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Resumen

La pesca del robalo se lleva a cabo en todos los estados costeros de la Repiblica Mexicana (a
excepeidn de Baja California) y presenta una importancia econdmica destacada debido a los altos
precios en que se cotiza su carne, no obstante que su volumen de captura no sea muy elevado. De
las 10 especies de robalos (Centropomus sp.) presentes en aguas mexicanas, cinco habitan aguas del
litoral del Pacifico y cinco del Golfo de México. Las especies del Pacifico se distribuyen a todo lo
largo de la costa desde Sonora hasta Chiapas. Son organismos demersales, eurihalinos y
semicatddromos. Su marcada preferencia a permanecer en aguas dulces o de baja salinidad los
limita a realizar extensas migraciones en el ambiente marino. Esto podria imponer una restriccion
importante al flujo génico entre los grupos que habitan regiones separadas por extensos litorales sin
cuerpos de agua dulce intermedios, propiciando la divergencia poblacional.

Para corroborar la presencia de estructura genética poblacional en los robalos del Pacifico
mexicano se colectaron muestras de tres especies de robalos: C. viridis, C. medius y C. robalito,
provenientes de diversas localidades que fueron agrupadas en tres 0 cuatro presuntas poblaciones.
Mediante la técnica de electroforesis en gel de isoenzimas y la amplificacion de DNA polimdrfico
amplificado aleatoriamente (RAPD’s) se obtuvieron los patrones electroforéticos de los fragmentos
de DNA, mismos que fueron analizados para obtener frecuencias alélicas, estadisticos descriptivos
y estimadores de divergencia poblacional. Los resultados mostraron una variacién genética
liperamente alta comparada con otros peces con heterocigosis esperadas de 0.089 a 0.11 obtenidas
con isoenzimas y de 0.28 a 0.4 con RAPD’s. Entre las localidades muestreadas la de Mazatlan,
Sinaloa ostentd los mayores niveles de variacion para ambos marcadores y en las tres especies. La
divergencia poblacional solamente fue detectada en las especies C. viridis y C. medius mostrando
valores positivos de 0 (estadisticos F) y probabilidades significativas en la prueba exacta de
diferenciacion poblacional aplicada a datos de isoenzimas y de RAPD’s. Sin embargo, la
divergencia poblacional en C. viridis estuvo debilmente sustentada en el analisis de tsoenzimas, no
asi en el de RAPD’s. Mientras que C. robalito presenté valores no significativos en ambos analisis

y con ambos marcadores.




1.1 Introduccién

México es un pais cuyo territorio esta delimitado en su mayor parte por el mar. La gran
extension de su litoral y la excepcional situacion geografica que lo sithia en la region subtropical con
costas hacia el Océano Pacifico, Golfo de California, Golfo de México y Mar Caribe, hace de
México un pais con amplias expectativas de desarrollo en el mar. Por ello es de esperarse que la
pesca constituya un importante componente del sector productivo del pais. Las pesquerias mas
importantes del pais son las del camardn, el atin y la sardina debido a los grandes volumenes en
que son extraidos (SEMARNAP, 2000). Sin embargo, existe una variedad de organismos cuya
importancia comercial es elevada debido a que su consumo es extendido y/o su carne es muy
preciada, no obstante que son capturados en voliimenes mucho menores. Este es el caso de los
robalos.

1.1.1 La pesqueria del robalo en México

La pesca del robalo se lleva a cabo en todos los estados costeros de la Republica Mexicana a
excepcion de Baja California Norte. La importancia econdmica que la pesca del robalo tiene en los
distintos estados de la repliblica varia de un estado a otro

los ultimos 10 aiios entre la posicion 34 y la 36 en cuanto a peso desembarcado pero el valor
comercial ocupd un lugar mucho mas destacado estando entre ¢l quinto y el noveno sitio

(SEMARNAP, 2000), pues su carne se cotiza a precios altos en el mercado nacional.

Serie histérica de captura derobalas
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Fig. 1.1 Produccién nacional en peso vivo por litoral de 1987
a 2000 (SEMARNAP, 2000).
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En el Golfo de México la produccidn es entre seis y siete veces mayor que en ¢l Pacifico (figura
1.1). En este 0ltimo los mayores volumenes son pescados en los estados de Sinaloa, Nayarit,
Colima, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, aunque la produccion de cada estado reporta variaciones
considerables de un afio a otro. La produccion anual en estos estados se ha encontrado entre las 40
y las 360 toneladas de peso vivo por estado, cuya suma total estd entre 500 y 1000 toneladas
anuales producidas durante los ultimos 10 afios en toda la costa occidental (SEMARNAP, 2000,
figura 1.2). Estas diferencias se deben a la magnitud del esfuerzo de pesca y a la abundancia del
recurso. Esta iltima, a su vez depende de la interaccion entre las poblaciones de organismos y los

factores biolégicos y fisicos del ambiente (Allendorf et al., 1987).

Fi

g. 1.2 Produccion de robalo por entidad del litoral del Pacifico de 1995 a 2000
en toneladas de peso vivo (SEMARNAP, 2000).

1.1.2 Factores que afectan a las poblaciones de robalos

Entre los principales factores fisicos del ambiente que afectan a los robalos los mas importante
probablemente son la temperatura y la salinidad (Muhlia Melo ef al., 1995).

Existen ademas factores biolégicos intrinsecos a dichas poblaciones que no dependen del
entorno en el que se encuentran los organismos de una poblacion, pero cuya interaccidn con el
medio determina la abundancia del recurso, es decir, el tamafo de sus poblaciones (Smith, 1996).

La fertilidad, la estructura de sexos, la estructura de edades, el tamafio total de la poblacidn, la tasa




de reclutamiento, etc. son parametros demograficos cuya magnitud, moldeada por los factores
externos ambientales y biolégicos, se reflejan en la abundancia o escasez de un organismo (Smith,
1996). Adicionalmente existen, entre los factores bioldgicos intrinsecos de la poblacion aquellos de
tipo genético.

1.1.3 Genética y pesca

Tanto los robalos como ¢n las demas especies marinas sometidas a una extensiva y constante
explotacion corren el riesgo de disminuir el tamaiio de sus poblaciones hasta niveles que ponen en
riesgo la preservacion de la poblacion, de la especie, de la pesqueria y finalmente el equilibrio en
las relaciones troficas del ecosistema (Cushing, 1980). Existe ademas un riesgo menos evidente,
pero no por ello menos trascendente cuando las especies tienden a ser sobreexplotadas: 1a pérdida
de su variacion genética. Los recursos genéticos de una poblacién son importantes para su
preservacion y por ello deben considerarse cuando un recurso pesquero se encuentra en riesgo
{Smith, 1996). Cuando tales aspectos no se toman en cuenta y un recurso se explota sin control, fa
pesqueria de dicho recurso tarde o temprano sufrira lo que se conoce como un “colapso”, es decir,
la disminucion drastica de dicho organismo para aquellos que lo pescan y su consecuente impacto
econdmico. Esto no significa que la especie o la poblacién haya desaparecido, pero si que su
abundancia ha disminuido en tal proporcion que la relacion entre el esfuerzo de pesca y el volumen
extraido, va no hace redituable su pesca, sin mencionar el importante impacto ecolégico que tal
evento conlleve y la posibilidad de que realmente dicha poblacion desaparezca debido a otros
factores como la posible presencia de .especies competidoras o depredadores naturales (Cushing,
1980). Para evitar esto, es importante contar con la informacién adecuada acerca de la biologia del
organismo y con datos precisos que nos den idea de la situacion de las poblaciones marinas
explotadas. Los indicadores poblacionales que deben tomarse en cuenta incluyen tanto a los de
indole demografica como genética. La parte genética obtiene indicadores o estimadores de
variabilidad genética, subdivision poblacional (genética), flujo génico, etc. Aunque es
imprescindible contar con informacién de ambos tipos, los aspectos genéticos son un rubro que no
se ha tomado en cuenta en los programas de administracién pesquera, sino hasta muy
recientemente.

