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RESUMEN

Se estudié la variacion genética del copépodo calanoide marino Acartia californiensis Trinast de
dos poblaciones cercanas, estero de Punta Banda, Baja California (México) y Mission Bay, California
(EUA). El estudio se realizd con aloenzimas, usando la técnica de microelectroforesis vertical en pla-
cas de gel de poliacrilamida. Se hicieron ensayos con 11 sistemas enzimaticos y un sistema amortigua-
dor. Acartia californiensis revelé patrones de bandeo confiables para seis sistemas con ocho loci, de
los cuales s6lo PGI-1 fue polimorfico, con Pygs = 0.125, para ambas poblaciones. La heterocigocidad
para el estero de Punta Banda fue de 0.060 + 0.060 y para Mission Bay de 0.035 + 0.035. Hubo una
deficiencia en la heterocigocidad, en comparacién con el apartamiento del equilibrio de Hardy-
Weinberg esperado, que fue estadisticamente significativa en la poblacion de Mission Bay (D =
-0.477), pero no significativa en el estero de Punta Banda (D = -0.096). El valor estadistico de identi-
dad genética de Nei (1978) entre las dos poblaciones fue de 0.994, con un valor de distancia genética
de 0.006, que prueba la falta de diferenciacién entre las poblaciones. Los resultados mostraron la
existencia de un flujo genético, que se considera probablemente dado a través de una dispersidn pasiva
de los huevos diapausicos {de reposo) que produce esta especie, llevados fuera o dentro por el flujo y
reflujo mareal, y transportados hacia el sur por la corriente de California y hacia el norte por la contra-
corriente costera de Davidson. El polimorfismo y heterocigosis de las poblaciones aqui estudiadas al
ser comparados con los de otros copépodos genéticamente caracterizados, resuitaron ser de los mas
bajos. Este es el primer trabajo realizado sobre la variacién genética por aloenzimas para una especie
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de copépodo calanoide confinado en un cuerpo de agua costero estuarino o lagunar. Se considera ne-
cesario un estudio mas amplio, que abarque mayor niimero de poblaciones (localidades) y loci.

Palabras clave: variacion genética, Acartia californiensis, copépodo calanoide marino, poliacrilami-
da, electroforesis.

ABSTRACT

Genetic variation of the marine calanoid copepod Acartia californiensis Trinast was studied from
two close populations, Estero de Punta Banda, Baja California (Mexico) and Mission Bay, California
(USA). The study was conducted with allozymes using a vertical polyacrylamide microelectrophoresis
of 11 enzymatic systems and one buffer system. Acartia californiensis presented reliable banding pat-
terns in six systems and eight loci, from which only PGI-1 was polymorphic, with P,45= 0.125 in both
populations. The heterozygosity observed in Estero de Punta Banda was 0.060 + 0.060 and 0.035 +
0.035 in Mission Bay. There was a statistically significant deficiency in heterozygosity in Mission
Bay (D = -0.477) when compared to the expected Hardy-Weinberg equilibrium, but not in Estero de
Punta Banda (D = -0.096). Nei's genetic similarity (1978) between the two populations studied was
0.994, with a genetic distance of 0.006, which proves the lack of differentiation between these popula-
tions. The results showed the existence of a genetic flow which was very likely established by a pas-
sive dispersal of diapause (resting) eggs that this species produces. They are very likely carried inward
and outward by the tidal flux and reflux, and transported south by the California Current and north by
Davidson's Coastal Countercurrent. The polymorphism and heterozygosity of the 4. californiensis
populations studied here are among the lowest when compared to other genetically characterized co-
pepods. This is the first study conducted on the genetic variation of a calanoid copepod confined to
estuarine waters or coastal lagoons using allozymes. A broader study is needed that covers a greater
number of populations (locations) and loci.

Key words: genetic variation, Acartia californiensis, marine calanoid copepod, polyacrylamide,
electrophoresis.

INTRODUCCION INTRODUCTION

Durante los altimos 25 afios, la aplicacién During the last 25 years, the use of
de técnicas genéticas bioquimicas al estudio de biochemical genetic techniques to study geo-
poblaciones de invertebrados geogréaficamente graphically separated populations of estuarine
separadas, tanto marinas como estuarinas, ha in- and marine invertebrates has significantly en-
crementado significativamente la comprension hanced our understanding of differentiation be-
de la diferenciacién poblacional en el medio tween populations in the marine environment
ambiente marino (Gooch, 1975; Battaglia y (Gooch, 1975; Battaglia and Beardmore, 1978;
Beardmore, 1978; Battaglia et al., 1978; Levin- Battaglia et al., 1978; Levinton, 1980, 1982;
ton, 1980, 1982; Burton y Feldman, 1982; Bur- Burton and Feldman, 1982; Burton, 1983).
ton, 1983). The gel electrophoresis technique intro-

La técnica de electroforesis en gel para se- duced by Smithies (1955) to separate enzymes
parar enzimas y ofras proteinas, introducida por and other proteins frequently provides a good
Smithies (1955), frecuentemente da una buena idea of the locus by locus genetic structure of
idea de la estructura genética locus por locus conspecific populations of organisms which

de poblaciones coespecificas de organismos cannot be readily reared in the laboratory for
que no pueden ser facilmente cultivados en el formal genetic studies (Burton, 1983). As
laboratorio para hacer estudios formales de an extension of biochemical genetic analysis,

genética (Burton, 1983). Como una extension allozyme frequency data from selected loci are
del anélisis genético bioquimico, los datos de la utilized to examine patterns of genetic variation

40
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Figura 1. Distribucién zoogeografica conocida del copépodo calanoide marino Acartia californien-

sis. Los triangulos muestran los lugares muestreados.

Figure 1. Zoogeographic distribution known for the marine calanoid copepod Acartia californiensis.

The triangles represent the sample sites.

frecuencia de aloenzimas de loci seleccionados
se utilizan para examinar los patrones de la va-
riacion genética entre poblaciones naturales con
amplia distribucion geografica (Bulnheim y
Scholl, 1981).

El copépodo calanoide marino Acartia cali-
Jforniensis Trinast es una especie endémica del
Pacifico nororiental restringida a cuerpos de

41

between natural populations with a wide
geographic range (Bulnheim and Scholl, 1981).

The marine calanoid copepod Acartia Cali-
Jorniensis Trinast is endemic of the northeast-
ern Pacific, and restricted to estuaries and
coastal lagoons (Trinast, 1976, Trujillo-Ortiz,
1986). This species has a zoogeographic distri-
bution that extends from Yaquina Bay, OR
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agua estuarinos y laguneros (Trinast, 1976;
Trujillo-Ortiz, 1986). La distribucion zoogeo-
grafica de esta especie se extiende desde Yaqui-
na Bay, Oregon (EUA), al norte, hasta las
lagunas de Guerrero Negro y Ojo de Liebre,
Baja California Sur (México). De acuerdo con
Trujillo-Ortiz (1990}, es probable que la distri-
bucién de este copépodo se extienda hasta la
parte sur del golfo de California en las lagunas

Sonora (México)

de Agiabampo y Yavaros,
(fig. 1). Diversos aspectos sobre la biologia y
ecologia de esta especie han sido revisados por
Trujillo-Ortiz (1990) y Trujillo-Ortiz y Arroyo-
Ortega (1991). En los cuerpos de agua donde 4.
californiensis ha sido registrada, ésta domina
mas del 90% los ensamblajes zooplancténicos.
Los prop6sitos de este trabajo son determi-
nar la variacién genética del copépodo calanoi-
de marino A. californiensis en dos poblaciones
cercanas (estero de Punta Banda, Baja Califor-
nia, México, v Mission Bay, California, EUA),
utilizando microelectroforesis en gel de polia-
crilamida, y estimar la similitud genética entre

ellas. para explorar la importancia de los huevos
€1ias, para €Xpiorar ia importancia ¢e 105 nuevo

diapausicos en la capacidad de dispersion de la
especie.

