron a tres recolecciones
hechas en Ensenada en mayo (E1), octubre (E2) y
noviembre (E3) de 1989, de las embarcaciones de
pesca deportiva que los utilizan como carnada. En
Puerto San Carlos, en noviembre de 1989, las
muestras se obtuvieron de embarcaciones atune-
ras vareras. El nimero de individuos estudiados
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karyotypic comparison of the central and southern
populations of the northern anchovy E. mordax
has shown that the genetic diversification found in
other studies is not reflected in a modification of
the number nor the structure of chromosomes
(Uribe-Alcocer et al., 1996).

A detailed description of the structure of the
populations of the northern anchovy, E. mordax,
in Mexico, the southern and central populations,
based on their genetic elements, is needed so that
this information can be used to properly manage
the resource. This study compares the popula-
tions present on the coast of the peninsula of Baja
Cdlifornia, using electrophoretic variations of
some proteins that might provide a database for a
more precise distinction and a better under-
standing of the stock situation on the coasts of
Mexico.

MATERIALSAND METHODS

The organisms collected from Ensenada, Baja
Cadlifornia, correspond to the central population
and those from Puerto San Carlos, Bgja California
Sur, to the southern population (fig. 1). A total of
251 organisms were collected. Of these, 151 cor-
respond to three samplings made in Ensenada in
May (E1), October (E2) and November (E3) of
1989, of sport fishing boats that use them for bait.
The samples from Puerto San Carlos were
obtained in November 1989, from tuna baitboats.
The number of specimens studied from each
sample appears in table 1. The justification of the
collection sites for the samples of the central and
southern populations is presented by Uribe-
Alcocer et al. (1996). Hemoglobin analysis
required organisms to be collected live so that
fresh blood can be extracted. It was not always
possible to record the standard length of each
organism collected.

The organisms collected were kept on ice
until freezing at —20°C. They were transported in
an ice-chest to the Laboratorio de Genética de
Organismos Acuéticos of the Instituto de Ciencias
del Mar y Limnologia of the UNAM, where the
muscle tissue was dissected and immediately
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Figura 1. Areas de distribucion de las poblaciones de la anchoveta del norte Engraulis mordax
propuestas por Vrooman et al. (1981) en laregion del Pacifico nororiental. Se sefialan las zonas donde
fueron realizadas | as recolecciones de las poblaciones central y surefia.

Figure 1. Distribution areas of the populations of the northern anchovy Engraulis mordax proposed by
Vrooman et al. (1981) for the region of the northeastern Pacific. The sampling areas of the central and

southern populations are indicated.

de cada una de las muestras aparece en latabla 1.
La justificacion de los sitios de recoleccion para
las muestras de las poblaciones central y surefia
ha sido presentada por Uribe-Alcocer et al.
(1996). Con € propésito de estudiar las
hemoglobinas, |os organismos debieron ser reco-
lectados vivos a fin de poder extraer sangre
fresca. No en todos los casos fue posible € regis-
tro de la longitud estandar de cada organismo
recol ectado.

L os organismos recol ectados fueron manteni-
dos en hielo, antes de ser congelados a —20°C,
y transportados en una hielera hasta e Labo-
ratorio de Genética de Organismos Acuaticos
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processed. Studies were conducted on the
esterases of the skeletal muscle, eyes, heart and
blood serum, extracted with Tris-glycine buffer,
pH 8.9, and identified with a- and b-naphthyl
acetate as enzymatic substrate by incubating the
polyacrylamide gels in the dark at room tempera-
ture (Diaz-Jaimes and Uribe-Alcocer, 1992).

The parvalbumins and hemoglobins were pro-
cessed according to the techniques described by
Uribe-Alcocer et al. (1989). Satisfactory results
were obtained by placing the tissue samples in
Tris-glycine buffer solution, pH 8.9, for 48 hours
at 4°C in order to achieve diffusion of the proteins
in the solution, which were then submitted
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del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia
de la UNAM, donde e teido muscular fue
extraido y procesado inmediatamente. Se estudia-
ron las esterasas de musculo esquelético, 0jos,
corazén y suero sanguineo, extraidos con amor-
tiguador Tris-glicina, pH 8.9, e identificadas con
a y b-naftil acetato como sustrato enzimético
mediante la incubacion de los geles de poliacrila-
mida en obscuridad y a temperatura ambiente
(Diaz-Jaimesy Uribe-Alcocer, 1992).

