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Taxonomia numérica del género
Merluccius (Rafinesque, 1810)
a partir de la electroforesis del midgeno*
por

T LLEONART y O. AGELL **

INTRODUCCION

El género Merluccius comprende un conjunto de especies v entidades
taxonémicas de menor jerarquia, cuya delimitacién e identificacidon no es
siempre sencilla. Los caracteres meristicos y morlométricos utilizados tra-
dicionalmente son muchas veces de observacion dificil {por ejemplo, el ni-
mero de vértebras o ia estructura del craneo) o subjetivos vy poco [iables
(como las manchas de la membrana branquidstega o la coloracidn general
del cuerpo). Los intervalos de variacidn sefalados por los taxeonomistas para
cada especic presentan solapamientos considerables {(Franca, 1962; Lozano
Cavo, 1965; MAURIN, 1968) Esto se 1efleja en las vacilaciones en la clasifica-
cién taxondmica de tan importante género {ANGELESCU & all., 1958). Todo ello
permite evidenciar que la causa del problema no es de origenn puramente
técnico sino que tiene raices zoogeograficas y bioecologicas.

En el presente trabajo se aplica la técnica de clectroforesis en la discri-
minacion taxonomica de algunas especies del género. Fs ya muy practicada
la aplicacion de estas técnicas a la taxonomia de muchos grupos animales
(SiBLEY, 1960; Tsuyukr & ali, 1965; TANIGUCII, 1969; ODENSE & alt.,, 1971) e
incluso de otras especies de merluza (JoNEs & Mackig, 1970}

En este trabajo, utilizamos para Ia interpretacion de los electroforeg: a-
mas los métodos de taxonomia numéiica divulgados por SNEATH & SOKAL
(1973).

Los objetivos de este trabajo entran en la linea de la contribucidén al es-
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tudio taxondmico del género Merluccius partiendo de las proteinas del mic-
geno. En este sentido, dichos objetivos no abarcan la revision o el estable-
cimiento de ]a clasificacién; no obstante es bien conocida la importancia de
la diferenciacion proteica en el estudio de las relaciones filéticas base de la
clasificacion, v desde este punto de vista las clectroforesis son parte necesa-
ria, aunque no suficiente,

EL GENERO Merluccins Rafinesque, 1810

Segun el Checlclist of fishes of the North-eastern Atlantic and of the
Mediterranear (CrorNaM) (Hureau & MonNon ed, 1973) la familia Merlucciidae
incluye los géneros Merluccius, Lyconus y Macruronus, aungue estos dos alti-
mos bajo el epigrafe incertae sedis; GREzNwoop & alf. (1966) incluye los
géneros Lyconus y Macruronus en la familia Macrouridae. En realidad las
familias Gadidae, Macrouridae y Merluciidae {partenecientes al orden de
los Gadiformes) son muy proximas entre si, y antiguamente se encontraban
unidas en una sola.

Las especies del género Merluccins son de habital epibentdnico, aungue
ciertos autores las consideran peldgicas (Mo R, 1965, WoobpHEAD, 1965); en
cualquier caso, las diferencias de orden biolégico son bastante pequefias y
uinicamente se pueden observar diferencias importantes en cuanio a su
distribucién geografica vy, en algunos casos, a la profundidad en que se
encuentran.

El mimero de especies aceptado para el género Merluccius es de alrede-
dor de 15, pero varia segun los autores. Por ejemplo, ANGELESCU & all. (1958)
dan 13 especies y 7 subespecies, mientras que Lozano Caso (1965) propone
9 especies y 10 subespecies.

En este trabajo seguiremos la nomenclatura de Capenat (1950), segun el
cual existen seis especies de merluza en el Atlantico oriental v Mediterraneo,
las cuales son, de norte a sur {fig. 1)

Merluceius nierluccius
Merluccius senegalensis
Merluccius cadenati
Merluccius polli
Merluceius paradoxus
Merluccius capensis

Sin embargo, Franca (1962) Jas considera como subespecies de Merluccius
merluccius. Siguiendo a CApENAT (1950) y LETACONNOUX (1952), consideraremos
la especie Merluccins merfuccins compuesta por dos subespecies: M. 1. medi-
terraneus, de drea de distribucién limitada al Mediterrdneo, y M. m. atlanticus,
propia del Atlintico, aunque esta divisién no estd reconocida por el CLOFNAM
{Hureau & Monob, ed, 1973).
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En este trabajo se han analizado cinco unidades taxondmicas: lres espe-
cies v las dos subespecies de Merfuccius merluccius; no se han considerado
M. polli v M paradoxus Estas unidades son, pues:

Merluccius merluccius mediterraneus
Merluccius merluccius atlanticus
Merluccius senegalensis

Merluccius cadenaii

Merluccins capensis
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MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares cuyas muestras fueron analizadas, se conservaron conge-
lados a —18°C por periodos comprendidos entre los 35 y los 60 dias; periodos
guc cacn dentro de los margenes admitidos por Arias (1973), Jones & MACKIE
(1970} v Morer {1974).