MATERIALES Y METODOS

Las poblaciones de A. californiensis fueron
recolectadas en arrastres subsuperficiales, utili-
zando una red estandar de plancton provista con
malla Nytex monofilamentosa de 202 pm de luz
de malla con copo de vidrio. Los arrastres se
realizaron desde una embarcacién de 22 pies de
eslora con motor fuera de borda de 40 HP, ti-
rando la red sujeta con un cabo, por un lado de
la embarcacion, en direccion circular, La dura-
cion de los arrastres dependié de la densidad
zooplancténica (nunca excedié 5 min). as re-

colecciones vivas fuercn transferidas a elarac
colecciones vivas fueron transferidas a hieleras

de plastico, tipo Thermo, que contenian agua de
mar del lugar de recoleccion y fueron mante-
nidas perfectamente tapadas durante su trans-
porte. Los lugares muestreados fueron el estero
de Punta Banda (enero 29, 1994) y Mission Bay
(febrero 4, 1994), durante la condicién de
marea alta. La distancia entre estos lugares es
~110 km.

(USA), to Guerrero Negro and Ojo de Liebre
lagoons, BCS (Mexico). According to Trujillo-
Ortiz (1990), it is possible that the distribution
of this copepod extends as far as the southern
part of the Gulf of California in the Agiabampo

and Yavaros lagoons, Sonora (Mexico) (fig. 1).
Different aspects of its h|n|n0v and Pr‘nlngy

have been reviewed by Trupllo -Ortiz (1990),
and Trujillo-Ortiz and Arroyo Ortega (1991).
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90% of the zooplankton assemblages in the bo-
dies of water where it has been recorded.

The purposes of this paper are to determine
genetic variation of the marine calanoid cope-
pod A. californiensis from two close popula-
tions (Estero de Punta Banda, BC, Mexico and
Mission Bay, CA, USA), using polyacrylamide
gel microelectrophoresis, and estimate the ge-
netic similarity between them in order to ex-
plore the importance of diapuse eggs on the
dispersion capability of the species.

PRI
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MATERIALS AND METHODS

Populations of A. californiensis were col-
lected subsuperficially using a standard plank-
ton net with a 202 pm-mesh Nyiex mono-
filament screen cloth with a glass cod end.
Tows were made from a 22 ft long boat with a
40 HP outboard motor. The net was tied to a
rope, thrown over the side of the boat, and
towed in a circular direction. Towing times de-
pended on the density of the zooplankton
(never exceeding 5 min). Live samples were
placed into Thermos type plastic ice chests con-
taining sea water from the collection site and
were kept perfectly covered during transport.
The sampling sites were Estero de Punta Banda
(29 January 1994) and Mission Bay (4 Febru-
ary 1994) during high tide. The distance be-

locations is ~110 km
10CauU0Hs 1S ~1 v KM

The samples were immediately transported
to the laboratory, and were allowed to settle for
~1 h. The precipitated material was siphoned
off. A sieve was used to trap the organisms
while almost half of the sea water from the ice
chests was replaced with fresh filtered sea wa-
ter. Oxygen and food consisting of Isochrysis
tahitiana (~2 x 10* cell'mI"") were provided.
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Las recolecciones fueron transportadas en-
seguida al laboratorio, donde se dejaron reposar
aproximadamente una hora. Después, se sifoned
el material del fondo. Usando un tamiz para re-
tener los organismos, se cambid cerca de la mi-
tad del agua contenida en las hieleras, y se
louuplaLU con agua de mar fresca filtrada. Se
les proveyo de aire y alimento compuesto de
Isochrysis tahitiana (~2 x 10* cel-ml™).

Utilizando el fototactismo positivo que
presenta A. californiensis, ésta fue separada del
resto de los zooplanctontes con ayuda de una
lampara de mano, con la que se hizo incidir el
haz de luz sobre una de las esquinas de la hie-
lera, bajo completa obscuridad. Una vez agru-
pados los copépodos, éstos fueron capturados
con vasos de precipitado de 500 ml. Se recon-
centraron y se colocaron en cajas Petri para re-
visarlos bajo el microscopio estereoscopico, de

acuerdo con las caracteristicas morfoanatémicas
de los adultos descritas por Trinast 11076\

Dawson (1980) y Trujillo-Ortiz (1986). Una
vez revisados, fueron nuevamente dispuestos
en los vasos de precipitado con agua de mar fil-
trada. Los zooplanctontes extrafios detectados
fueron extraidos con una pipeta Pasteur.
Posteriormente, se separaron 1,100 orga-
nismos adultos de A.californiensis de ambos
sexos, 550 por localidad, distribuyendo azarosa-
mente 50 copépodos por enzima. La seleccion
de los copépodos se realizd concentrandolos en
vasos de precipitado, utilizando luz, y cap-
turandolos con una pipeta Pasteur, cuyo conte-
nido se vacié sobre papel secante blanco. Inme-
diatamente que se visualizaron los individuos,
fueron manipulados con cuidado, utilizando
solo la tension superficial, con una microaguja

NN fliada o
vuv lljadd d

varilla de bambt. Luego se colocaron en las
depresiones (~6 mm de profundidad y 4.5 mm
de diameiro) de placas de tefion que contenian
10 pl de solucion amortiguadora de trisborato
de EDTA para electroforesis con pH de 8.9
(9.45 g de tris, 1.2 g de EDTA, 0.6 g de 4cido
bérico y 1 1 de H,O desionizada) con 10% de
sacarosa y unas cuantas gotas de azul de bromo-
fenol. Se maceraron en las depresiones con la
ayuda de varillas de Plexiglas.

N naniena
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Since A. californiensis presents positive
phototactism, a flashlight was used in total
darkness to shine a beam of light on the corners
of the ice chest and facilitate its separation from
the rest of the zooplankters. Once the copepods
were grouped, they were caught in 500 ml bea-
Lar

glass Petri dishes for microscopic identification,
following the adult morphoanatomic character-
istics described by Trinast {(i1976), Dawson
(1980) and Trujillo-Ortiz (1986). Once ex-
amined, they were again placed in beakers with
filtered sea water. Detected foreign zooplankt-
ers were extracted using a Pasteur pipette.

Later, 1,100 adult organisms of A. califor-
niensis from both sexes were individually sepa-
rated into two groups, 550 per location, and
randomly distributed at 50 copepods per en-
zyme. Selection of the copepods was made by
concentrating them in the beakers with light,

ratnhino them with a Pasteur plnP"‘P and trans-

They were reconcentrated and placed in
ngy W reconeenraled and phaced in

ferring the contents to white blotting paper. Im-
mediately after the individuals were visualized,
they were carefully manipulated, with superfi-
cial tension only, using a No. 000 entomologi-
cal microneedle that was attached to a small
bamboo stick. They were later placed in Teflon
plate depressions (~6 mm deep and 4.5 mm
wide) with 10 ul of the buffer solution Tris-
borate EDTA with a pH of 8.9 (9.45 g Tris,
1.2 g EDTA, 0.6 g boric acid, and 1 | deionized
H,0) plus 10% sucrose and a few drops of bro-
mophenol blue for electrophoresis. They were
ground in the depressions with Plexiglas rods.
The crude tissue hnmngenaﬂ: was extracted
from the depressions with a micropipette and
placed in each of the 25 wells, ~4 x 10 mm,

ada oy mrafecs with camhg in tha
maac ex Projeso wiui COMOS i the

of each gel slabs.

The gel slabs consisted of 6% poly-
acrilamide w/v (3.98 g acrylamide, 0.210 g
methylene bisacrylamide [BIS], 70 mg ammo-
nium persulfate [AP], 70 ml Tris-borate EDTA
buffer with a pH of 8.9 and 70 pl tetramethyle-
thylenediamine [TEMED], using sufficient
amounts to prepare four gel slabs ~169 x 117 x
0.8 mm). Two gel slabs were used per enzyme
and population. The polyacrylamide gel slabs

IMTar mort
upper parc
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El tejido crudo homogeneizado se extrajo
de las depresiones con una micropipeta y se
vacié en cada uno de los 25 espacios de ~4 x
10 mm hechos ex profeso con peines en la parte
superior de cada placa de gel.