1.1.4 Variacion genética

El primer parametro importante que debe estimarse en un estudio genético es la variabitidad
genética. Esta es consecuencia de la accion de fuerzas evolutivas que moldean el perfil genético de
la poblacion (Hedrick, 2000). Dichas fuerzas evolutivas pueden actuar de maneras muy diversas
pero todas son variantes o combinaciones de cuatro fuerzas fundamentales: la mutacion, la deriva

génica, la seleccion natural y la migracion (Ayala y Kiger, 1989). La mutacion es una fuerza que a




nivel poblacional resulta poco importante, debido a que las tasas de mutacién promedio de los
vertebrados son extraordinariamente lentas (Hedrick, 2000; Ayala y Kiger, 1989). La deriva génica
representa todos aquellos cambios en las frecuencias de las variantes alélicas de una poblacion que
sean debidas al azar mientras que la seleccion actia basicamente eliminando o favoreciendo
aquellas variantes genéticas (y por lo tanto hereditarias) que doten a los individuos portadores de
alguna caracteristica cuya presencia se reflgja en su capacidad reproductiva (Ayala y Kiger, 1989).
Finalmente, los cambios genéticos debidos a la migracion, suceden cuando el intercambio de
organismos reproductivos entre poblaciones lleva a la introduccion de variantes nuevas en
poblaciones que no las tenian y/o a la modificacion de las frecuencias de las variantes existentes
(Hedrick, 2000, Ayala vy Kiger, 1989).

1.1.5 Estudios genéticos poblacionales

Las principales topicos que invelucran los estudios de genética en pesquerias son aspectos
poblacionales, acuacultura y de taxonomia/sistematica (Ward y Grewe, 1994). El primer apartado
utiliza el analisis de marcadores genéticos para enfocarse en cinco problemas principales (Thorpe ef
al., 2000):

I. Discernimiento de la estructura poblacional;

2. ldentificacion de unidades reproductivas discretas (“stocks™) y unidades para conservacion;

3. Analisis de poblaciones mixtas;

4. Efectos genéticos en parametros relevantes como crecimiento, supervivencia, resistencia a

enfermedades o a condiciones ambientales, etc.;

5. Desarrollo de lineas genéticas para entrecruzamiento cautivo;

Dichos topicos no son excluyentes ni independientes. De hecho el estudio de uno de ellos, sobre
todo de los tres primeros, regularmente involucra o tleva implicito el andlisis de otros. Pero el
objetivo principal que han tratado los estudios genéticos es la identificacién de “stocks”, es decir
“unidades reproductivas con integridad espacial y temporal” (Ward, 2000; Carvalho y Hauser,
1994).

La presencia de diferentes stocks en una zona de explotacion hace necesario identificarlos toda
vez que cada uno representa una entidad discreta con parametros bioldgicos propios como el
crecimiento, abundancia, fecundacion y diversidad genética entre otros (Carvalho y Hauser, 1994).
Por o tanto la administracién de la pesqueria debe ajustar las medidas de regulacion de manera
adecuada a cada stock si lo que se pretende no es solamente preservar cada una de estas unidades
sino a su potencial de repoblacion que depende de factores como abundancia, fecundidad y
adaptabilidad, mismos que a su vez dependen directamente de la variacion genética, (Smith, 1996).

Esta estructura genética y sus causas deben ser objeto de especial analisis para determinar los
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origenes y consecuencias de dicha subdivision. A su vez ello hace necesario hacer estimaciones
sobre la intensidad del flujo génico entre las poblaciones, pues la ausencia de flujo génico implica
un aislamiento de las poblaciones los que generalmente se traduce en divergencia poblacional. De
manera reciproca la existencia de flujo génico entre las poblaciones sirve como factor
homogeneizador de las frecuencias alélicas.

En el caso de los robalos el conocimiento de su variabilidad genética y su estructura poblacional
serian herramientas valiosas para una futura reglamentacion del recurso pues lo preciado de su
carne es motivo de una incesante explotacion pues, en todos los casos en los que se presente
oportunidad de pescarlo o, si aparecen en redes destinadas a la pesca de otro recurso, éste se
aprovecha por su alto precio (practicamente toda la pesca del robalo se lleva a cabo de manera

artesanal; Muhha Melo ef al., 1995).

Otra posible aplicacion de los estudios genéticos sobre los robalos es la acuacuitura. En Estados
Unidos y Sudamérica, particularmente en Brasil, se llevaron a cabo cultivos de robalos con buenos
rendimientos econdmicos por e! alto precio de la carne de robalo (Tolley y Peebles, 1998; Pereira et
al., 1997, Nomura, 1985). La informacion genética es una herramienta importante para la
acuacultura ya que el conocimiento de los niveles de variabilidad y de la hipotética presencia de
estructura genética permitiria contar con una referencia a la cual recurrir, en caso de ser necesario,
para la introduccion de variabilidad “fresca” a fin de evitar el empobrecimiento del acervo genético
det cultivo previniendo fendmenos como la endogamia y ofreciendo también la ventaja de relajar la
presion de pesca ejercidd sobre las poblaciones naturales permitiendo, asi, su recuperacion, que

probablemente sea impedida por la explotacién intensiva.

Es necesario que el conocimiento obtenido se integre en politicas eficientes de administracién
de la pesqueria. En México no existe ningin tipo de reglamentacion referente a fa pesca del robalo
ni tampoco existen datos acerca de los volumenes de captura correspondientes a las distintas
especies. En ocasiones ni siquiera se tiene reconocida en la bibliografia pesquera la presencia de
algunas de ellas.

Por ello en este trabajo se pretende profundizar algunos aspectos genéticos en poblaciones de
tres de las 11 especies de robalos que se encuentran en aguas mexicanas a fin de ampliar y
enriquecer el marco tedrico que la actividad pesquera de nuestro pais requiere para hacer un mejor

uso de un importante recurso natural de México.




1.2 Antecedentes

1.2.1 Ubicacion taxonoémica y descripcion

Los robalos que habitan aguas del continente americano son peces Teledsteos Perciformes
pertenecientes al género Centropomus, y son conocidos en las diferentes regiones con los nombres
comunes de chucumite, paleta, frijolin, etc. Este género es ¢l inico de la subfamilia Centropominae
Y, segun propuestas recientes (Mooi y Gill, 1995), también es el nico de la familia Centropomidae.

La ubicacion taxonomica es la siguiente:

Phylum Chordata
Superclase Vertebrata
Clase Euteleostomi
Subclase Actinopterygii
Infraclase Teleostei
Division Euteleostei
Superorden Acanthopterygii
Orden Perciformes
Suborden Percoidei
Familia Centropomidae
Subfamilia Centropominae
Género Centropomus
viridis
Especies medius
robalito

La sistematica de la familia ha resultado casi tan controvertida como la del género. Greenwood
(1976) definid junto con Nelson (1994) a la familia excluyendo a la subfamilia Ambassinae que fue
durante mucho tiempo permanecié en esa categoria. A su vez Mooi y Gill (1995) hicieron lo propio
al excluir a la subfamilia Latinae (ahora familia Latidae). Actualmente se considera que no existe
una famtilia hermana de la Centropomidae pero durante mucho tiempo han sido considerado como
parientes cercanos a los géneros Lates y Psammoperca de la subfamilia Latinae y recientemente se
ha reconocido evidencia en la disposicién de la musculatura que apunta hacia una cercania con la
familia Acropomatidae (Moot y Gill, 1995). La sistematica del género fue definida principalmente
por Rivas (1986), cuya aportacion principal consistio en hacer la distincion definitiva de las
especies dando fin a una serie de confusiones y sinonimias cuyo resultado fue la descripcion de
hasta 30 especies nominales de robalos, de las cuales s6lo 12 permanecen en la actualidad (Rivas,
1986; FAQ, 1995).
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Fig. 1.3 Distribucién de los robalos en el continente (Muhlia Melo et al., 1995).