La obtencidn de parvalblminas y hemoglobi-
nas se hizo de acuerdo con las técnicas descritas
por Uribe-Alcocer et al. (1989). Se obtuvieron
resultados satisfactorios a introducir las muestras
de los tegjidos a andlizar en solucién amortigua-
dora de Tris-glicina, pH 8.9, durante 48 horas a
4°C para lograr la difusion de las proteinas en la
solucion y ser sometidas a electroforesis inmedia
tamente. Latécnica electroforética utilizadafue la
reportada por Fehrnstrdm y Moberg (1977) en
geles de poliacrilamida a 10% con un sistema de
amortiguadores constituido de Tris-glicina, pH
8.9, para € anodo y Tris-HCI, pH 8.1, para €
catodo. Los corrimientos se readlizaron en un
equipo LKB Multiphor 2117 durante una hora y
mediaa4°Cy a45mA y 280 V.

Los patrones electroforéticos del extracto de
musculo y parvalbUminas se analizaron en un
primer acercamiento mediante la evaluacion de
la presencia/ausencia de las bandas presentes en
las poblaciones estudiadas y, posteriormente,
mediante la estimacion del numero, la frecuencia
de aparicion de dichas bandas y |a obtencion de
sus indices de similitud. La semejanza entre los
patrones de proteinas individuales fue establecida
por medio de un andlisis de agrupamiento utili-
zando €l indice de similitud de Jaccard (Crisci y
Lopez-Armengol, 1983) mediante el programa
NTSYSpc (Rohif, 1989). Posteriormente, se
elaboraron matrices de datos basadas en las
bandas detectadas que fueron operativamente
consideradas como unidades taxondmicas operati-
vas (OTUs) independientes, y en su frecuenciaen
cada fenotipo. Utilizando el programa SYSTAT
3.0 (1986), se cacularon los coeficientes de
asociacion de Sneath y Sokal (1973) para cada

584

immediately to electrophoresis. The electro-
phoretic technique used was that reported by
Fehrnstrdm and Moberg (1977) in 10% poly-
acrylamide gels, with a buffer system made up of
Tris-glycine, pH 8.9, for the anode and Tris-HCl,
pH 8.1, for the cathode. The runs were made with
a LKB Multiphor 2117 for an hour and a half at
4°C at 45 mA and 280 V.

The electrophoretic patterns of the muscle
extract and parvalbumins were analyzed in afirst
approximation by evaluating the presence/
absence of bands in the populations studied and
later by estimating the number and frequency of
occurrence of the bands and by obtaining their
similarity indices. The similarity between the
individual protein patterns was established with a
cluster analysis, using the Jaccard index of
similarity (Crisci and Lopez-Armengol, 1983),
with the NTSY S-pc program (Rohlf, 1989). Data
matrices were made based on the bands detected,
which were considered independent operative
taxonomic units (OTUs), and on their frequency
in each phenotype. Using the SYSTAT 3.0 (1986)
program, the association coefficients of Sneath
and Sokal (1973) were calculated for each pair of
phenotypes, and the corresponding phenograms
were obtained with a cluster analysis, using the
simple linkage method (Crisci and Loépez-
Armengol, 1983).

The esterases and hemoglobins of the
different tissues were analyzed by evaluating their
genotypic and allelic frequencies; the genotypic
frequencies were obtained in accordance with the
Hardy-Weinberg model (Smith, 1970) and the
differences between the expected and observed
values were estimated with the c? test (Cannings
and Edwards, 1969), with an adjustment of the
significance levels by means of the Bonferroni
procedure (Ward et al., 1997). A locus was con-
sidered polymorphic when the frequency of the
most common allele was less than 0.95.

The observed and expected heterozygosity
proportions were obtained according to Nei
(1978) and the heterogeneity of the alelic
frequencies between populations was estimated
with Wright's (1978) fixation index Fgr. Ne's
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par de fenotipos y, a través de un andlisis de
agrupamiento, se obtuvieron los fenogramas
correspondientes, utilizando e método de
ligamiento smple (Crisci y LOpez-Armengol,
1983).