La placa de gel consistié en poliacrilamida
al £0/ /vy (2 QR o da acrilamida N 210 o da m

al 6% p/v {3.98 g de acrilamida, 0.210 g de me-
tileno de bisacrilamida {BIS], 70 mg de persul-
fato de amonio [AP], 70 ml de amortiguador
trisborato de EDTA con pH de 8.9 y 70 ul de
tetrametiletilenediamina [TEMED], en cantidad
suficiente para preparar cuatro placas de gel de
~169 = 117 x (0.8 mm). Se utilizaron dos placas
de gel por enzima y por poblacién. Las placas
de gel se prepararon 24 h antes de usarlas y se
mantuvieron a la temperatura del ambiente. La
microelectroforesis se realizé en un aparato para
gel de poliacrilamida vertical.

Los geles fueron telidos utilizando las 11

enzimas especificas que se listan mas adelante.
El tamafio pequefio de los adultos de 4. nnhfnr-

niensis (~0.859 mm los machos y ~1.008 mm
las hembras), Ginicamente permitié ensayar una
proteina por individuo. Se utilizé un sélo siste-
ma amortiguador, trisborato de EDTA con pH
de 8.9.

Las soluciones de los 11 sistemas enzimati-
cos ensayados y modificados de Harris y Hop-
kinson (1977) fueron:

1. Glutamato - piruvato - transaminasa
(GPT): 10 mg de NADH, 40 mg de a—ceto-
glutarato, 80 mg de L-alanina, 5 ml de tris HCI
(1 M) con pH 8.0, 30 ml de H,0 desionizada,
10 pl de deshidrogenasa lactica. (Se usé papel
filtro para cubrir el gel y se vio bajo luz UV.)

2. Deshidrogenasa malica (MDH): 15 mg

de NAD, 10 mg de MTT, 5 mg de metosulfato
de fenazina fpl\/fQ\ 40 mg de acido mn]lnr\

ilnaZinla Vi3S GC acligo mailcse

5 ml de tris HCl (1 M) con pH 8.0, 150 ml de
H,0 desionizada.

3. Esterasa (EST): 30 mg de u-acetato de
naftilo, 30 mg de B-acetato de naftilo, 60 mg de
Fast Garnet, 4 ml de acetona (para disolver los
sustratos), 150 ml de amortiguador de fosfato
(0.1 M) con pH 6.5.

4. Leucin-aminopeptidasa (LAP): 25 mg
de L-leucina-p-naftilamida, 40 mg de Fast
Black K, 4 ml de acetona (para disolver los
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were prepared 24 h before use and stored at
room temperature. The microelectrophoresis
was carried out in a vertical polyacrylamide gel
apparatus.

The gels were stained using the 11 specific
enzymes listed below. Due to the small size of
A ecaliforniensis adults (~0.85

Q £
A. californiensis adults 859 mm for
males and ~1.008 mm for females), only single
protein assays could be conducted per individu-
al. Only one buffer system was used, Tris-
borate EDTA at a pH of 8.9.

The recipes of the 11 enzymatic systems
assayed and modified from Harris and Hopkin-
son (1977) were:

1. Glutamate - pyruvate - transaminase
(GPT): 10 mg NADH, 40 mg a-ketoglutarate,
80 mg L-alanine, 5 ml Tris-HCl (1 M) at
pH 8.0, 30 ml deionized H,0, 10 ul lactic dehy-
drogenase. (The gel was covered with filter pa-

per and observed under UV light.)
2. Malic dnhvd rogenase {(MDH):

...................... \Yax xRy

NAD, 10 mg MTT, 5 mg phenazine methosul-
fate (PMS) 40 mg malic acid, 5 ml Tris-HCI

\l lVl) dl pn 0 U, IJU llll UClUlllLCu rlz\J

3. Esterase (EST): 30 mg a-naphthyl ace-
tate, 30 mg B-naphthyl acetate, 60 mg Fast Gar-
net, 4 ml acetone (for dissolving substrates),
150 ml phosphate buffer (0.1 M) at pH 6.5.

4. Leucine aminopeptidase (LAP): 25 mg
L-leucine B-naphthylamide, 40 mg Fast Black
K, 4 ml acetone (for dissolving substrates),
150 ml phosphate buffer (0.1 M) at pH 6.5.

S. Arginine phosphokinase (APK): 15 mg
arginine phosphate, 10 mg ADP, 100 mg glu-
cose (dextrose), 8 mg NADP, 8 mg MTT, 5 mg
PMS, 5 ml Tris-HCI (1 M) at pH 8.0, 2 ml
MgCl, (0.2 M), 150 ml deionized H,0, 10 pl
G-6-PDH, 10 pl hexokinase. (It wa
the dark.)

6. Phosphoglucomutase (PGM): 8 mg
NADP, 5 mg PMS, 10 mg MTT, 100 mg
glucose-1-phosphate, 5 ml Tris-HCl (1 M) at
pH 8.0, 2 ml MgCl, (0.2 M), 150 ml deionized
H,O, 10 pl G-6-PDH. (It was stained in the
dark.)

7. Glutamate-oxaloacetate-transaminase
(GOT): 40 mg a-ketoglutarate, 10 mg NADH,
8 mg L-aspartic acid, 5 ml Tris-HCI (1 M) at

the
uic

15§ me
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tainad
s stained in
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was swallivd i
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sustratos), 150 ml de amortiguador de fosfato
(0.1 M) con pH 6.5.
S. Arginina-fosfoquinasa (APK):

nefata de aroinina. 10 mo de ADP. 100 mg

fosfato de arginina, 10 mg de ADP, 100
de glucosa (dextrosa), 8 mg de NADP, 8 mg de
MTT, 5 mg de PMS, 5 ml de tris HCI (1 M) con

Y o

pH 8.0, 2 mi de MgCl, (0.2 M), 150 ml de H,O
desionizada, 10 ul de G-6-PDH, 10 pl de hexo-
quinasa. (Se tifio en la obscuridad.)

6. Fosfoglucomutasa (PGM): 8 mg de
NADP, 5 mg de PMS, 10 mg de MTT, 100 mg
de glucosa-1-fosfato, 5 ml de tris HCl (1 M)
con pH 8.0, 2 ml de MgCl, (0.2 M), 150 ml de
H,0 desionizada, 10 pl de G-6-PDH. (Se tifio
en la obscuridad.)

7. Glutamato-oxaloacetato-transaminasa
(GOT): 40 mg de a-cetoglutarato, 10 mg de
NADH, 8 mg de L-acido aspartico, 5 ml de tris
HCI (1 M) con pH 8.0, 30 ml de H,O desioniza-
da, 10 ml de deshidrogenasa malica. (Se usé pa-

15 mg

da
G
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8. Hexoquinasa (HK): 100 mg de glucosa,
100 mg de fructosa, 40 mg de ATP, 10 mg de
NADP, 8 mg de MTT, 5 mg de PMS, 5 ml de
tris HCI (1 M) con pH 8.0, 2 ml de MgCl,
(0.2 M), 150 ml de H,0O desionizada, 10 pl
G-6-PDH. (Se tifi6 en la obscuridad.)

9. Enzima mélica (ME): 60 mg de L-4cido
maélico, 8 mg de NADP, 8 mg de MTT, 4 mg de
PMS, 5 ml de tris HCI (1 M) con pH 8.0, 2 m]
de MgCl, (0.2 M), 150 ml de H,O desionizada.
(Se tifié en la obscuridad.)

10. Fosfoglucosa-isomerasa (PGI): 8 mg
de NADP, 5 mg de PMS, 10 mg de MTT,

21T iViia

35 mg de fructosa—6 fosfato, 5 ml de tris HCl
(1 M) con pH8.0, 2 ml de MgCl2 0.2 M),
de H,O desionizada, 10 ;,u de G-6-PDH.
(Se tind en la obscuridad.)