De las 12 especies actualmente reconocidas de robalos (Centropomus spp.), seis se encuentran
en las costas del Atlantico y seis en costas del Pacifico (figura 1.3). 11 de las 12 especies se
encuentran en aguas mexicanas: seis en las costas del Golfo de México y del Mar Caribe
(Centropomus undecimalis, C. ensiferus, C. mexicanus, C. parallelus, C. poeyi y C. pectinatus) y
cinco en el Pacifico (C. viridis, C. nigrescens, C. medius, C. robalito y C. armatus), (Rivas, 1986).
Algunas de estas especies mantienen entre si una similitud morfologica muy grande (Tringali ef i,
1999; Rivas, 1986). Dicho parecido en tamaiio y morfologia obedece también a una cercania
filogenética establecida entre De esta manera, para cada
especie del Pacifico existe por lo menos una especie cercanamente emparentada y sumamente
parecida a ella ya sea en la misma costa o en la del Atlantico (Donaldson y Wilson, 1999), de
manera que los principales grupos taxonomicos identificados incluyen a especies de ambas costas
(Donatdson y Wilson, 1999; Tringali et al., 1999; Greenwood, 1976; figura 1.4): C. viridis y C.
nigrescens (del Pacifico) constituyen junto con C. undecimalis 'y C. poeyi (del Atlantico) el llamado
grupo undecimalis con gran semejanza en la morfologia y en el nicho ecolégico (Tringali er al.,
1999); C. medius (del Pacifico) y C. pectinatus (del Atlantico) son tan similares que resulta
practicamente imposible diferenciar organismos de estas especies en base a su morfologia si se
desconoce la costa de ta que provienen (Tringali er af, 1999; Rivas, 1986). Las especies mas
pequeiias C. robalito y C. armatus mantienen una relacion filogenética estrecha con C. unionensis
(los tres del Pacifico) y C. ensiferus (Atldntico) cuyas dimensiones son también similares. Por su

parte C. mexicanus y C. parallelus (ambos del Atlantico) adicionan sus similitudes a su cercania




filogenética. Estas relaciones no fueron comprendidas a fondo sino hasta después de la realizacion
de numerosos trabajos. El altimo de ellos, hecho por Tringali y colaboradores (1999) utiliza
técnicas moleculares como las isoenzimas y el DNA mitocondrial para obtener un resultado
consistente con los trabajos previos que incluian andlisis osteoldgicos (Greenwood, 1976; Fraser,
1968) morfométricos (Greenwood, 1976; Rivas, 1986) y meristicos (Chavez, 1963; Rivas, 1936)

entre otros.
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Figura 1.4 Arbol de maxima parsimonia que presenta los principales clados que agrupan a las doce
especies de robalos del género Centropomus, asi como la morfologia general y tamaiio relativo (Tomado
de Tringali er al., 1999),

El presente trabajo se enfoca al estudio de tres especies de robalos del Pacifico mexicano: uno
de cada uno de los tres grupos taxonémicos del género presentes en el Pacifico: C. viridis (grupo
undecimalis), C. medius (emparentado con C. pectinatus) y C. robalito (grupo ensiferus-robalito).

C. viridis de acuerdo a la descripcidn de Rivas (1986) es un pez de cuerpo robusto y grande, de
hasta 120 cm o mas (tamafio comercial aproximado de 60 cm); con un cuerpo alargado de poca

altura (FAO, 1995; figura 1.5).




an L5 C. viridis y distribucién (Rivas, 1983).
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C. medius es un pez de tamaiio medio (40 cm). Alargado y ligeramente comprimido en el dorso

pero no lateralmente; dorso elevado y vientre recto. El tamafio comercial es a partir de los 25 cm
(FAQ, 1995, figura 1.6).
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C . robalito es el mas pequefio con un tamafio maximo de cerca de 30 ¢cm. Tiene el cuerpo

alargado y se le comercializa en tamaiios de 20 a 25 cm (FAQ, 1995; figura 1.7).
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Fig. 1L7C. robalito ¥ distﬁbucién (Rivas, 1983).

1.2.2 Distribucién y habitat

Todos los robalos viven en aguas tropicales y subtropicales del continente americano: sets en
las costas del Pacifico y seis en las del Atlantico. Ninguna especie se encuentra en ambas costas.
Los del Pacifico se distribuyen desde las costas de Perd hasta Baja California Sur y Sonora (Rivas,
1986). Dependiendo de la especie dicha distribucion varia hacia el norte. C. viridis y C. medius
pueden ser encontrados hasta las costas de Sonora a la altura de Bahia Yavaros o incluso mas al
norte. Pueden ademas ser encontrados en costas de Baja California Sur extendiendo su distribucién
hasta Bahia Magdalena en la costa occidental y hasta Sta. Rosalia en ¢l Golfo de California. C.
‘robalito sin embargo alcanza su punto de distribucidn mas nordico en las costas de Sinaloa y no se
encuentra en costas de Baja California (Muhlia Melo er al., 1995).

Los robalos son peces demersales y se les puede encontrar en aguas marinas o salobres como
estuarios lagunas costeras y rios, son eurihalinos y semicatadromos (Muhlia Melo et af., 1995).
Chung (1981) los considera especies osmoconformistas o anfidromas. Se encuentran en zonas con
amplia plataforma continental con aguas templadas a calidas, y con abundancia de cuerpos de agua

dulce o salobre en contacto con ¢l mar. En funcién de que las especies mas emparentadas




comparten casi toda la morfologia y el nicho ecologico, algunos aspectos reproductivos estudiados
en unas pocas especies podrian ser igualmente aplicables a las especies que se le parecen.

Aunque los robalos podrian ser considerados como estuarinos, su habitat es mucho mas amplio
pues los adultos pueden ser encontrados tanto en ambientes completamente dulceacuicolas en el
lecho de los rios a muchos kilémetros de su desembocadura (Fuentes Castellanos, 1973, menciona
que C. poeyi se llega a pescar en el Rio San Pedro a 200 km de la costa) hasta el mar abierto. Sin
embargo en aquellas regiones en donde los cuerpos de agua dulce o salobre disponible son escasos,
los robalos son poco abundantes e incluso raros.

Las especies que viven en costas de Baja California Sur son los Gnicos que no penetran a
cuerpos de agua dulce (cuya presencia es rara y ocasional) pero si en los cuerpos lagunares costeros
(Muhlia Melo er ai., 1995).

1.2.3 Temperatura y salinidad

Los factores mas importantes que determinan la distribucion de los robalos son la temperatura y
la salinidad (Muhlia Melo ef af., 1995). Muhlia Melo y colaboradores (1995) mencionan algunos
casos histéricos en los que los descensos subitos de la temperatura han significado mortandades
masivas para los robalos en costas de Florida y Tamaulipas. Por otro lado, de las 12 especies
reconocidas de robalos, todas se encuentran en aguas tropicales pero solo cuatro habitan también
aguas subtropicales y de ellas s6lo 2 llegan a soportar temperaturas de 17 a 20° C durante la época
fria del aiio (Muhlia Melo er al., 1995). Con base en ¢l tamafio y en la distribucion de especies
como C. viridis y C. medius, podemos suponer que las dos primeras tienen una mayor tolerancia a
las temperaturas bajas que las especies pequefias como C. robalito. No obstante, los Gnicos estudios
que se han hecho se refieren a C. undecimalis y muestran que, cuando la temperatura disminuye
entre 20 y 17° C su actividad disminuye, la mortandad de robalos empieza a ios 16 a 13° C y entre
14 y 11° C los sobrevivientes entran en letargo. Entre 10 y 9° C mueren todos {Shaftand y Foote,
1983; Howells er al., 1990). En otro estudio, Chung (1981) concluyd que la temperatura dptima
para C. undecimalis, y por extrapolacion para los demas robalos es de 25 a 29° C. Un indicio sobre
el efecto que la temperatura tiene sobre las poblaciones de robalos (y presumiblemente sobre su
abundancia), puede ser la captura registrada en el afio 1982, afio en que el fendmeno conocido como
“El Nifio” tuvo una magnitud sin precedentes en aguas mexicanas, provocando anormalidades en
las temperaturas del mar de hasta 5° C en las costas de estados como Michoacéan, Guerrero, Qaxaca
y Chiapas, registrando de 25 a 30° C (contra los 23-27° C normales; NOAA, 1999), coincidiendo
asi con el intervalo de temperaturas consideradas como optimas para el desarrollo de los robalos
(Howells er al., 1990). En dicho afto se registrd un volumen inusualmente elevado de robalos

capturados en ¢l litoral del Pacifico al registrarse 1,560 toneladas, cantidad que representa entre el




doble vy el triple de lo producido en aiios precedentes y posteriores, mientras que el nimero de
embarcaciones menores {(con las que se pescan los robalos) registradas (esfuerzo de pesca) fue
menor en ese afio que en 1980 (SEMARNAP, 2000), por lo que ¢l dato anterior puede interpretarse
como el resultado de una extraordinaria abundancia de robalos en las costas del Pacifico mexicano.