Las esterasas y |as hemoglobinas de los dife-
rentes tejidos se analizaron evaluando sus fre-
cuencias genotipicas y aélicas; se obtuvieron las
frecuencias genotipicas esperadas en concordan-
cia con € modelo de Hardy-Weinberg (Smith,
1970) y las diferencias entre |os valores esperados
y observados fueron estimadas mediante la prueba
de c? (Cannings y Edwards, 1969), con un gjuste
de los niveles de significancia mediante €
procedimiento de Bonferroni (Ward et al., 1997).
Un locus se considerd polimérfico cuando la
frecuencia del aelo méas comun fue menor
que 0.95.

Se obtuvieron las proporciones de heterocigo-
Sis observadas y esperadas de acuerdo con Nei
(1978) y la heterogeneidad de frecuencias alélicas
entre las poblaciones se estimé mediante |a obten-
cion del indice de fijacion de Wright (1978), Fg;.
La distancia genética de Nei (1978) fue utilizada
para la elaboracion de agrupamientos. La hetero-
geneidad de frecuencias alélicas entre las pobla
ciones fueron evaluadas a través del estadistico
c2 Deigual forma, la significancia de la diferen-
ciadel estadistico Fg; de cada poblacion respecto
de cero se prob6 mediante una distribucion de c?
mediante la expresion ¢ = 2N (Fg) (k=1). El
nimero de grados de libertad fue estimado
mediante la expresion g.l. = (k-1) (I-1), donde k
es & ndmero de pablaciones y | € nimero de
alelos.

Con €l propésito de verificar si las muestras
eran homogeéneas respecto a las clases de edad,
ante laimposibilidad de examinar los otolitos o de
utilizar alguna otra metodologia directa para su
estimacion, se determind su estructura de edad
mediante la comparacion de la longitud pro-
medio de las diferentes muestras con las repor-
tadas por Parrish et al. (1985) y Gallardo-Cabello
y Chigppa-Carrara (1990), en las areas de
referencia
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(1978) genetic distance was used to elaborate the
clusters. The heterogeneity of the allelic frequen-
cies between the populations was evaluated with
the c? statistic. Likewise, the significance of the
difference of the F4; statistic of each population
with respect to zero was proved with the c2 distri-
bution using the expression c? = 2N (Fg;) (k-1).
The number of degrees of freedom was estimated
using the expression d.f. = (k-1) (I-1), where k is
the number of populations and | is the number of
aleles.

In order to verify if the samples were homo-
geneous with respect to age classes, the age
structure was determined by comparing the
average length of the different samples with those
reported by Parrish et al. (1985) and Gallardo-
Cabello and Chiappa-Carrara (1990) from the
same areas, as it was not possible to examine the
otoliths or use another direct procedure to
estimate them.

RESULTS
M uscle serum and parvalbumins

Figure 2 shows the phenotypes detected, the
proportions in which they occurred in the popula
tions studied and the representative patterns of
each. Eight phenotypes were determined in the
total protein runs of the muscle extract: four from
the central population and four from the southern
population (fig. 2a). For the parvalbumins, five
phenotypes were detected for the central popula
tion and four for the southern population (fig. 2b).
The frequency with which each band detected in
the different phenotypes appeared is shown to the
right of figure 2(a, b). A tota of 16 levels or
protein bands were detected in the electrophoreto-
grams from the muscle runs and 14 in the parval-
bumin runs.

The cluster analysis of both systems shows a
clear separation between the phenotypes found in
each population (fig. 3a, b), which are divided
into two groups with an association coefficient of
0.781 for the muscle extract dataand 0.772 for the
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Figura 2. A la izquierda se muestran los fenogramas obtenidos de los corrimientos del extracto de
musculo (a) y delas parvalbuminas (b) en las poblaciones central y surefia, respectivamente. A laderecha
se muestran las bandas dectadas en cada muestra analizada y la frecuencia porcentual de aparicién de los
electromorfos. Existen diferencias en e nimero y frecuencia de las diferentes bandas entre ambos
sistemas. Las diferencias encontradas corresponden a los niveles 10, 12, 13, 15 y 16 en las proteinas
totales de musculo, mientras que en las parvalbiminas ocurrié algo similar con los niveles 7, 8, 9, 11, 12
y 13.