11. Fumarato-hidratasa = fumarasa (FH
= FUM): 5 mi de tris HCI (I M) con pH 8.0,
100 mg de fumarato de sodio, 20 mg de NAD,
10 mg de MTT, 5 mg de PMS, 10 pl de
deshidrogenasa malica, 150 ml de H,O desioni-
zada. (Se tifio en la obscuridad.)

Para preparar 200 ml de amortiguador
fosfato 0.1 M, se usaron 68.5 ml de fosfato
de sodio monobasico monohidratado 0.2 M
27.8 g I! ), 31.5 ml de fosfato de sodio dibasico

1
l.)U llll
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pH 8.0, 30 ml deionized H,0O, 10 ml malic de-
hydrogenase. (It was covered with filter paper

and observed under UV light.)
8. Hexokinase (HK):

S« 2RCXOHINGSC (2%

100 me o|||r~ncp
1g glucose

100 mg fructose, 40 mg ATP, 10 mg NADP
8 mg MTT, § mg PMS, 5§ ml Tris-HCI (l M) at

SIT QN A T AA_ Y A RNAN TEN Y At

pri o. G L Illl lVlgL,lz \U L lVl), lJU Hll UCIUHILCU
H,0, 10 ul G-6-PDH. (It was stained in the
dark.)

9. Malic enzyme (ME): 60 mg L-malic
acid, 8 mg NADP, 8 mg MTT, 4 mg PMS, 5 ml
Tris-HCI (1 M) at pH 8.0, 2 ml MgCl, (0.2 M),
150 ml deionized H,O. (It was stained in the
dark.)

10. Phosphoglucose isomerase (PGI):
8 mg NADP, 5 mg PMS, 10 mg MTT, 35 mg
fructose-6-phosphate, 5 ml Tris-HCI (1 M) at
pH 8.0, 2 ml MgClL (0.2 M), 150 m] deionized
HZO, 10 pl G- 6 PDH. (It was stained in the
dark.)

1L

Deeees s dn madaon Fazmenmemon
uiliaralc Il]ul alase 1usiianradxc

(FH = FUM): 5 ml Tris-HCI (1 M) at pH 8.0,
100 mg sodium fumarate, 20 mg NAD, 10 mg
MTT, 5 mg PMS, 10 ul malic dehydrogenase,
150 ml deionized H,0. (It was stained in the
dark.)

In order to prepare 200 ml of 0.1 M phos-
phate buffer, 68.5 ml of 0.2 M monobasic
monohydrated sodium phosphate (27.8 g1V,
31.5ml of 0.2 M dibasic heptahydrated so-
dium phosphate (53.65 g'1") and 100 ml of de-
ionized H,0 were used and the pH was adjusted
to 6.5.

The microelectrophoresis was run at 120 V
and 7°C. The running times of the enzymatic
systems were 2 h for EST and LAP; 3 h for
FUM, PGI, GOT, ME, and APK; 4 h for PGM,
HK, GPT and MDH.

The most common allele (standard) in each
locus was registered in each gel, and was desig-
nated as ailele 100. The other aileles were nu-
merically assigned by dividing the migratory
distance from the origin, in millimeters, by the
migratory distance of the standard allele. The
allelic frequency of each locus from both pop-
ulations sampled was determined. The juxta-
positions in each gel of the individuals from the

populations were used for comparing the allelic
identities Option 3 (allelic designation A, B, C

........................................ 5y, oy



Ciencias Marinas, Vol. 21, No. 1, 1995

heptahidratado 0.2 M (53.65 gI") y 100 ml
H,O desionizada, y se ajust el pH a 6.5.

La microelectroforesis se llevé a cabo a
120 V y 7°C. Los tiempos de corrida para los
sistemas enzimaticos fueron: 2 h para EST y
LAP; 3 h para FUM, PGI, GOT, ME y APK;
4 h para PGM, HK, GPT y MDH.

En cada gel se registré el alelo mas comin
(estandar) de cada locus, designado como alelo
100. Los otros alelos se designaron numérica-
mente, dividiendo la distancia de migracion
desde el origen (en milimetros) entre la distan-
cia de migracién del alelo estandar. Se deter-
mind la frecuencia alélica de cada locus de las
dos poblaciones muestreadas. Las identidades
alélicas se compararon por yuxtaposicion de los
individuos de las poblaciones en cada gel. Se
utilizo la opcidn 3 (designacioén alélica A, B, C,
etc., empezando con el que corrié la mayor dis-
tancia del origen al anodo) del programa de es-
tadistica BIOSYS-1 (Swofford y Selander,
1989), para determinar la variacién genética de
cada poblacion considerando: el nimero prome-
dio de alelos por locus (#,), proporcién de indi-
viduos heterocigéticos (H) y proporcidén de loci
polimorficos al nivel Py Se cuantificéd la dis-
tancia genética de Nei (1978) y el apartamiento
del equilibrio de Hardy-Weinberg con la prueba
de 3’ (Sokal y Rohlf, 1981), a la cual se aplico
la correccién de Levene (1949) para muestras
pequefias. Ayala y Kiger (1984) escribieron un
excelente texto donde desarrollan y explican los
estimadores genéticos aqui utilizados para pro-
cesar los datos obtenidos en los zimogramas.

RESULTADOS

Acartia californiensis revelé patrones de
bandeo (zimogramas) confiables, a través de
microelectroforesis vertical en placas de gel de
poliacrilamida, para seis sistemas enzimaticos.
La variacién de A. californiensis fue mono-
morfica en siete loci, EST-1, LAP-1, APK-1,
APK-2, GOT-1, GOT-2 y ME-1, y polimoérfica
en PGI-1 (tabla 1). Aunque se encontraron en
total diez alelos en PGI-1, no todos se presenta-
ron en las dos poblaciones muestreadas. En re-
lacién con las frecuencias alélicas entre ambas
poblaciones (tabla 1), PGI-1 reveld que el alelo
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etc., starting with the allele that moved the
greatest distance from the origin to the anode)
from the computer program BIOSYS-1
(Swofford and Selander, 1989) was used to de-
termine the genetic variation of each population
sampled using the average number of alleles
per locus (#,), the proportion of heterozygote
individuals (H) and the proportion of poly-
morphic loci at level Py,. Nei's genetic dis-
tance (1978) was quantified and deviations
from the Hardy-Weinberg equilibrium using the
x* test (Sokal and Rohlf, 1981) to which Le-
vene's (1949) correction for small samples was
applied. Ayala and Kiger (1984) presented an
excellent study where they develop and explain
the genetic estimators used here for processing
the data obtained in the zymograms.

RESULTS

Acartia californiensis revealed reliable
banding patterns (zymograms) in six enzymatic
systems using polyacrylamide gels in vertical
microelectrophoresis. The variation of 4. cali-
forniensis was monomorphic in seven loci,
EST-1, LAP-1, APK-1, APK-2, GOT-1,
GOT-2 and ME-1, and polymorphic in PGI-1
(table 1). Although a total of ten alleles was
found in PGI-1, not all were present in both
populations sampled. With regard to the allelic
frequencies between both populations (table 1),
PGI-1 revealed that the most common allele
was C. However, there are alleles present in
Estero de Punta Banda, A, B, G and E, that
do not appear in Mission Bay where alleles
D,F, H, I and J do appear, but not in Estero
de Punta Banda. With the exception of alleles
B, C, and D, those remaining present a frequen-
cy less than 0.1, indicating that they are rare
alleles. Allele B is only present in Estero de
Punta Banda with a frequency of 0.24, and
allele D only in Mission Bay with a frequency
of 0.16.