Los intervalos de salinidad en los que pueden ser encontrados los robalos son muy amplios y
van desde salinidades marinas (de hasta 58.29 p.p.m. registrados para C. undecimalis) hasta aguas
totalmente dulces (0.07 p.p.m.). El agua salada es indispensable para el desarrollo de los huevos y
larvas mientras que las aguas salobres a dulces son importantes para el desarrollo éptimo de los
adultos (Muhlia Melo ef al., 1995). La combinacién de temperatura y salinidad pueden determinar
la abundancia e incluso presencia de robalos en un lugar determinado. Por otro lado, el efecto que
uno de estos factores tenga sobre los organismos también depende del otro y de un conjunto
adicional de variables ambientales y biolégicas. En este aspecto el anico factor fisico estudiado es la
minima concentracion de oxigeno que soporta C. undecimalis: 3 mL/L. (Muhlia Melo et a/., 1995).
La vulnerabilidad al frio parece acrecentarse en aguas de baja salinidad. El hecho de que la
distribucion de las especies mayores del Pacifico no se prolongue mas all4 del norte de las costas de
Baja California Sur y del norte de Sonora (Sinaloa en el caso de C. robalito} a pesar de la calidez de
las aguas det golfo de California, se debe seguramente a la baja disponibilidad de cuerpos de agua
dulce.

Uno de los factores que probablemente influyen en la preferencia de los robalos por las aguas
dulces es la disponibilidad de alimento abundante en los sisteinas lagunares y estuarinos asi como
en tos rios debido a la elevada cantidad de materia organica que producen y/o transportan.

La abundancia del alimento también puede ser un factor que determine la abundancia de los
robalos en una determinada localidad pues permite el desarrollio dptimo de los robalos.

1.2.4 Biologia

Los robalos son organismos carnivoros que se alimentan de crustaceos y peces mas pequeiios
gue eltos. El comportamiento alimenticio de C. undecimalis fue estudiado por Bérquez y Ronzani
(1998) quienes encontraron algunas sustancias atrayentes. En los estudios de contenidos
estomacales de las especies C. undecimalis, C. poeyi, C. pectinatus y C. parallelus hechos por
Chavez (1963), Fuentes Castellanos (1973) y Jiménez Valdez (1984), se encontrd gran variedad de
peces sobresaliendo Diapterus sp., Dormitator maculatus, Engraulidos, Eledtridos, Leognatidos,
Pecilidos y Gobidos entre muchos otros y crustdceos Peneidos (Penaeus aztecus y otros) y jaibas
(Callinectes spp.), ademas de proporciones menores de otros crustaceos, moluscos, insectos y
restos vegetales. No existen datos semejantes sobre las especies del Pacifico pero, con base en

observaciones personales y en la informacion anterior, podemos afirmar que muy probablemente la




dieta de los robalos de la costa del Pacifico se componga principalmente de peces Engralidos,
Diapterus spp., mojarras pequefias y otros peces, y de crustaceos Peneidos (como Penacus
vannamei y P. californiensis) presentes todos ellos en abundancia en los sistemas lagunares, rios y

estuarios en donde se alimentan y desarrollan los robalos.

La reproduccién de los robalos es un aspecto que necesita de estudios mas profundos.
Anteriormente se asumia que eran organismos gonocoricos (didicos) durante toda su vida (Muhlia
Melo ef al., 1995; Chavez, 1963). Sin embargo, Roberts y colaboradores (1999) los consideran
hermafroditas protandricos. Centropomus undecimalis desova en abril y mayo en las costas de
Florida (Taylor et al., 1998); en el Golfo de México extiende su periodo de desove hasta septiembre
y octubre presentandose con mayor intensidad en mayo y junio. C. pectinatus tiene un periodo de
desove de mayo a noviembre (Chavez, 1963). No existen datos sobre las especies menores ni sobre
las def Pacifico pero se puede suponer que similarmente sus periodos reproductivos inician en abril
a junio, tiecnen un apogeo principalmente en verano y probablemente se prolonguen algunos hasta
los meses de otefio. Los organismos de C. undecimalis alcanzan la madurez sexual entre los 340 y
390 mm de longitud (Chavez, 1963), aunque Iversen y Hale (1992) incrementaron el intervalo hasta
400 a 500 mm para los robalos de Florida. Para C. viridis (del Pacifico) este intervalo podria ser
muy parecido aunque no existen reportes al rcspecto. Lo mismo sucede con C. medius cuya
contraparte del Golfo, C. pectinatus alcanza su madurez sexval entre los 260 y 300 mm. Existen
datos sobre fecundidad de C. undecimalis, C. parallefus y C. poeyi que estiman entre unos cientos
de miles a un poco mas de un par de millones la cantidad de huevecillos por hembra (Chavez, 1963;
Iversen y Hale, 1992).

Especies del Golfo como C. undecimalis, C. poeyi, C. parallelus y C. pectinatus migran una o
dos veces al aiio de los cuerpos de agua continentales al mar con el fin de desovar (Chavez, 1963;
Fuentes Castellanos, 1973). Sus huevos son pelagicos y flotan libremente en la columna de agua
cercana a la superficie. El huevo de C. undecimalis mide alrededor de 0.7 mm de diametro y
durante el periodo posterior a la eclosion, cuando las larvas apenas miden entre 1.4 y 1.5 mm vy
hasta que alcanzan un tamafio de unos |5 mm permanecen siendo pelagicos (Johnson, 1984). Green
(1993) encontré que los prejuveniles de C. robalito aprovechan la lengua salina que empuja la
marea para penetrar en la laguna Hiuzache-Caimanero en Sinaloa. Dicha informacion podria
probablemente ser extrapolada a las demas especies dado que los prejuveniles y juveniles de otras
especies como C. poeyi, C. parailelus, C. pectinatus y C. undecimalis han sido encontrados en
abundancia en los cuerpos de agua costeros del Golfo de México un poco después de iniciada la

temporada de desove.




1.2.5 Poblaciones

Aunque no existen datos reportados es posible inferir que existen diferencias y fluctuaciones
sustanciales en la abundancia de las especies del Pacifico y las del Atlantico. Estas diferencias
pueden asumirse por varias razones. La costa del Pacifico tiene una produccién global de robalos de
alrededor de un sexto a un séptimo de lo que produce el Golfo y Caribe donde casi toda la
produccidn robalera se concentra en el Estado de Veracruz (SEMARNAP, 2000). Chavez (1963)
reporta a C. poeyvi y C. parallelus como las especies mas abundantes del Golfo. Actualmente C.
undecimalis junto con C. mexicanus son aparentemente fas mas abundantes siendo las otras
dificiles de capturar en cantidades importantes. En el Pacifico en cambio la especie mas abundante
(excepto al norte de Mazatlan) es C. robalito, encontrandose en una abundancia mucho menor C.
viridis y C. nigrescens. L.as afirmaciones anteriores se basan en las colectas realizadas por el autor;
en ellas las proporciones de individuos de C. viridis y C. nigrescens obtenidos en una localidad son
tales que el nimero de organismos de la especie mas abundante en todos los casos fue cinco o mas
veces mayor que los colectados para la otra especie en una localidad determinada. En todos los
casos las disponibilidad de C. nigrescens y C. viridis fue muche menor que la de C. robdlito. C.
nmedius tiene una abundancia intermedia. C. armatus es tan raro que ni siquiera ha podido ser
colectado para fines cientificos en los Gltimos afios de acuerdo a datos directamente obtenidos con
personal de! ICMyL (UNAM) y del CIAD de Mazatlan. En el golfo la mayor produccion (y
presumiblemente el grueso de la poblacion) se concentra en Veracruz; mientras que en el Pacifico
los mayores niveles de produccion son reportados para los estados de Nayarit, Sinaloa, Chiapas y en
menor grado por Guerrero y Oaxaca. La presencia de aguas calidas, abundancia de rios y sistemas
fagunares ricos y complejos muy probablemente sean las causas de la elevada produccion de los
estados de Sinaloa, Nayarit y Chiapas, regiones que muy probablemente también representan
nicleos poblacionales importantes. Respecto a otras variables demograficas, Chavez (1963) reporta
una proporcion de sexos consistente en 43.4% de hembras y 56.6% de machos en C. undecimalis;
alrededor de 41% de machos y 58% de hembras en C. parallelus y C. poeyi y 63.2% hembras y
36% de machos en C. pectinatus. La confiabilidad de tales cifras probablemente sea baja por ser
hermafroditas protandricos y en virtud de que se carecen de mayores datos sobre la época del afio
en que se obtuvieron estas proporctones y en distintas épocas del aiio.