Figure 2. The phenograms obtained from the runs of the muscle extract (a) and of the parvalbumins (b) of
the central and southern populations, respectively, are shown on the left. On the right are the bands
detected in each sample analyzed and the percent frequency of occurrence of the electromorphs. There are
differences in the number and frequency of the different bands between both systems. The differences
observed for the total proteins of the muscle correspond to levels 10, 12, 13, 15 and 16, whereas for the
parvalbumins, to levels 7, 8, 9, 11, 12 and 13.
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Figura 3. Dendrogramas establecidos mediante el procedimiento de ligamiento simple con valores de
distancia taxonémica, que muestran la separacion entre los fenotipos de misculo (a) y paravalbuminas
(b) delas pablaciones central (Ac, Bc, Cc, Dcy Ec) y surefia (As, Bs, Csy Ds) delaanchoveta Engraulis

mordax.

Figure 3. Dendrograms made with the simple linkage method using values of taxonomic distance that
show the separation between the phenotypes of muscle (a) and parvalbumins (b) of the central
populations (Ac, Bc, Cc, Dc and Ec) and southern populations (As, Bs, Cs and Ds) of the northern

anchovy Engraulis mordax.
RESULTADOS
Suero de musculo y parvalbiminas

Los fenotipos detectados y las proporciones
en que se encontraron en las poblaciones estudia-
das, asi como |os patrones representativos de cada
uno de ellos, se muestran en lafigura 2. Se deter-
minaron ocho fenotipos en los corrimientos de
proteinas totales del extracto de musculo: cuatro
provenientes de la muestra de la poblacion central
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parvalbumins. There is a clear correspondence
between the phenotypes and the origin of the
organisms analyzed.

Esterases

The results of the esterase runs are shown in
table 1. The electrophoretic patterns of this
isoenzyme in the muscle tissue and eyes appear to
be due to the expression of two loci, one mono-
morphic, EST-2(100), and another polymorphic,
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y cuatro de la del sur (fig. 2a). En €l caso de las
parvalbiminas, se detectaron cinco fenotipos en
la poblacién central y cuatro en la poblacion
surefia (fig. 2b). A la derecha de lafigura 2(a, b),
se presenta la frecuencia con que aparecio cada
banda detectada en los diferentes fenotipos. Se
detectaron 16 niveles o bandas de proteinas en los
electroforegramas provenientes de corrimientos
de musculo y 14 en los de las parvalbUiminas.

El andlisis de agrupamiento de ambos siste-
mas muestra una clara separacion entre los feno-
tipos encontrados en cada pablacion (fig. 3a, b),
los cuales se segregan en dos grupos con un coefi-
ciente de asociacion de 0.781 a partir de los datos
del extracto de misculo y un valor de 0.772 en las
parvalbiminas, que muestran una clara corres-
pondencia entre los fenotipos y la procedencia de
los organismos analizados.

Esterasas

Los resultados de los corrimientos de las
esterasas se muestran en la tabla 1. Los patrones
electroforéticos de esta isoenzima en los tejidos
de musculo y ojo a parecer resultan de la expre-
sion de dos loci, uno monomorfico, EST-2(100), y
otro polimérfico, EST-1(98/100/102/103). La
prueba del gjuste de las frecuencias respecto a
las proporciones genotipicas esperadas bajo €
modelo de Hardy-Weinberg utilizando c? mostré
desviacion significativa aun después de haber
adicionado los ae€los raros a mas comdn. La
prueba de heterogeneidad de frecuencias del locus
EST-1 mostré que la distribucién de las frecuen-
cias aélicas del locus polimorfico son homogé-
neas (P < 0.05).