La porcién muscular escogida para extraer Ia fraccién proteica a analizar
corresponde a la regidn dorsal delantera del animal, sobre la linea lateral.

La fraccién proteica analizada comprende las proteinas solubles de Ia
miofibrilla, que corresponden a la mioglobina y a gran cantidad de enzimas
del metabolismo oxidativo de la glucosa.

Se utilizd Ia téenica electroforética llamada de gel con SDS, Ia cual se
basa en la separacién de complejos moleculares de proteina y dodeci] sulfato
sadico (SDS), unidos por fuerzas hidroldbicas. Se procede a extraer las ca-
denas proteicas y se las trata con SDS, el cual se adhiere a ellas en cantidad
proporcional a su longitud y, por consiguiente, a su peso molecular. El SDS
es un detergente anionico que, sometido al campo electroforético, arrastra a
cada proteina ascciada a una velocidad directamente proporcional al peso
molecular de la proteina {Weper & Osporxn, 1969).

La resolucion de este método es suficientemente fina como para discernir
proteinas que se diferencien en su composicidn por un solo aminodcido.

La extraccidn proleinica se Hevd a término mediante la téenica deserita
por AR1as (1973}, consistente en triturar el musculo y disolver sus componen-
tes solubles y, por métodos fisicos, separar las fracciones lipidicas. La técnica
electroforética empleada es la descrita por LasMmir (1970) v AMES (1974) los
cuales Ia utilizaron para separar proteinas de microorganismos El aparato en
el cual se han llevado a término las migraciones electroforéticas es el descrito
por S1unier {1973).

Los geles con las migraciones ya realizadas se sometieron a la tincién por
medio de las soluciones indicadas por Fairpanks & alt. (1971).

Para valorar las distintas concentraciones de cada una de ias bandas {or-
madas y tefiidas se midid su densidad odptica por medio de un densimetro
Vitatron modelo MPSS 940.000, v los resultados fueron interpretades grafica-
mente mediante un terminal de registro.

Una vez obtenidos los distintos gréaficos indicativos de las concentracio-
nes de proteinas de distinto peso molecular, para todas las especies estudia-
das, se digitalizaron tomando en la escala de migracion (equivalenie a la de
los pesos moleculares) doce puntos, siempre en los mismos valores de abscisas,
procurando que fueran Jos mas representativos de las caracteristicas genera-
les de las curvas obtenidas. Para cada uno de estos puntos, se midio la densi-
dad optica observada mediante una escala relativa, tomando como cero el pun-
to de minimo valor en cada curva. El resuitado de esie procedimiento es una
tabla de tantas columnas como punios de migracion letdos, y tantas filas como
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muestras analizadas; cada elemento de esta tabla representa, en forma rela-
tiva, la densidad optica (equivalente a la concentracidn de proteina) de la
muestra-fila para el peso molecular o punto de migracién-celumna. Una ta-
bla de este tipo es adecuada para ser analizada por métodos numéricos del
tipo que describen Snear i & Soxral (1973).

Por medio de la clasificacion aglomerativa jerarquica se han estudiado los
grupos del género Merluccius en funcidn de la similitud o disimilitud de los
espectros electroforéticos obtenidos y digitalizados del modo descrito. Con
este objetivo se han elegido tres coeficientes que miden la semejanza de todos
los pares de especies posibles; estos coeficientes son: el coeficiente de corre-
lacidn lineal de Bravais-Pearson, el coeficiente de correlacidén no paramétrica
de Spearman vy la distancia euclidiana. El algoritmo de agregacién utilizado es
el que SNEATH & SokAL {1973} describen con el acrénimo UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method using arithmetic Averages), que es el que simplilica de
manera mas objetiva la matriz de distancias o similitudes (LLEONARY, 1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la fig 2 se muestra el esquema de un electroforegrama, y en lIa 3
las curvas obtlenidas al representar graficamente las concentraciones protei-
cas de las bandas obtenidas por electroforesis de muestras de las distintas
especies,

D DT I (R

¥16. 2 Esguema del eleciroforegrama del gel con SDS del género Merheccins. El niimero

de In derecha es el peso molecular %107 de Ia proteina que constituye ka banda; el de

Ia izquierda es un mamero convencional asignade a la banda. Las 12 bandas analizadas
numéricamente en este trabajo son: 4, 7, 11, 12, 13, 13/, 14, 15, 16, 16/, 22 v 25
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Los dendrogramas que muestran las relaciones entre las especies segtn
los distintos coeficientes utilizados aparecen en la figura 4. Obsérvese que los
dos indices de correlacidn, el paramétrico y el no paramétrico, dan estructuras
idénticas de relaciones entre las distinias especies, y, sin embargo, la disiancia
euclidiana proporciona unas relaciones muy distintas.