Adicionalmente la abundancia de especies en ciertas regiones ha sufrido fluctuaciones
importantes en los (iltimos afios; Chavez (1963) reporta que en el puerto de Alvarado la abundancia
de C. paralielus, C. pectinatus y C. poeyi es mayor que la de C. undecimalis (calificandolas como
muy abundantes), mientras que en la actualidad dichas especies son dificiles de encontrar en dicha

region, no asi C. undecimalis. En el caso de los robalos del Pacifico el Unico que aparentemente se




mantiene abundante es C. robalito, mientras que C. viridis y C. nigrescens mantienen una aparente
relacion de competgncia donde la abundancia de uno se asocia a la escasez del otro, presentando
fluctuaciones importantes en tiempo y espacio.

1.2.6 Genética de poblaciones

Los estudios genéticos sobre robalos son limitados y estan enfocados principalmente en la
filogenia del género. Donaldson y Wilson (1999) analizaron la regién control del DNA mitocondrial
para calibrar tasas de divergencia considerando el evento de especiacidn alopatrica que originara los
grupos filogenéticos intragenéricos de robalos que ya mencionamos como consecuencia del
surgimiento del Istmo de Panama (hace 3.5 millones de afios). Tringali y Bert (1996), utilizando
isoenzimas y RFLP’s, informan que Centropomus undecimalis presenta subdivision significativa y
niveles de diversidad genética moderados en las poblaciones de Florida y el Caribe. Los mismos
autores reportan (1999) niveles moderados de variacion aloenzimatica y de secuencias
mitocondriales para el resto de las especies de robalos, encontrando valores de heterocigosis
esperadas totales menores a 0.074.

Los estudios de genética de poblaciones han utilizado diversas herramientas tedricas y técnicas
para poder estimar la variacion de las poblaciones naturales y la divergencia entre éstas. Los
estudios citogenéticos precedieron la implementacion de electroforesis de proteinas. La técnica de
isoenzimas tuvo un auge enorme desde su aparicion debido a una serie de ventajas que ofrecia sobre
otras técnicas usadas entonces (Moritz y Hitlis, 1996). Entre estas ventajas se cuenta la relativa
sencillez de los protocolos y la capacidad de discernir genotipos asignables a loci y alelos
individuales, asi como la codominancia del marcador (Pasteur et /., 1988; Moritz y Hillis, 1996),
caracteristica muy importante que no poseian algunas de las técnicas previamente usadas.
Posteriormente la aparicidon de marcadores que involucran la manipulacion de DNA, han venido
teniendo un gran auge en los ultimos afios, debido a la capacidad que tienen de estimar la variacion
presente con mayor precision. Dentro de estas técnicas resaltan aquellas que involucran a la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por su sencillez y la diminuta cantidad de tejido que
requieren. Técnicas como AFLP’s (Amplified Fragments Length Polimorfism), RAPD’s
(Randomly Amplified Polymorphic DNAs), VNTR’s (Variable Number of Tandem Repeats), PCR-
RFLP’s {Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragments Lentgth Polimorfism) aprovechan esta
ventaja para detectar vartacion entre las poblaciones. En particular, la técnica de RAPD’s (DNA
polimorfico aleatoriamente tante de bandas que son
interpretadas como presuntos loci (Lynch y Milligan, 1994). Ello resulta en una mayor significancia
estadistica, al contar con un niimero mayor de loci muestreados por organismo. Ademas, dichos loci

son andnimos y tomados al azar de todo el genoma del individuo lo que significa un muestreo mas




representativo que el andlisis de genes particulares que podrian estar sujetos a alguna fuerza
evolutiva como la seleccion (Dowling et al., 1996; Lynch y Milligan, 1994). Aunque los RAPD’s
son marcadores dominantes (lo que impide distinguir individuos heterocigotos de los homaocigos
dominantes), esta técnica ha dado resultados buenos y es aplicable a pricticamente cualquier grupo
de organismos (Lynch y Milligan, 1994). La técnica de RAPD’s es un método eficiente en peces
ofteciendo suficiente variacién intraespecifica para hacer estudios poblacionales (Dinesh et al.,
1993; Lynch y Milligan, 1994). La técnica consiste en la amplificacion por PCR de fragmentos de
DNA anénimos. Para ello se emplean oligonucleétidos iniciadores de tamafio pequeiio y secuencia
aleatoria de tal manera que se obtienen fragmentos de diferentes tamaiios y cuya presencia o
ausencia es tomada como indicativo de polimorfismo en un presunto locus.

El advenimiento de nuevas iécnicas cuyas ventajas son una mayor sensibilidad para detectar
variacidn y capacidad de analizar mayor niimero de loci que las técnicas tradicionales, ha originado
un debate acerca de la aplicabilidad de técnicas convencionales. Sin embargo no existe ain una
técnica que posea todas las ventajas. Por ello se considera que los mejores resultados son obtenidos
con la combinacidn de técnicas distintas que complementen sus aspectos mas ventajosos (Moritz y
Hillis, 1996).

2.1.7 Caracteristicas de las regiones muestreadas
En el Pacifico norte mexicano la distribucion de las especies C. viridis y C. medius tiene su limite
entre la bahia de Yavaros y Guaymas (Sonora), donde dichos organismos son escasos,
prabablemente debido a la escasa dispombilidad de cuerpos de agua duice en la regién (Muhlia
Melo et al, 1995). Hacia Sinaloa, la costa se caracteriza por tener una plataforma continental
relativamente amplia y de leve pendiente, donde se presentan mayor cantidad de desembocaduras
de rios, ademas de sistemas lagunares extensos y complejos (practicamente ausentes en  Sonora),
asociados a esteros, marismas y pantanos (Amezcua Linares, 1996), como el sistema lagunar
Huizache-Caimanero. Esta mayor disponibilidad de cuerpos de agua continental conectados al mar,
y la presencia de temperaturas dptimas para los robalos (25 ° C promedio anual en Mazatlan;
Amezcua Linares, 1996), probablemente son causales de la mayor abundancia de robalos en la
region pues la produccion de dicho estado s considerable (SEMARNAP, 2000). Al sur de Sinaloa
encontramos el complejo sistema lagunar de Nayarit en donde los sistemas Tecapan-Agua Brava,
Mexcaltitlan y otras asociadas a esteros, marismas, pantanos y las vertientes de una mayor cantidad
de rios como Acaponeta, San Blasito, Rosa Morada, San Pedro y Santiago que afectan
notablemente los procesos del litoral aportando sedimentos, materia orgdnica y nutrientes (Amezcua
Linares, 1996). Aqui, donde la disposicion de agua dulce es mayor atin que en Sinaloa, y las aguas

son mas calidas, la abundancia y produccion de robalos es muy alta (ver figura 1.2).




Adicionalmente, fendmenos como “el Nifio” han tenido un impacto interesante en las temperaturas
del agua, registrandose en algunos afios (por ejemplo 1998) en la regién de Nayarit temperaturas
mayores que en el resto de la costa del Pacifico donde se encuentran robalos (NOAA, 1999). Los
estados de Jalisco y Michoacan en general siempre han registrado una produccion de robalos baja
en relacion con la extension de su litoral. Dicha zona que en general es de baja produccion de peces
demersales debido a factores como la estrechez de la plataforma continental seguida por una
abrupta pendiente, y la escasa disponibilidad de cuerpos de agua dulce que solamente incluyen a las
desembocaduras de rios y esteros, pues no existen practicamente lagunas costeras, resultan en la
poca abundancia de robalos en la zona. Por ello consideramos a ésta como una zona intermedia
entre la poblacion de las costas de Nayarit y las de los estados de Guerrero y Oaxaca donde las
condiciones son un poco diferentes: la temperatura del agua en la costa y el continente es mas calida
que las de los estados de Nayarit y Sinaloa (alrededor de 27.5 © C en promedio anual; Amezcua
Linares, 1996), ademas de que existen abundantes lagunas que cubren grandes extensiones y una
considerable cantidad de rios que desembocan en las lagunas o directamente al mar como: ¢l Balsas,
Ixtapa, San Jerdnimo, Coyuquilla, San Luis, Tecpan, Atoyac, Coyuca, la Sabana, Papagayo y
Omatepec, que, al igual que en la zona norte influyen significativamente en la dinamica costera,
principalmente en fo que se refiere a temperatura, salinidad, y aporte de sedimentos y nutrientes
(Amezcua Linares, 1996). La abundancia de robalos no alcanza los niveles que en Nayarit o

Sinaloa, lo que se ve reflejado en una produccion moderada (SEMARNAP, 2000).