En las muestras de tejido cardiaco se observo
la presencia de un tercer locus, EST-3(100/102/
105), con estructura monomérica, cuyas frecuen-
cias no mostraron diferencias significativas entre
ambas poblaciones. En las muestras de Ensenada
se detectaron desviaciones con respecto aladistri-
bucion de Hardy-Weinberg, con deficiencia de
heterocigotos (F = 0.4165), de acuerdo con la
prueba estadistica de c? (P = 0.001), mientras que
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EST-1(98/100/102/103). The goodness-of-fit test
of the frequencies with respect to the expected
genotypic proportions with the Hardy-Weinberg
model using c? showed significant deviation even
after the rare aleles were added to the most
common one. The test of heterogeneity of fre-
quencies of locus EST-1 showed that the distribu-
tion of the allelic frequencies of the polymorphic
locus is homogeneous (P < 0.05).

The heart tissue samples show the presence of
a third locus, EST-3(100/102/105), with a mono-
meric structure and frequencies that do not differ
significantly between both populations. Devia-
tions were observed in the Ensenada samples with
respect to the Hardy-Weinberg distribution,
showing heterozygote deficiency (F = 0.4165)
according to the c? test (P = 0.001). Deviations
were not detected in Puerto San Carlos.

The comparison of Wright's fixation index of
the polymorphic loci EST-1 and EST-3 obtained
from the different samples did not show signifi-
cant differences at level a = 0.05. However, when
the Fg; of the sum of samples E1, E2 and E3 was
compared with that of the sample from Puerto San
Carlos, a dignificant difference was observed.
Likewise, comparing the Fg between pairs of
populations, site E1 showed greater divergence
from the others, especialy from that of Puerto
San Carlos.

Hemoglobins

The hemoglobins did not present polymor-
phism. Electrophoretic patterns were detected,
made up of three monomorphic bands and, at
times, some thin and tenuous bands considered to
have resulted from degradation of the samples
during processing. In studies on the hemoglobins
of fish, bands accompanied by this type of “minor
components’” occur frequently (Chandrasekhar,
1959; Sick, 1961), due to the difficulty in pre-
serving the proteins in good condition without
affecting their mobility during handling or storage
(Tsuyuki et al., 1969; Sharp, 1973).



Diaz-Jaimes et al.: Variacion electroforética de |as anchovetas de México

Tabla 1. Frecuencias alélicas de los loci de las esterasas detectados en cada recoleccién (Ensenada [E] 1,
2y 3,y Puerto San Carlos [PSC]) y lalongitud estandar promedio de cada muestra.

Table 1. Allelic frequencies of the esterases loci detected in each sampling (Ensenada[E] 1, 2 and 3, and
Puerto San Carlos [PSC]) and average standard length of each sample.

Locus Alelo Tejido El E2 E3 PSC
EST-1 Musculo  (n) 69 32 37 98

98 0.188 0.172 0.203 0.184

100 0.717 0.547 0.662 0.617

102 0.094 0.281 0.135 0.168

103 0.031

Ho 0.130 0.563 0.108 0.112

He 0.441 0.592 0.502 0.556
EST-2 Musculo  (n) 66 33 37 95

100 1.000 1.000 1.000 1.000
EST-3 Corazon (n) 39 30 52 95

100 0.628 0.5 0.490 0.416

102 0.295 0.467 0.462 0.474

105 0.077 0.033 0.048 0.111

Ho 0.256 0.200 0.327 0.505

He 0.512 0.531 0.544 0.591

Longitud estandar promedio
(n) 69 39 98
89.42+8.34mm 10553+ 6.36 mm 97.6+59mm
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en la de Puerto San Carlos no se detectd esta
desviacion.

La comparacion del indice de fijacion de
Wright de los loci polimoérficos EST-1 y EST-3
obtenidos de las diferentes muestras, no mostré
diferencias significativas a nivel de a = 0.05. No
obstante, cuando se comparé el Fg; de las mues-
tras E1, E2 y E3 sumadas, con €l de lamuestrade
Puerto San Carlos, se obtuvo unadiferencia signi-
ficativa. Deigual manera, a comparar laFg; entre
pares de poblaciones, la localidad E1 fue la que
mostré mayor divergencia con las demas y, en
especial, con lade Puerto San Carlos.