The average number of alleles per locus
was similar in both locations, 1.5 + 0.5 for Es-
tero de Punta Banda and 1.6 + 0.6 for Mission
Bay. Of the loci analyzed from both popula-
tions, only PGI-1 was polymorphic (Pyes =
0.125; table 2).
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Tabla 1. Frecuencias alélicas de los ocho loci para las poblaciones de Acartia californiensis.
Table 1. Allelic frequencies of the eight loci from the populations of Acartia californiensis.

Locus Cédigo Alelo Poblaciones
PB (50) MB (50)

EST-1 C 100 1.00 1.00
LAP-1 C 100 1.00 1.00
APK-1 C 100 1.00 1.00
APK-2 C 100 1.00 1.00
GOT-1 C 100 1.00 1.00
GOT-2 C 100 1.00 1.00
ME-1 C 100 1.00 1.00
PGI1-1 C 100 1.00 1.00

J 43 0 0.06

I 61 0 0.04

H 71 0 0.04

G 75 0.02 0

F 82 0 0.04

E 86 0.08 0

D 89 0 0.16

C 100 0.64 0.66

B 114 0.24 0

A 142 0.02 0

PB, estero de Punta Banda; MB, Mission Bay; (50), nimero de genomas ensayados; A,B,C, etc., codigo asigna-

do para la opcion 3 del programa BIOSYS-1.

PB, Estero de Punta Banda; MB, Mission Bay; (50), number of genomes assayed; A,B,C, etc., code assigned

from option 3 of the program BIOSYS-1.

mas comun fue C. Sin embargo, se encontraron
alelos en el estero de Punta Banda, A, B, Gy E,
que no aparecieron en Mission Bay, donde, a su
vez, hubo otros, D, F, H, 1y J, que no se encon-
traron en Punta Banda. Con excepcién de los
alelos B, C y D, los restantes presentaron una
frecuencia menor de 0.1, lo que indica que son
alelos raros. El alelo B unicamente se present6
en el estero de Punta Banda, con una frecuencia
de 0.24, y el D sélo en Mission Bay, con una
frecuencia de 0.16.

El nimero promedio de alelos por locus fue
similar en ambas localidades, 1.5 + 0.5 para el
estero de Punta Banda y 1.6 £ 0.6 para Mission
Bay. De los loci analizados para ambas pobla-
ciones sélo PGI-1 fue polimérfico (Pyys =
0.125; tabla 2).
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The heterozygosity in Estero de Punta Ban-
da was 0.060 £ 0.060 and 0.035 + 0.035 in
Mission Bay. There was a statistically signifi-
cant heterozygote deficiency in the Mission
Bay population (D = -0.477) when compared to
the expected deviation of the Hardy-Weinberg
equilibrium, but not in Estero de Punta Banda
(D = -0.096; table 2, 3 and 4; p < 0.001), that,
as can be observed, was governed by PGI-1 in
all cases.

The genotype frequencies for the aggre-
gated values in PGI-1 in Estero de Punta Banda
were not significantly different (o = 0.01; p =
0.314), while Mission Bay presented highly
significant differences (p < 0.01; table 4).

The most frequent genotypes observed in
Estero de Punta Banda were C-C and B-C



Ciencias Marinas, Vol. 21, No. 1, 1995

Tabla 2. Variacién genética de cada poblacidn de Acartia californiensis ensayada por: 1) namero
promedio de alelos por locus; 2) polimorfismo (P,,;), frecuencia de loci para los cuales la frecuencia
del alelo mas comin no es mayor que 0.95, y 3) heterocigocidad (H), frecuencia de individuos he-
terocigotos promediada de todos los loci.

Table 2. Genetic variation for each population of Acartia californiensis assayed by: 1) average num-
ber of alleles per locus; 2) polymorphism (P,ys), the frequency of loci for which the frequency of the
most common allele is not greater than 0.95, and 3) heterozygosity (H), frequency of heterozygote
individuals averaged over all loci.

Muestra  No.deloci No.dealelos Py Heterocigocidad S
por locus
H, H,
PB 8 1.5 £05 0125 0.060 + 0.060 0.066 + 0.066 ns
MB 8 1.6 +£ 06 0.125 0.035 £ 0.035 0.067 = 0.067 ns
Promedio global 1.55 £0.05 0.125 0.048 £ 0.013 0.067 = 0.0005 ns

H,, heterocigocidad observada; H,, heterocigocidad esperada; ns, no significativo; PB, estero de Punta Banda;
MB, Mission Bay.

H,, observed heterozygosity; H,, expected heterozygosity; ns, not significant; PB, Estero de Punta Banda; MB,
Mission Bay.

Tabla 3. Heterogocidad determinada de la frecuencia alélica para PGI-1 de Acartia californiensis.
Table 3. Heterozygosity determined from the allelic frequency of PGI-1 of Acartia californiensis.

Poblacion Locus Heterocigocidad S
H, H,

PB PGI-1 0.480 0.531 ns

MB PGI-1 0.280 0.536 ns

H,, heterocigocidad observada; H,, heterocigocidad esperada; PB, Punta Banda; MB, Mission Bay; ns, no sig-
nificativo.

H,, observed heterozygosity; H,, expected heterozygosity; PB, Punta Banda; MB, Mission Bay; ns, not signifi-
cant.

La heterocigocidad en el estero de Punta (table 5). It appears that allele C is more fre-
Banda fue 0.060 = 0.060 y en Mission Bay quent in homozygote condition since the rest of
0.035 +0.035. Hubo una deficiencia en la hete- the genotypes where this allele intervenes have
rocigocidad estadisticamente significativa com- very low or no frequencies, with the exception
parada con el apartamiento del equilibrio de of genotype B-C. The inverse occurs with allele
Hardy-Weinberg esperado en la poblacién de B where, in homozygote condition, its observed
Mission Bay (D = -0.477), pero ésta no se dio frequency is 2; however, the genotype B-C
en el estero de Punta Banda (D = -0.096; tablas presents a higher value of 16. In the rest of the
2,3 y 4; p < 0.001), donde, como se observa, genotypes where B participates, the frequency

domind en todos los casos PGI-1. is low or null. The D statistic (heterozygote dif-

Las frecuencias genotipicas de PGI-1 en el ference) for this population was -0.096, which
estero de Punta Banda para los valores agrupa- is not statistically significant (x* = 1.013; p =
dos no fueron significativamente diferentes (a = 0.314).
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Tabla 4. Prueba 3 para determinar la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus
PGI-1, por agrupamiento de clases en cada poblacion de Acartia californiensis.

Table 4. ¥’ test for determining deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium for the locus PGI-1
by grouping the classes in each population of Acartia californiensis.

Poblacién Locus Clase H, H, ¥ gl P D
PB PGI-1 Homocigotos para el 22 20.364
alelo mas com(n
Heterocigotos comunes 20 23.273
raros
Heterocigotos raros y 8 6.364 1.013 1t 0314 -0.096
otros heterocigotos
MB PGI-1 Homocigotos para el 28 21.667
alelo més comin
Heterocigotos comunes 10 22.667
raros
Heterocigotos raros y 12 5667 16.008 1 0.000 -0.477

otros heterocigotos

PB, estero de Punta Banda; MB, Mission Bay; H,, heterocigocidad observada; H.,, heterocigocidad esperada;

g 1., grados de libertad; p, nivel de significacién.

PB, Estero de Punta Banda; MB, Mission Bay; H,, observed heterozygosity; H,, expected heterozygosity; g.l.,

degrees of freedom,; p, significance level.

0.01; p = 0.314); mientras que en Mission Bay
se presentaron diferencias altamente significati-
vas (p £0.01; tabla 4).

Los genotipos mas frecuentes observados
en el estero de Punta Banda fueron C-C y B-C
(tabla 5). Parece ser que el alelo C es mas fre-
cuente en condicion homocigota dado que, a
excepcion del genotipo B-C, el resto de los
genotipos donde interviene este alelo tienen
frecuencias observadas muy bajas o nulas. Lo
inverso sucede con el alelo B donde, en condi-
cién homocigota, su frecuencia observada es de
2; sin embargo, el genotipo B-C presenta el
valor mas alto, 16. En el resto de los genotipos
donde participa B, la frecuencia es baja o nula.
El estadigrafo D (diferencia heterocigotica) para
esta poblacién fue de -0.096, el cual no es
estadisticamente significativo (x* = 1.013; p=
0.314).