2.1 Hipdtesis

La caracteristica de los robalos a permanecer y limitar sus migraciones en torno a aguas
continentales limita su desplazamiento a través del mar, lo que probablemente implique una
restriccion importante al flujo génico entre las poblaciones de robalos. Dicha restriccion podria
haber permitido la divergencia genética poblacional por efecto de fuerzas evolutivas como la
seleccion natural o la deriva génica pues las poblaciones de robalos continuamente sufren

fluctuaciones importantes en su tamaiio por causas naturales y por la pesca.




2.2 Objetivo General:

Evaluar el grado de variabilidad y diferenciacion genética poblacional en robalos de las
especies Centropomus viridis, Centropomus medius y Centropomus robalito de diferentes regiones
del Pacifico mexicano mediante electroforesis de isoenzimas y de los fragmentos polimoérficos de

DNA amplificados aleatoriamente (RAPD’s).

3. Métodos

3.1 Muestreo

3.1.1 Localidades muestreadas

Se llevaron a cabo colectas en distintas localidades de la costa del Pacifico agrupando a los
organismos obtenidos en presuntas poblaciones (figura 3.1; tablas 3.1, 3.2 y 3.3) con base en los
siguientes criterios:

1) Las procedentes del estado de Sonora y norte de Sinaloa donde los robalos presentes (C.
viridis v C. mediuy) parecen poco abundantes, la temperatura continental es extrema y los cuerpos
de agua dulce son escasos.

2) Las procedentes de la parte central y sur del estado de Sinaloa donde parecen ser mayores las
poblaciones y los cuerpos de agua dulce o salobre son mas abundantes, ademas de que las
temperaturas continentales son mayores y por lo tanto las de los cuerpos de agua continentales.

3) Las procedentes de los sistemas lagunares de Nayarit donde parece haber condiciones de
temperatura que permiten que 1os peces en algunas temporadas sean excepcionalmente abundantes.

4) Las procedentes de toda la costa al sur de Jalisco y Michoacan principalmente de los estados
de Guerrero y Oaxaca donde el clima es menos extremoso y las especies son abundantes.

5} En el caso de C. robalito ademas se consideraron como poblaciones separadas las
provenientes de Acapulco-Laguna de tres palos (Guerrero) y Pto. Escondido (Oaxaca) debido a que
la distancia entre localidades es mayor a 100 km. y el nimero de organismos colectados de dichas

poblaciones fue mayor a 20 individuos.
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Fig. 3.1 Ubicacién dc las localidades muestreadas en las costas del Pacifico mexicano.

3.1.2 Colecta de tejido.

Los organismos fueron adquiridos directamente con las cooperativas de pescadores locales, en
los mercados locales de pescado o con pescadores independientes. Ademas se incluyeron un total de
36 muestras de tejido donadas por el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD)
de Mazatlan adquiridas de colectas hechas por personal de dicho centro. Una vez identificados,
pesados y medidos, los organismos fueron eviscerados y etiquetados. Se extrajo una porcion de
tejido muscular proveniente del tercio posterior del cuerpo. Dicha muestra inmediatamente fue
almacenada en nitrogeno liquido para su preservacion hasta el traslado al laboratorio en donde fue

puesto en ultracongelacién (a —70° C).
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‘Tablas 3.1 Datos de muestreo de C, viridis.

Poblacion N pob. Localidad N Fecha colecta
Laguna de 3 Palos, Guerrero 5 03-0ct-98
Guerreo-Qaxaca 30 Laguna de Chacahua, Oaxaca 18 02-jun-00
Estero El Corratillo, Oaxaca 7 03-jun-00
San Blas, Nayarit 6 05-jul-99
San Blas, Nayarit 2 02-oct-00
Nayarit 23 | Laguna Agua Brava, Nayarit* ] 19-ene-96
£l Chirimoyo, Nayarit 3 07-may-99
Laguna Agua Brava, Nayarit 11 10-sep-99
Mazatlan, Sinaloa 18 (3-feb-98
Mazatlan, Sinaloa 2 05-may-99
Sinaloa 32 | El Yugo, Mazatlan, Sinaloa 6 06-may-99
Mazatlan, Sinaloa 1 i1-sep-99
Boca de la Isla La Piedra, Mazatlan, Sinaloa* 5 07-oct-98
Los Mochis-Sonora 11 Bocochibampo, Sonora* | 23-nov-95
Los Mochis, Sinaloa 10 05-0ct-00
Tabla 3.2 Datos de muestreo de C. medius
Poblacién N pob. Localidad N Fecha colecta
Acapulco, Guerrero 6 10-jul-99
Guerrero-Qaxaca 27 Laguna de Chacahua, Oaxaca 2 02-jun-00
Puerto Escondido, Oaxaca I 02-jun-00
Estero El Corralillo, Oaxaca i3 03-jun-00
El Chirimoyo, Nayarit ] 07-may-99
San Blas, Nayarit 3 05-jul-99
Nayarit 23 San Blas, Nayarit 13 02-0ct-00
Laguna Agua Brava, Nayarit ] 10-sep-99
Laguna Agua Brava, Nayarit* 3 19-ene-96
Mazatlén, Sinaloa 9 10-sep-99
Sinatoa 27 Zona Marmol-Piaxtla, Sinaloa* 19 3-17-sep-95
Barra de Piaxtla, Sinaloa* 1 19-mar-96
Tabla 3.3 Datos de muestreo de C. robalito.
Poblacion N pob. Localidad N Fecha colecta
Laguna de Chacahua, Oaxaca i 02-jun-00
Qaxaca 21 Puerto Escondido, Oaxaca 14 02-jun-00
El Corralillo, Oaxaca 6 05-jun-00
Guerrero 23 Laguna de 3 Palos Guerrero 22 03-0ct-98
Acapulco, Guerrero | 10-jul-99
Tuxpan, Nayarit 15 06-may-99
Nayarit 30 El Chirimoyo, Nayarit 9 07-may-99
San Blas, Nayarit 6 05-jul-99
Mazatlan, Sinaloa 20 05-feb-98
Sinaloa 29 Mazatldn, Sinaloa 4 05-may-99
Laguna Huizache-Caimanero, Sinaloa* 3 27-jun-97
Laguna Huizache-Caimanero, Sinaloa* 2 11,30-sep-97

* Muestras donadas por el Laboratorio de Ictiologia y Biodiversidad del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD) de Mazatlan.
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3.2 Trabajo experimental

3.2.1 Isoenzimas

Para la obtencion de los extractos proteicos se utilizd aproximadamente una porcién de 0.5 a 1.0
g de tejido muscular mas una proporcién equivalente (0.5-1.0 mL) de solucién homogeneizadora
(0.01M Tris, 1.21 g/l ; 0.00IM EDTA, 0.37 g/ ; NADP, 40 mg; pH 6.8). El tejido se macero y
posteriormente fue centrifugado a 5,000 r.p.m. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y
utilizado como extracto proteico. Para la electroforesis se cortaron tiras pequefias (2x13mm.) de
papel filtro (Wathman No. 3), mismas que se introdujeron en cada uno de los extractos proteicos de
cada organismo y colocadas en geles de almidon al 1.2% (Sigma, S-5651) para ser sometidos a
electroforesis utilizando los sistemas de amortiguador (“buffer”) Tris-Glicina (Pasteur ef a/., 1988)
y Tris-Citrato Il (Selander et al., 1971). Los corrimientos se realizaron a 4°C (en refrigerador) a 240
voltios (V) y 25-35 miliamperes (mA) durante 20 horas en Tris-Glicina y a 80 V y 45 mA durante
aproximadamente 12 horas en Tris-Citrato II. La Tabla 2 muestra las enzimas ensayadas y los
sisternas de buffer empleados, asi como el nimero de loci detectados. Una vez terminado el
corrimiento se procedid a cortar el gel en rebanadas delgadas y se adicionaron a cada una
aproximadamente 50 mL de una solucion de tincidn histoquimica (especifica para cada enzima) a
una rebanada del gel. Las soluciones fueron preparadas conforme a protocolos previamente
establecidos para isoenzimas (Shaw y Prasad, 1970; Pasteur et /., 1988; Apéndice 1). Las enzimas

analizadas se muestran en la tabla 3.2.