Hemoglobinas

Las hemoglobinas no presentaron polimor-
fismo. Se detectaron patrones electroforéticos
constituidos por tres bandas monomoérficas y, en
ocasiones, agunas bandas delgadas y tenues
consideradas como artificios resultantes de la
degradacion de las muestras durante su procesa
miento. En los estudios de las hemoglobinas de
peces es frecuente la obtencion de bandas acom-
pafiadas de este tipo de “componentes menores’
(Chandrasekhar, 1959; Sick, 1961), debido a la
dificultad para conservar estas proteinas en buen
estado sin afectar su movilidad durante su manejo
0 amacenamiento (Tsuyuki et al., 1969; Sharp,
1973)

Andlisisdeedad

Se detectaron diferencias significativas en las
tallas promedio entre las muestras de E1 y E2
(tabla 1), lo que se consider6 que podria ser
causado por la existencia de distintos grupos o
clases de edad (Hedgecock et al., 1989) y que
explicara las diferencias entre las frecuencias de
las esterasas; sin embargo, la estimacion de la
edad en cada muestra, a partir de la longitud
esténdar (M. Gallardo-Cabello, comunicacion
personal), no mostré la existencia de diferentes
cohortes en las muestras estudiadas (E1, E2 y
Puerto San Carlos).
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Ageanalysis

Significant differences were observed for
the mean sizes between the E1 and E2 samples
(table 1), which seemed to have been caused by
the existence of different groups or age classes
(Hedgecock et al., 1989), and might explain the
differences among the esterases frequencies in
each sample; however, the age estimate of each
sample based on the standard length (M.
Gallardo-Cabello, persona communication) did
not show the existence of different cohorts in the
samples studied (E1, E2 and Puerto San Carlos).

DISCUSSION

Some of the bands found in the runs of the
muscle serum and of the parvalbumins indicate
important differences between the central and
southern populations, showing that there are pro-
teins that have diverged and fixed in one of them.
Due to the nature of these systems, divergence
cannot be quantified in terms of the aldlic or
genotypic frequencies.

The esterases from the muscle extracts do not
provide data that can be used as differentia
markers of the populations studied. The locus
EST-3(100/102/105), detected in the heart tissue,
is probably the result of gene duplication in these
organisms, dueto their polyploid evolution (Ohno
et al., 1968), manifested by distinct genetic loci in
different tissues (Avise, 1975). Deviations were
observed for the locus EST-1 of the Ensenada
samples with respect to the Hardy-Weinberg
distribution, showing a heterozygote deficiency
(F = 0.4165) based on the c? test (P = 0.001). No
deviations were observed for the Puerto San
Carlos sample. The cause of the heterozygote
deficiency may be found in the heterogeneity of
the genetic frequencies among the different
samples, which could be interpreted as a popula-
tion subdivision. However, heterogeneity among
the allelic frequencies of both populations was
not observed in this study. There may, however,
be specific adaptations to diverse microhabitats,
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DISCUSION

Algunas bandas encontradas en los corrimien-
tos del suero de misculo y de las parvalbiminas
marcan diferencias importantes entre las pobla
ciones central y surefia por mostrar que existen
proteinas que han divergido y se han fijado en una
de ellas. La naturdleza de estos sistemas no
permite cuantificar la divergencia a través de la
determinacion de las frecuencias aélicas o
genotipicas.

L as esterasas provenientes de | os extractos de
musculo no aportaron datos que puedan ser utili-
zados como marcadores diferenciales de las
poblaciones estudiadas. El locus EST-3(100/102/
105), detectado en tgjido cardiaco, probable-
mente sea resultado de la duplicacion de genes
encontrada en estos organismos debido a su
evolucion por poliploidia (Ohno et al., 1968) que
se puede manifestar en la expresion de loci
génicos distintos en diferentes tgidos (Avise,
1975). Como en €l locus EST-1 de las muestras
de Ensenada, se detectaron desviaciones con
respecto a la distribucién de Hardy-Weinberg,
con deficiencia de heterocigotos (F = 0.4165),
de acuerdo con la prueba estadistica de c?
(P =0.001), mientras que en la muestra de Puerto
San Carlos no se detectd esta desviacion. La
causa de la deficiencia de heterocigotos pudiera
encontrarse en la heterogeneidad de las frecuen-
cias génicas entre las distintas muestras, lo que
podria ser interpretado como evidencia de sub-
divisién poblacional. No obstante, no se detectd
heterogeneidad entre las frecuencias alélicas
entre las poblaciones. Sin embargo, pudieran
existir adaptaciones especificas a diversos micro-
habitats, tales como las encontradas en Fundulus
heteroclitus (Powers et al., 1991), que hayan sido
mantenidas por seleccién natural e incluso es
probable que existan diferencias genéticas entre
cardimenes (Hedgecock et al., 1994; Pitcher,