Para Mission Bay, nuevamente el alelo C
y el genotipo C-C son de alta frecuencia, y
en condicién heterocigota sus frecuencias son
bajas. Les sigue en orden de importancia el
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Allele C and the genotype C-C in Mission
Bay have high frequencies, and under heterozy-
gote condition their frequencies are low. The
homozygote genotype D-D follows in order of
importance with an observed frequency of 6;
however, with the exception of the genotype D-
1, the heterozygotes are absent where this allele
participates. The value of D for this population
was -0.477, which indicates a statistically sig-
nificant deficiency of heterozygotes (x>
16.008; p <0.001).

The statistical value of genetic identity /
(Nei, 1978), calculated from the allelic frequen-
cies between the populations, is high, 0.994,
and the statistical value of genetic distance D
(Nei, 1978) is low, 0.006, with evidence of
indifferentiation.

DISCUSSION

The causes that promote the presence of
distinct heterozygote genotypes and different
grades of heterozygote deficiency in the pop-
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Tabla 5. Frecuencia genotipica del equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus PGI-1, en cada una
de las poblaciones muestreadas de Acartia californiensis.

Table 5. Genotype frequency from the Hardy-Weinberg equilibrium in locus PGI-1 in each of the
populations sampled of Acartia californiensis.

Poblacion Locus Clase H, H,
PB PGI-1 A-A 0 0.010
A-B 2 0.485
A-C 0 1.293
A-E 0 0.162
A-G 0 0.040
B-B 2 2.788
B-C 16 15.515
B-E 2 1.939
B-G 0 0.485
C-C 22 20.364
C-E 2 5172
C-G 2 1.293
E-E 2 0.283
E-G 0 0.162
G-G 0 0.010
MB PGI-1 C-C 28 21.667
C-D 0 10.667
C-F 0 2.667
C-H 4 2.667
C-1 0 2.667
C-J 6 4.000
D-D 6 1.212
D-F 0 0.646
D-H 0 0.646
D-I 4 0.646
D-J 0 0.970
F-F 2 0.061
F-H 0 0.162
F-1 0 0.162
F-J 0 0.242
H-H 0 0.061
H-I 0 0.162
H-J 0 0.242
I-I 0 0.061
I-J 0 0.242
J-J 0 0.152

PB, estero de Punta Banda; MB, Mission Bay; H,, heterocigocidad observada; H,, heterocigocidad esperada.
PB, Estero de Punta Banda; MB, Mission Bay; H,, observed heterozygocity; H,, expected heterozygosity.
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genotipo homocigoto D-D, cuya frecuencia
observada es de 6; sin embargo, los heterocigo-
tos donde participa este alelo, con excepcion del
genotipo D-1, estan ausentes. El valor de D para
esta poblacion es de -0.477, que indica una de-
ficiencia de heterocigotos estadisticamente sig-
nificativa ( \L = 16. 008 p= <y, 001)

El valor estadistico de identidad genética I
(Nei, 1978), calculado a partir de las frecuen-
cias alélicas entre las pobilaciones, es aito,
0.994, y el valor de la distancia genética D
(Nei, 1978) es bajo, 0.006, con evidencias de

indiferenciacion.
DISCUSION

Las causas que originan la presencia de
distintos genotipos heterocigotos y diferentes

grados de deficiencia heterocigética en las po-
blaciones estudiadas del estero de Punta Banda

v Miccion Rav nueden cer diversas. En nrimer
Yy MISSION Bay pueden ser aiversas. on primer

lugar, las fuerzas estocésticas y deterministicas
conllevan a la configuracién génica de cada po-
blacion, tal es el caso de los procesos de muta-
cion, migracion, seleccion natural y deriva
génica (Burton, 1987, 1990). El grado de par-
ticipacion de cada una de eilas puede ser dife-
rente, ya que es funcidén de la biologia de la
especie, su posible origen geografico o, sus
preferencias térmicas. Aunado a lo anterior, su
habitat restringido a cuerpos de agua semicerra-
dos, como los esteros y lagunas costeras, ori-
gina que estas poblaciones estén parcialmente
aisladas. Sin embargo, dado que A. californien-
sis produce huevos diapausicos o de reposo,
éstos pueden, en tal condicidn, ser transpor-
tados fuera o dentro de éstos cuerpos de agua
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(dispersioén
conducidos hacia el sur por la corriente de
California, de Mission Bay al estero de Punta
Banda, o al norte por la contracorriente costera
de Davidson, del estero de Punta Banda a Mis-
sion Bay. Es probable que este patron de flujos
de agua mantenga las frecuencias alélicas y ge-
notipicas similares o muy cercanas entre si.
Burton y Feldman (1982) y Burton (1983)
hicieron revisiones donde presentan eviden-
cias de que el comportamiento diferenciado de
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ulations studied in Estero de Punta Banda and
Mission Bay can be diverse. In the first place,
the stochastic and deterministic powers pro-
mote the genetic configuration of each popula-
tion, such as the processes of mutation, mi-

gration, natural selection and genetic drift
Muetan 107 IQQ[\\ The arade

{Burton, 1987, grade
tion of each one of these can be different, since
it is a function of the species biology, its possi-
bie geographic origin or thermal preference.
Adding to the above, its restrictive habitat of
semi-enclosed bodies of water, such as estuaries
and coastal lagoons, provides that these popula-
tions are partially isolated. However, given that
A. californiensis produces diapause or resting
eggs, these can, under such conditions, be
transported from or to these bodies of water and
carried (passive dispersal of diapause eggs)
southward by the California Current (Mission’
Bay to Estero de Punta Banda) or northward by

Davidson's Coastal Countercurrent chtPrn de

Punta Banda to Mission Bay). It is possible that
this flow pattern maintains similar or very close
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both populations.

In reviews made by Burton and Feldman
(1982) and Burton (1983), they present evi-
dence that the differentiated behavior of some
molluscan and crustacean species, that appear
to have great dispersal and recruitment capaci-
ty, is sufficient to control them. The species
present a significant differentiation between
populations due to the restricted genetic flow.
These authors hypothesize that the differences
in the structure of these populations and those
of other species are a result of some adaptive
advantage for preventing passive dispersal.

With thic thay aunid haing trangnartad ta no
vyl s, gy avoid oding wansponed o po-

tentially hostile environments outside of the re-
gion where their parents have successfully
reproduced. They believe that there is truly
little evidence of extensive genetic flow be-
tween populations of geographically separated
invertebrates. Even in the species considered as
good candidates for transoceanic dispersal, such
as the gastropod mollusc Littorina littorea, the
genetic data are clearly incompatible with any
genetic flow of transoceanic character.
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algunas especies de moluscos y crusticeos, que
parecen tener alta capacidad de dispersién y re-
clutamiento, es suficiente para controlarlas, y
éstas muestran una significativa diferenciacién
poblacional debido a la restriccion del flujo
genético. Estos autores presentan la hipétesis de
que las diferencias en la estructura poblacional
entre éstas y otras especies son el resultado de
alguna ventaja adaptativa con la que previenen
la dispersién pasiva, al evitar ser transportadas a
ambientes potencialmente hdstiles, fuera de la
region donde sus ancestros se han reproducido
exitosamente. Afirman, ademas, que realmente
existe muy poca evidencia de flujo genético
extenso de invertebrados entre poblaciones
geograficamente separadas. Aun en especies
consideradas como buenas candidatas para
llevar a cabo una dispersién transoceanica,
como ¢l molusco gasterépodo Littorina littorea,
los datos genéticos son claramente incompa-
tibles con cualquier flujo genético de caracter
transoceanico.