3.2.2 RAPD’s

Se llevé a cabo el aislamiento de DNA genémico de 24 muestras de cada poblacién y cada
especie mediante la técnica de doble extraccién con fenol-cloroformo-alcohol iscamilico que

consiste en los siguientes pasos:

1. Macerado de una porcién de 0.1 a 0.5 g de tejido muscular con bisturies estériles.
Posterior incubacién a 55 ° C en 800 a 1000 pi. de solucién amortiguadora (“buffer”) de
extraccion (10 mM Tris, 0.1M EDTA, 0.5% SDS, pH 7.8, estéril y 30 pl. de Proteinasa
K, 100 mg en 5 mL) de 1 a 3 horas. Con una opcional prolongacién de la incubacion (1 a

3 horas mas y otros 30 L. de Proteinasa K).

2. Extraccion con 600-700 pL de fenol equilibrado e incubacion durante 5 minutos seguida

de centrifugacion a 14,000 r.p.m. durante 5 min. Transferencia del sobrenadante a un
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tubo nuevo, seguida de doble extraccion con 600-700 puL de fenol-cloroformo-alcohol

ispamilico (24:24:1) e inmediata centrifugacién a 14,000 r.p.m. durante 5 min.

_.—-——‘#‘E Colecta de organismos

Preservacion de tejido - - - -

? Extracto Proteico
Interpretacion de zimogramas

¢
“ Muestra T
y

=
.

Tincidn
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Figura 3.2 Esquema resumido de la técnica de isocenzimas: Después de colectar los organismos y
obtener una porcién de tejido muscular, se obtiene un extracto proteico homogeneizando una poreién
de tejide con buffer. Para la electroforesis se moja un pedazo de papel filtro en el extracto proteico v se
coloca en el interior del gel junto con los de otros 30 organismos. El gel se pone en contacto con un
buffer determinado al cual se aplica corriente electrica. Después de un tiempo determinado por el
voltaje y amperaje aplicados y el sistema de buffer utilizado, se extrae el gel y se¢ rebana. Cada
rebanada se coloca en una bandeja donde se adiciona una solucién con sustratos y reactivos que
producen un precipitado de color que tifie el gel en las regiones en donde se encuentran las diferentes
isoformas de la enzima en cuestién, El patrén observado es fotografiado e interpretado.

3. Transferencia del sobrenadante a un tubo nuevo, seguida de doble extraccion con 600-
700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 e incubacion por espacio de 5 min. y

centrifugacion a 14,000 r.p.m. durante 3 minutos.

4. Transferencia del sobrenadante a un tubo nuevo, seguida de la adicién de una proporcion
de 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M y etanol (100%) frio (-20° C) hasta

completar el tubo. Incubacién durante media hora o toda la noche.




Centrifugacién a 14,000 r.p.m. para la formacion de la pastilla (“pellet”™) seguida de una
decantacion y adicion de 800 uL (lavado) de etanol al 70% con solucion amortiguadora
TE (10mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8) a -20° C. Homogeneizacion suave seguida de
centrifugacidn a 14,000 r.p.m. Decantado y secado de la pastilla en el tubo. Este paso se
realiza dos veces con etanol al 70% (con TE)} y después se adicionan 100 pL de TE para

almacenarlas a —=70° C.

Para llevar a cabo las reacciones de PCR primero se cuantificé el DNA obtenido de cada

muestra utilizando un fluorémetro DyNA Quant 200 marca Hoefer de Pharmacia Biotech para lo

cual se sigui6 el procedimiento estipulado por el fabricante que consiste en:

Preparacion de la solucién de ensayo para mediciones de bajo rango (10 a 500 ng de
DNA) adicionando 10 pL de solucién base de Hoechst {preparada con 10 mL de agua
bidestilada estéril y 10 mg de Hoechst dye H 33258 Sigma) a 10 mL de “buffer” TNE
10X (0.2 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.4) v 90 mL de agua bidestilada

estéril,

Preparacion de la solucion de DNA Standard: adicionando 10 pl de Stock de DNA
standard (Img/mL) Calf Thymus DNA (Sigma D-0805) a 10 puL de “buffer” TNE 10X y

80 ul. de agua bidestilada estéril.

Preparacion del *“ensayo blanco™ con 2 mL de solucion de ensayo de bajo rango para
posicionar en cero la lectura; adicion de 2 1L de la solucién de DNA Standard, mezclado

ligero e insercion de la cubeta en el aparato para calibrar tecleando el valor de 100 ng/mL

Retirado, vaciado, enjuagado (con agua bidestilada) y secado de la cubeta seguido de
adicién de otros 2 mL de solucion de ensayo de bajo rango para posicionar en cero el
aparato y después adicionar 2 pl. de la muestra de DNA que se pretende cuantificar.

Tomado de la lectura y repeticion de este paso para cada muestra que se cuantifique.

Una vez cuantificado el DNA de las muestras se hicieron diluciones a fin de obtener para cada

muestra una solucidon con | ng de DNA por puL de solucién. En la fase de estandarizacion de la

técnica se hacen pruebas con distintas concentraciones de DNA de la muestra asi como de otros

componentes de la reaccién de PCR como son la solucion de clorure de magnesio (MgCl,) para

utilizar las que presenten mejores resultados. En este caso se utilizaron concentraciones de Ing/pL

de templado de DNA y 1.6 pL de solucion de MgCl, 60mM.




Para el PCR se llevaron a cabo ensayos para determinar que oligonucledtidos iniciadores o
“primers” resultaban convenientes, de tal manera que se ensayaron un total de 40 “primers” de las
series OPF y OPA de la linea de “primers” aleatorios para RAPD’s de la marca Operon. Se
eligieron los siguientes: OPF-10 (5’-GGAAGCTTGG-3") para las 3 especies, OPF- 9 (5°-
CCAAGCTTCC-3") para C. viridis y OPF-13 (5’-GGCTGCAGAA-3") para C. medius y C.

robalito.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25 pl. aprox. por muestra, que

contenian lo siguiente:
2 pL de primer;
15.25 ul de agua bidestilada,

2.5 uL de Buffer de PCR 10X (100mM KCI, 200mM Tris-HCI pH 8.8, 100mM (NH,4),S0,
10% Triton X-100, 100 pg/mL BSA) proporcionada por el proveedor de la polimerasa;

4 pl de solucién de nucledtidos trifosfato (NTP’s) hecha con 125 pL de cada solucion de cada

nucléotido (ATP, CTP, GTP, TTP)a 10mM y 500 pl de agua bidestilada estéril;
0.25 uL de Taq DNA Polimerasa marca BioSelec;
1.25 pL. de templado de ADN;
1.6 uL. de sol. de MgCl; 30X (60mM);

Se llevaron a cabo tres reacciones por cada muestra de cada organismo (una para cada primer) y
se sometieron a un PCR consistente en un paso inicial a 94° C por un minuto para desnaturalizar
todo el DNA del templado; 44 ciclos con tres pasos cada uno: 94° C por un minuto para
desnaturalizar los fragmentos seguido de un minuto a 37° C (temperatura de alineamiento de los
“primers”) y dos minutos a 72° C (temperatura de extension o polimerizacion). Se agrega un paso al
final para permitir la extension de fragmentos incompletos durante 15 minutos a 72° C. El tiempo
total de cada PCR fue de alrededor de cinco horas con 30 minutos y se llevaron a cabo en un

Termociclador Gene Cycler marca Bio-Rad.

Los productos resultantes del PCR fueron separados y visualizados en geles de agarosa al 1.4 %
(agarosa Gibco BRL Cat. 15510-019 de Life Technologies) y tefiidos con solucion de bromuro de
etidio (10mg/mL Gibco) adicionado al prepararse el gel: 5.2 pL por cada 100 ml de buffer TBE 1X
pH 8.0 (este ultimo se prepara diluyendo TBE 5X estéril, 0.5 M Tris, 0.45 M acido bérico anhidro,
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SmM EDTA) el cual sirve también como buffer de electrodo. Las electroforesis horizontales s¢

corrieron a 90 V y 80-100 mA por 1 hora 45 minutos aproximadamente.