Se puede apreciar en el dendrograma basado en la distancia euclidiana
una gran semejanza entre Merluccius capensis y M. merluccius mediterraneus,
esto se debe sin Jugar a dudas a la elevada densidad dptica de los dos ultimos
picos del electroforegrama; de hecho, el penaltimo pice sélo se muesira de
manera muy aparente en estas dos especies. La distancia euclidiana es muy
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Fig. 3 TFotodensitogramas caracieristicos de cada especie o subespecie de moerluza anali-

zada, 1 M. merfuccius mediterraneus. 2 M. capensis. 3 M. merluccius atlanticus, 4 M. se-

negalensis 5 M. cadenati. La escala adjunta sefiala los pesos moleculares x107° de las
proleinas propias de las distintas posiciones
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sensible a las magnitudes absolutas y ésta es la causa mas importante de la
semejanza de estas especies en el dendrograma, semejanza sorprendente si
tenemos en cuenta que las dreas de distribucion de estas especies son preci-
samenie las mds alejadas. Sin embargo, algunos autores han observado ante-
riormente semejanzas notables entre estas especies: L DaNois (citado por
FRANCA, 1952) v HickiinG (1933), citado por ANcELESCU & alr (1958) opinan que
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F16. 4 Dendrogramas oblenidos para clasificar las cspecies v subespecies de merluza
segun los distintos coclicientes usados. El algoritmo aplicado en todos los casos es
el UPGMA

M. merluccius se extendia hasta Africa del Sur. Smriu (1949) afirma que M
capensis es muy parecida a la merhuza europea M, merluceius. El andlisis lle-
vado a cabo basandose en ia distancia euclidiana estd de acuerdo con estas ob-
servaciones obtenidas con distinta metodologia, dandole, ademas, un cardcler
objetivo y cuantificado.

En términos generales podemos decit que M. capensis es, desde el punto
de vista de las proteinas musculares, muy distinia de M. merluccius; sin em-
bargo, ambas especies comparten un rasgo distintive muy particular que las
agrupa enire si y las separa del resto de las especies estudiadas. Aun asi, se
deberian realizar estudios con M. polli v M. paradoxus para tener el abanico
completo, del género en el Atlantico. El problema se puede plantear desde el
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punto de vista flético en relacion con la posibilidad de convergencia evolu-
tiva de las especies geograficamente extiremas, o bien con la posibilidad de
homologia por diferenciacién de las especies geograficamente intermedias.

Los resultados de los andlisis de las mairices de correlaciones tienen mas
sentido geogréfico que el anterior; en los dos casos M. capensis queda aistado
del resto, mientras que el grupo de especies septentrionales queda asociado
como muestra la figura 4. Evideniemente estos resultados son mas generales
gue los anteriores, es decir, que los coeficientes de correlacidn no conceden
mas peso a los valores de densidad més elevados, y por lo tanto, todo el es-
pectro de densidades intervienen por igual en Ia estructuracion de los grupos;
dicho de manera poco formal, la distancia euclidiana da un gran peso a unos
pocos valores especialmente elevados, mientras que las correlaciones toman en
cuenta por igual todos los valores del espectro, cualquiera que sea su valor
absoluto. La disyuntiva de decidir qué caracteristica es mas importante para
clasificar especies: el tener espectros parecidos en términos generales, o tener
partes muy diferenciadas del espectro muy parecidas, es una cuestidén que se
debe plantear en {érminos muy generales y a un nivel mucho mds tedrico an-
tes de proceder a interpretaciones empiricas.
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SUMMARY

NUMERICAL TAXONOMY OF GENUS Merfucciis DERIVED FROM THE ANALYSIS OF MUSCLE PRO-
TEIN ELECIROPH OREGRAMS. ~— The genus Merfnccins inciudes a set of (axonomic units
which not always are well defined; there is not agreement among laxonomists about
species division. The origin of these problems is more related to zoogeographical and
bioccological causes than Lo technical dilfficulties

8DS electrophoresis of muscle proteins of several species was made. The species ana-
lyzed are from South East Atlantic (M capensisy. North East Atlantic (M. seuegalensis,
M. cadenati and M. nerluccins atlanticus) and Meditereanean (M. merluceins mediterra-
neasy waters. Electrophioregrams were digitalized and the data obtained were analyzed
by methods of automatic classification Three measures of taxonomic similarity were cakb-
culated: Bravais-Pearson corrciation coefficient, non parametric Spearman rank correlation
cocfficient and cuclidean distance. The UPGMA algorithm was used to obiain the dendro-
grams which show the relationships among species

The results with both correlation cocflicients showed the same patierns and could be
interpreted from a geographical point of view. Fuclidean distance showed a strange
relationship between the geographical extreme species M capensis and M. merluceius me-
diterranens. This pattern wass due to the existence of one extra peak in the clectrophore-
gram. Whereas correlation coelficients attribute equal weight to all points of the profile,
cuclidean distance is very influenced by points with high absolute values; this effect must
be considered in order to interprele correctly taxonomic relationships among species of
Merluceius.
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