1993).
El locus EST-1 de nuestro estudio pudiera ser
equivalente a locus EST-5 registrado por

Hedgecock et al. (1989) en su estudio de la
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such as those reported for Fundulus heteroclitus
(Powers et al., 1991), that have maintained
through natural selection. There may also be
genetic differences between schools (Hedgecock
et al., 1994; Pitcher, 1993).

Locus EST-1 of this study could be equivalent
to locus EST-5 reported by Hedgecock et al.
(1980) in their study of the central population. If
this were the case, in this study allele EST-1(101)
was not detected in any sample, while the authors
mentioned found it only in some of their samples
and with frequencies of 0.025 or lower. Both
studies concur in the presence, even if eventual, of
the other aleles, in the higher frequency for
locus EST-1(100) and in the lowest for alele
EST-1(103) in the Puerto San Carlos sample.
Furthermore, there are differences in the dlelic
frequencies of genes EST-1(98), EST-1(100) and
EST-1(102) that may be due to intrinsic sample
characteristics, to different extraction or sample
run procedures, to the fact that they were derived
from different tissues or that different loci are
involved.

The population differences detected in the
comparison of the central and southern popula-
tions through Wright's (1978) fixation index
would be difficult to use as population genetic
markers. However, they can be considered as
indicators of the heterogeneity present in the cen-
tral stock, as well as between both populations.
This should be covered in future studies that
ought to include more loci and samples to better
understand the nature and extent of the popula
tional diversification.

The frequency oscillations in different sam-
plesfrom one site and the heterozygote deficiency
detected in three of the four samples (E1, E3 and
Puerto San Carlos) may be due to sampling errors,
to an intense selective effort, or to some intrinsic
factor of the populations. Hedgecock et al (1989)
have reported important deviationsin the frequen-
cies of loci LGG and HBDH-2 of the centrd
population of E. mordax, due to an excess of
heterozygotes associated with the site, sex and
age. Shalkee et al. (1983) also detected an asso-
ciation between certain alelic frequencies and
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poblacion central. Si esto fuera € caso, en €
presente trabajo no se detectd en ninguna mues-
tra la presencia del alelo EST-1(101), que los
autores mencionados detectaron sélo en algunas
de sus muestras y con frecuencias de 0.025 o
inferiores. Ambos estudios concuerdan en la pre-
sencia, asi seaeventual, delosdemés alelos, en la
mayor frecuencia del locus EST-1(100) y en la
menor frecuencia del alelo EST-1(103) en la
muestra de Puerto San Carlos. Por lo demas,
existen diferencias en las frecuencias aélicas de
los genes EST-1(98), EST-1(100) y EST-1(102)
que pudieran explicarse por ser caracteristicas
inherentes a las muestras, a la utilizacién de un
procedimiento distinto de extraccién o de corri-
miento de las muestras, a que provinieran de un
tgjido distinto, asi como de que se trate de loci
distintos.

Las diferencias poblacionales detectadas a
través de la comparacion del indice de fijacion de
Wright (1978) entre las muestras de la poblacién
central y lasurefia dificilmente pueden ser utiliza-
das como marcadores genéticos poblacionales,
objeto de estainvestigacion. Sin embargo, pueden
considerarse como indicios de la heterogeneidad
presente tanto en el stock central, como entre
ambas poblaciones, que deben ser abordados en
investigaciones futuras que incluyan un mayor
ndmero de loci y de muestras, para profundizar en
la naturaleza y alcance de esta diversificacion
poblacional.