Entre los crustdceos revisados por Burton y
Feldman (1982) y Burton (1983) se presenta el
caso de so6lo una especie de copépodo harpacti-
coide confinado a pozas intermareales, Tigrio-
pus californicus, que parece poseer una con-
siderable capacidad de dispersioén pasiva, pero
los datos demuestran que su transporte genético
a lo largo de la costa es extremadamente bajo.
Entre los posibles mecanismos utilizados por
este copépodo para prevenir la dispersién pasi-
va estan el aferrarse al sustrato o el nadar acti-
vamente para mantenerse y regresar a las pozas
supralitorales después del lavado mareal. Bozic
(1975) presenta pruebas del segundo mecanis-
mo a partir de observaciones hechas con una es-
pecie de Tigriopus, y sefiala que ésta se mueve
preferentemente a lugares que han sido ocupa-
dos previamente por adultos coespecificos. Este
proceso es altamente significativo para T. cali-
Sfornicus, ya que en estudios combinados de po-
limorfismo enzimético y transplantes en el
campo, Burton y Swisher (1984) han demostra-
do un intenso flujo genético entre los organis-
mos que habitan pozas intermareales localizadas
€n una misma prominencia rocosa, mientras que
tal flujo esta altamente restringido entre las po-
blaciones situadas en pozas de prominencias ro-
cosas vecinas (< 1 km).
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Among the crustaceans reviewed by Bur-
ton and Feldman (1982) and Burton (1983)
there is only one species of harpacticoid cope-
pod confined to intertidal pools, Tigriopus cali-
Sfornicus, that appears to posses a considerable
capacity for passive dispersal, but the data dem-
onstrate that its genetic transport along the
coast is extremely low. Among the possible
mechanisms used by this copepod for prevent-
ing passive dispersal are to grasp to the sub-
strate or actively swim to remain in or return to
the supralittoral pools after being washed out.
Bozic (1975) presents proof of the second
mechanism from observations made with the
species Tigriopus, and shows that it moves pre-
ferably to vessels that have been previously oc-
cupied by conspecific adults. This process is
highly significant for 7. californicus, since in
combined studies of enzymatic polymorphism
and transplants in the fields, Burton and Swish-
er (1984) have demonstrated an intense genetic
flow between the organisms that inhabit inter-
tidal pools located on the same rocky outcrop,
while said flow is highly restricted between
populations situated in pools on neighboring
outcrops (< 1 km).

Acartia californiensis is a copepod species
entirely different from T. californicus. It is
completely pelagic, confined to estuaries and
has never been recorded among the larval or
adult members of the oceanic plankton commu-
nities, where adverse conditions evidently exist
for its survival. It can also be included in the
group of organisms that avoids being passively
transported by currents; however, it appears
that the egg stage does not guarantee it this
condition.

Trinast (1975) affirms that current systems
strongly influence retention, translocation and
dispersion of populations, and that the conser-
vation of the Acartia n. sp. (A. californiensis)
population can partially be explained by their
tendency to congregate on the bottom during
tidal reflux and enter eddy systems; however, it
is possible that not all of the eggs are retained
and some of them are transported to the open
sea.

According to Bucklin e al. (1989), the rela-
tionship between biological and physical struc-
tures can provide important information on how
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Acartia californiensis es una especie de
copépodo completamente diferente de T. cali-
fornicus Es una especic netamente pelagica,
confinada en Cuerpos de agua estuarinos ¥y
nunca registrada entre los miembros larvales
o adultos de las comunidades planctonicas
oceanicas, donde evidentemente existen condi-
ciones adversas para su existencia, y puede in-
cluirse en el grupo de organismos que evitan ser
transportados pasivamente por corrientes; sin
embargo, parece que el estado de huevo no le
garantiza esta condicion.

Trinast (1975) afirma que los sistemas de
corrientes ejercen una fuerte influencia en la re-
tencidn, translocacidén y dispersion de pobla-
ciones, y que la conservacion de la poblacién de
Acartia n. sp. (A. californiensis) puede parcial-
mente cxplicarse por la tendencia a congregarse
en el fondo durante el reflujo mareal, yéndose a
los sistemas de giros; sin embargo, es probable
que no todos los huevos sean retenidos y parte
de ellos salgan a mar abierto.

De acuerdo con Bucklin ef al. (1989), la re-
laciéon entre las estructuras bioldgica y fisica
puede aportar valiosa informacién respecto a la
contribucion de la dinamica del océano a la va-
riabilidad biologica de los organismos. Se ha
visto que las aloenzimas son altamente variables
en algunas especies zooplanctonicas (Bucklin y
Marcus, 1985; Bucklin, 1986; Bucklin y Wiebe,
1986), y pueden ser (tiles para diferenciar po-
blaciones y rastrear patrones de dispersion. Al
respecto, Bucklin et al. (1989) utilizaron, en un
primer intento, la variabilidad aloenzimaética
como indicadora de patrones de dispersion del
copépodo calanoide Metridia pacifica, en un
filamento frio con flujo de chorro que se alejaba
de la costa norte de California (filamento
costero). Los datos genéticos sefialan que las
poblaciones de este copépodo, en la fuente cos-
tera del filamento, eran genéticamente hete-
rogéneas, y habia aislamiento de poblaciones
debido a que los procesos de mezcla dados a
través del filamento no fueron suficientes para
homogeneizar las poblaciones atrapadas en re-
molinos por varias generaciones (meses). En el
caso de A. californiensis, especie restringida a
cuerpos de agua costeros semicerrados, como
esteros y lagunas costeras, y que produce hue-

wn

)

ocean dynamics contribute to the biological
variability of organisms. It has been observed
that allozymes are highly variable in some zoo-

nlonlbtnnia omaniae (Nicllin and AMaes

p1ankionic specics (DucKiin and IViarcus, }985,
Bucklin, 1986; Bucklin and Wiebe, 1986), and
they can be useful in differentiating populations
and tracing dispersal patterns. To that respect,
Bucklin ez al. (1989) first attempted to utilize
allozymic variability to indicate dispersal pat-
terns of the calanoid copepod Metridia pacifica
in a cool filament with an offshore flowing jet
extending from the northern California coast
(coastal filament). The genetic data indicated
that the populations of this copepod at the
coastal source of the filament were genetically
heterogenous, presenting isolated populations
due to the insufficient mixing processes in the
filament to homogenize the populations that are
trapped in eddies for several generations
(months). In the case of A. californiensis, a spe-
cies restricted to semi-enclosed coastal bodies
of water such as estuaries and coastal lagoons,
and that produces diapause eggs under unfavor-
able temperature conditions, it is possible that
they remain in this condition during their open-
ocean experience, while they confront mainly
unfavorable temperatures. However, this is not
conclusive since it requires more specific stu-
dies that supply elements to support this
hypothesis.

There are close to 21 species of copepods
that lay diapause facultative eggs, pertaining to
the Temoridae, Centropagidae, Pontellidae,
Acartiidae, and Metridae families which are
present in temperate coastal waters (Grice and
Marcus, 1981). According to Johnson (1980),
the resting stage of the eggs allows the majority
of the neritic and estuarine coastal species
of copepods to survive periods during which
environmental conditions are unfavorable. This
diapause condition can be a physiological re-
sponse of the female to a changing environment
that modifies the eggs, or a response of the eggs
while they sink through the water column and
reach the bottom sediment. Johnson (1980)
found in experiments on A. californiensis in the
Yaquina Bay region of Oregon, that the induc-
tion of the diapause eggs of this species de-
pends fundamentally on a temperature lower
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vos diapdusicos bajo condiciones desfavorables
de temperatura, es probable que éstos perma-
nezcan en esa condicion durante el tiempo que
duran en mar abierto, enfrentandose principal-
mente a temperaturas desfavorables. Sin embar-
g0, esto no es concluyente, ya que se requieren
estudios mas especificos, que aporten elementos
para apoyar la hipotesis planteada.