Las oscilaciones de las frecuencias en las
diferentes muestras del mismo sitio y la deficien-
ciade heterocigotos detectada en tres de las cuatro
recolecciones (E1, E3 y Puerto San Carlos)
pueden ser generadas por error de muestreo, por
la accién de una intensa fuerza selectiva o por
algun factor de tipo intrinseco de las poblaciones.
Hedgecock et al. (1989) han reportado una
tendencia hacia desviaciones importantes en las
frecuencias de los loci LGG y HBDH-2 de la
poblacion central de E. mordax, debidas a un
exceso de heterocigotos asociado con la locali-
dad, el sexo y la edad. Shaklee et al. (1983)
detectaron igualmente en el marlin azul una aso-
ciacion entre ciertas frecuencias aélicas y algunas
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some age classes for the blue marlin. In this study,
the average length of samples E1 and E2 showed
significant differences (P < 0.05). Nevertheless,
the age analysis resultsindicate that the difference
in length is due to the growth that occurred
between both samplings (from May to Novem-
ber), rather than to the presence of different
cohorts. The heterozygote deficiency detected
could then be attributed to other factors; e.g., each
sample may have included individuals from only
some population segments that were favored in
the first stages of life by environmental factors
that allowed them greater survival, as has been
proposed by Hedgecock et al. (1994). The
sequential study of these populations could define
a complex structure such as the one found for the
central population of the northern anchovy by
Hedgecock et al. (1989, 1994) and Nelson et al.
(1994).

In accordance with the objective of this
study, the total proteins of muscle and the parval-
bumins represent a useful tool to discriminate the
northern anchovy populations anayzed. The
differences in the presence and/or absence, in
addition to the frequency and number of bandsin
the different levels show genetic divergence
between the central and southern populations.
Even though a small number of loci was studied
in this work, which do not provide information on
whether the differences reflect the influence of
natural selection or another evolutionary factor,
population divergence was detected in the pro-
teins fixed exclusively in one population. These
bands can be used as genetic markers to refine
studies on the dynamics of these populations,
particularly when they involve areas that are
synchronically or sequentially shared by both
populations (Parrish et al., 1985; Arenas, 1992)
and strengthen the management of this important
fishery resource.
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clases de edad. En este estudio, la longitud pro-
medio de las muestras de E1 y E2 presentaron
diferencias significativas (P < 0.05). A pesar de
ello, e andlisis de edad sugiere que la diferencia
de longitud encontrada se debe a crecimiento
ocurrido en el 1apso entre ambas recolecciones (de
mayo a noviembre) més que a pertenecer a dife-
rentes clases de edad, puesto que las muestras no
mostraron indicios de la presencia de cohortes
distintas. La deficiencia de heterocigotos detec-
tada en el estudio podria ser entonces atribuida a
otros factores, tales como que cada muestra haya
incluido individuos provenientes de solo algunas
fracciones de la poblacion, favorecidas en las pri-
meras etapas de vida por ventanas de oportunidad
de factores ambientales que les hayan permitido
mayor supervivencia, como lo han propuesto
Hedgecock et al. (1994). El estudio secuencial de
estas poblaciones podria resultar en la estructura
compleja encontrada en la pablacion central de la
anchoveta por Hedgecock et al. (1989, 1994) y
Nelson et al. (1994).

De acuerdo con € objetivo planteado en este
estudio, los sistemas de proteinas totales de mis-
culo y las parvalbiminas representan una herra-
mienta Gtil para diferenciar las poblaciones de
anchoveta analizadas. Las diferencias en la
presencia y/o ausencia, aunadas a la frecuenciay
ndmero de bandas en los distintos niveles, mues-
tran divergencia genética entre las poblaciones
central y surefia. Aunque € nimero de loci
estudiados en este trabajo es limitado y no propor-
ciona informacion acerca de s las diferencias
encontradas reflgian la influencia de seleccion
natural o algun otro factor evolutivo, se han
logrado detectar diferencias poblacionales en las
proteinas fijadas en una poblacion exclusiva-
mente. Estas bandas pueden servir como marca
dores genéticos que permitan afinar los estudios
de la dinamica de estas poblaciones, particular-
mente cuando se redlizan en zonas que son
compartidas sincrénica o secuencialmente por
ambas poblaciones (Parrish et al., 1985; Arenas,
1992) y fortalecer |as bases sobre las que se puede
sustentar e manejo de este importante recurso

pesquero.
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