Existen cerca de 21 especies de copépodos
que presentan huevos diapausicos facultativos
pertenecientes a las familias Temoridae, Centro-
pagidae, Pontellidae, Acartiidac y Metridae,
presentes en aguas templadas costeras (Grice y
Marcus, 1981). Segin Johnson (1980), el estado
de reposo de los huevos permite que la mayoria
de las especies de copépodos costeros neriticos
y estuarinos sobrevivan periodos durante los
cuales las condiciones del medio son desfavo-
rables. La condicion diapausica puede resultar
como una respuesta fisioldgica de la hembra a
un medio cambiante que modifica los huevos o
como una respuesta de los huevos mientras se
hunden a través de la columna de agua hasta al-
canzar el sedimento del fondo. Johnson (1980)
encontrd, a partir de resultados experimentales
realizados con A. californiensis, que la induc-
cion de huevos diapéausicos de esta especie de-
pendia fundamentalmente de la temperatura, por
debajo de los 15°C en la region de Yaquina
Bay, Oregon, y que la salinidad no era inducto-
ra de este estado.

En los cuerpos de agua estudiados (estero
de Punta Banda y Mission Bay), las condiciones
locales de temperatura, turbidez, concentracion
de oxigeno, disponibilidad de alimento, profun-
didad y dindmica fisica, en general, conducen
a que cada poblacién tenga genotipos particu-
lares (e.g., B-C para el estero de Punta Banda
y C-D para Mission Bay), que los hacen mas
eficientes en su desempefio fisioldgico particu-
lar. Si existiesen las mismas condiciones hi-
droldégicas en ambos cuerpos de agua y un
considerable flujo genético, las poblaciones
deberian presentar los mismos genotipos y las
mismas frecuencias génicas, tal como lo mues-
tra Hedgecock (1986) para la langosta Homarus
americanus, cuando se plantea que el flujo
genético esta dado, pero la seleccion sobre cier-
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than 15°C, and that salinity was not inductive
to this stage.

In the bodies of water studied (Estero de
Punta Banda and Mission Bay), the local condi-
tions of temperature, turbidity, oxygen con-
centration, food availability, depth and physical
dynamics generally conduce each population to
have particular genotypes (e.g., B-C for Estero
de Punta Banda and C-D for Mission Bay),
which make them more efficient in their par-
ticular physiological tasks. If the same hydro-
logical conditions and a considerable genetic
flux exist in both bodies of water, the popula-
tions should present the same genotypes and
genetic frequencies as shown by Hedgecock
(1986) for the Homarus americanus lobster. He
states that the genetic flow is given, but the
selection of certain genetic compositions esta-
blishes differences among subpopulations.

On the other hand, it seems that allele C in
PGI-! in homozygote condition for the popula-
tions studied here is successful, it would not be
present to the contrary. The heterozygote geno-
types with low frequencies partially denote the
deficiency between them.

Seven species of harpacticoid copepods,
Tisbe biminiensis, T. clodiensis, T. holothuriae,
Tigriopus brevicornis and T. fulvus (Battaglia et
al., 1978) and T. californicus (Burton and Feld-
man, 1981; Burton ef al., 1979) were genetical-
ly characterized using allozymes; and four
species of calanoid copepods, two with allo-
zymic studies, Labidocera aestiva (Bucklin and
Marcus, 1985) and Metridia pacifica (Bucklin
et al., 1989), and two with DNA sequences,
Calanus pacificus (Bucklin, 1993) and Nanno-
calanus minor (Bucklin, 1994). Tigriopus cali-
fornicus has also been studied using DNA
sequences (Burton, 1993)

With respect to the copepods characterized
with allozymes, T. californicus was the most
polymorphic with a value of Py, = 0.83, with
six loci assayed (Burton and Feldman, 1981,
Burton et al., 1979). The rest varied from 0.10
to 0.50 with an average of 16.6 assayed loci,
with the exception of the high values presented
by L. aestiva of 0.78 £+ 0.10 with an average of
6 assayed loci—that according to Bucklin and
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tas composiciones genéticas establece diferen-
cias entre subpoblaciones.

Por otro lado, parece ser que el alelo C para
PGI-1 en condicién homocigota tiene éxito en
las poblaciones aqui estudiadas, de lo contrario
no estaria presente. Los genotipos heterocigoti-
cos con frecuencias bajas explican parcialmente
la deficiencia entre ellos.

Genéticamente se han caracterizado aloen-
zimaticamente siete especies de copépodos har-
pacticoides: Tisbe biminiensis, T. clodiensis, T.
holothuriae, Tigriopus brevicornis 'y T. fulvus
(Battaglia et al., 1978) y T. californicus (Burton
y Feldman, 1981; Burton et al., 1979); y cuatro
especies de copépodos calanoides: dos por
estudios de aloenzimas, Labidocera aestiva
(Bucklin y Marcus, 1985) y Metridia pacifica
(Bucklin ef al.,, 1989), y dos por secuenciacién
de DNA, Calanus pacificus (Bucklin, 1993) y
Nannocalanus minor (Bucklin, 1994). Tigrio-
pus californicus también ha sido estudiado por
secuenciacion de DNA (Burton, 1993).

Respecto a los copépodos caracterizados
por aloenzimas, 7. californicus fue el més po-
limoérfico, con un valor de Py, = 0.83, con seis
loci ensayados (Burton y Feldman, 1981; Bur-
ton et al., 1979). El resto vari6é entre 0.10 y
0.50, con un promedio de 16.6 loci ensayados.
Fueron excepciones los altos valores revelados
por L. aestiva, 0.78 = 0.10, con un promedio de
6 loci ensayados —el cual, segin Bucklin y
Marcus (1985), puede deberse en parte a un
error de muestreo— y M. pacifica, 0.77, con un
promedio de 8.4 loci ensayados (Bucklin et
al,1989). Respecto a la heterocigocidad, T.
holothuriae presenta el valor mas alto, H =
0.241 + 0.058, y T. fulvus el mas bajo, H=
0.054 + 0.036; el resto vari6 de 0.071 £ 0.032 a
0.240 £ 0.061.

El polimorfismo (P,g) para ambas pobla-
ciones fue de 0.125. La heterocigosis para el es-
tero de Punta Banda fue 0.060 + 0.060 y para
Mission Bay 0.035 + 0.035. Comparativamente,
estos parametros son de los més bajos entre las
especies de copépodos hasta ahora estudiadas.

Este es el primer trabajo realizado sobre la
variacion genética de una especie de copépodo
calanoide marino confinado en un cuerpo de
agua costero estuarino o lagunar. Se considera
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Marcus (1985) can be due in part to a sampling
error—and M. pacifica with 0.77 and an aver-
age of 8.4 assayed loci (Bucklin et al., 1989).
With respect to heterozygosity, 7. holothuriae
presents the highest value, H = 0.241 + 0.058
and T. fulvus the lowest with H = 0.054 +
0.036; the rest varied from 0.071 = 0.032 to
0.240 = 0.061.

The polymorphism (P, ) for both popula-
tions was 1.25. The heterozygosity for Estero
de Punta Banda was 0.060 + 0.060 and 0.035 +
0.035 for Mission Bay. Both parameters are
comparatively among the lowest of the copepod
species studied until now.

This is the first paper on genetic variation
of a marine calanoid species confined to estua-
rine waters or coastal lagoons. It is necessary to
conduct a more extensive study with a greater
number of assayed populations (locations) and
loci of A. californiensis to obtain a greater pan-
orama of the structural and genetic variability
of the populations. It is also recommended to
extend this kind of study to other species of re-
lated copepods.
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necesario realizar un estudio mas amplio, en el
que se ensaye con mayor numero de pobla-
ciones (localidades) y loci de Acartia califor-
niensis, para tener un panorama mas completo
de la estructura y variabilidad genética de tales
poblaciones. Asimismo, se recomienda extender
este tipo de estudios a otras especies de copépo-
dos afines.
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