Los productos asi separados se visualizaron en un transiluminador UV standard (300 nm) y se

fotografiaron con pelicula Polaroid instantanea tipo 667 150 3000 utilizando un filtro anaranjado.

Posteriormente las fotografias fueron analizadas y se descartaron las bandas menos consistentes
para lo cual se llevaron a cabo reacciones de PCR adicionales utilizando un gradiente de
temperatura de + 8° C para la temperatura de alineamiento de los iniciadores al templado. Las
bandas que mas facilmente desaparecian en las filas correspondientes a temperaturas diferentes de

la temperatura de alineamiento tedrica {Tm) calculada fueron descartadas.

Tanto para RAPD’s como para isoenzimas, se construyo una base de datos conteniendo la
informacion obtenida de la interpretacion de los geles, en el formato requerido por el programa

TFPGA (Miller, 1998) y Arlequin (Schneider et ol., 2000).

3.3 Analisis

Mediante los programas computacionales TFPGA (Miller, 1998) Arlequin (Schneider er al.,
2000) se obtuvieron las estimaciones de: frecuencias alélicas, distancias e identidades genéticas
(Nei, 1972; 1978), los estadisticos F de Weir y Cockerham (1984): F, 0 y f que corresponden al
coeficiente de endogamia, al coeficiente de “coancestria” de genes dentro de una poblacion (y que
equivale al grado de divergencia intrapoblacional) y a la endogamia intrapoblacional,
respectivamente. Las estimaciones de Fgr de Reynolds et af. (1995} fueron analizados en el
programa Arlequin (Schneider e al., 2000). La aplicacién de pruebas estadisticas de desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (Haldane, 1954) se llevaron a cabo mediante el programa TFPGA
(Miller, 1998) en el cual también se llevd a cabo la prueba de probabilidad exacta de Raymond -y
Rousset, {1995) que consiste en un andlisis de contingencia para cada locus polimérfico
obteniéndose, en el mismo proceso, valores de probabilidad mediante la Prueba de Probabilidad
Combinada de Fisher (Sokal y Rohlf, 1995). Adicionalmente, el programa obtuvo valores de error
de estimacién mediante la generacion de remuestreos aleatorios mediante la simulacién de Monte

Carlo, utilizando 20 ciclos consistentes de 1000 permutaciones cada uno. Dicho programa
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Figura 3.3 Esquema resumido de la técnica de RAPD’s: Una vez extraido el DNA genémico de una
porcién de tejido, este se cuantifica en un fluoroémetro. Una vez conocida la concentracion de todas las
muestras, se hacen diluciones para obtener una concentracién de 1 ng/uL. El templado de DNA (ya
diluido) se somete a una reaccién en cadena de polimerizacién o PCR consistente en 44 ciclos con 3
pasos cada uno: una desnaturalizacién inicial a 94° C, una alineacidén de los iniciadores (“primers™) a
37° C y una polimerizacién o extension de nuevas cadenas complementarias de DNA por accién de la
polimerasa. El DNA amplificade de esta manera se separa mediante electroforesis en geles de agarosa

tefiidos con bromuro de etidio y visnalizados con luz UV. Entonces se fotografian para su posterior
interpretacion y andlisis.
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también fue utilizado para construir dendrogramas basados en estimaciones de distancias genéticas
usando la técnica de UPGMA (Uunweighted-Pair Group Method with Aritmetic Means) de acuerdo
a Swofford y Olsen (1990). Los estimadores de divergencia poblacional 8 y Fsy, los estimadores de
migracion MO (que equivalen al nimero efectivo de migrantes por generacion) fueron obtenidos
como se indica en Slatkin, (1993) y con el programa Arlequin. Adicionalmente, se construyeron
matrices con los logaritmos de las distancias geograficas, con los logaritmos de los estimados de
migracion (M8) y con los valores de Fgr, las cuales fueron comparadas mediante una prueba de
Mantel (Mantel, 1967; Sokal, 1979). Adicionalmente se llevé a cabo un Anilisis de Varianza
Molecular para probar la estructura genética sugerida por los arboles construidos con distancias
genéticas y Fgr obtenidos tanto con isoenzimas como con RAPD’s. En dicho analisis se compararon
las varianzas entre grupos de poblaciones (de acuerdo a los arboles generados), entre poblaciones y
dentro de las poblaciones y se obtienen estimaciones de significancia de las diferencias encontradas
(Excoffier et al., 1992). El programa Arlequin también fue utilizado para llevar a cabo una Prueba

Exacta para detectar desequilibrio de ligamiento entre pares de loci (Slatkin, 1994),

4. Resultados

4.1 Isoenzimas

Se resolvieron satisfactoriamente nueve enzimas con un total de 12 loci para cada especie (tabla
4.1). En todas las especies ocurrié que, debido a las bajas frecuencias de muchos alelos y a su
aparicion casi exclusivamente en una sola poblacion, el polimorfismo y la heterocigosis detectada
para cada poblacion con frecuencia resultaron muy distintos de los valores globales (tabla 4.2). La
heterocigosis observada fue menor en todos los casos a la esperada, pero de manera mas notoria en
C. medius (ver tabla 4.2). Los porcentajes de polimorfismo son mostradoes en la tabla 4.2, Debido a
que la mayoria de los loci que presentaron variacion tenian frecuencias cercanas al 95 % del alelo
mas comin, se considerd conveniente incluir también el criterio 99 % (tabla 4.6) ya que la simple
exclusion o inclusion de unos pocos organismos (incluso de uno solo) significé la diferencia entre
una categoria y otra.

Las frecuencias alélicas encontradas para aquellos loci que resultaron polimérficos (con el
criterio del 95%) se muestran en las tablas 4.3, 4.4 y 4.5 donde también se pueden observar las
heterocigosis observadas de cada locus, mostrandose que la especie con mayor cantidad de loci

polimorficos (con criterio del 95%) fue C. medius.
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En las comparaciones entre poblaciones encontramos que la poblacion de Sinaloa acapara una
cantidad importante de variacion en las tres especies (Tabla 4.2).

Los loci que no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg segiin la prueba de probabilidad exacta
de Haldane (1954) se muestran en la tabla 4.6. En todos los casos las desviaciones mostradas por
los alelos GPI mostraron un importante exceso de heterocigotos mientras que para los alelos de

enzimas peptidasas, PGM y 6 PGD mostraron déficit de los mismos.

Tabla 4.1 Loci resueltos y sistema de “buffer” utilizados para el anilisis de isoenzimas en las diferentes
especies de robalos analizadas.

Nombre de la Enzima No. de | Buffer Polimorfica para
loci
Ciridis | Cmedius | Crobalito

Glucosa fosfato isomerasa (GPI) 2 T.Gly Si Si Si
Dipeptidasa leucina-alanina (LA) 2 T.Gly Si Si Si
Dipeptidasa fenilalanina-prolina (PAP) | T.C.11 Si Si Si
Tripeptidasa leucina-glicina-glicina (LGG) 2 T.Gly Si Si
Fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) 1 T.C.11 Si Si
o-Glicerofosfato deshidrogenasa («-GPD) 1 T.C.11

Isocitrato deshidrogenasa (ICD) 1 T.C.11

Lactato deshidrogenasa (LDH) 2 T.C.I1

Malato deshidrogenasa (MDH) 1 T.C.11

Fosfoglucomutasa (PGM) 1 T.C.H Si Si Si
Glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) 1 T.C.II

Nota: Nomenclatura de acuerdo a Shaklee ez al., 1990.

La presencia de estructura genética poblacional solo fue detectada en las especies Cemtropomus
viridis 'y Centropomus medius. Dicha diferenciacion resulté muy tenue y solamente resultd
significativa en algunos casos cuando se compararon pares de poblaciones. En el caso de C. viridis
los valores de 9 (estadisticos F) resultaron menores a su desviacion estandar, lo que impide afirmar
que exista diferenciacion significativa debido a la magnitud del error (tabla 4.7). Los valores
estimados de 0 y Fgr de Reynolds er al. (1983) solo presentaron diferenciacion significativa entre la
poblacion de Guerrero-Oaxaca y la de Sinaloa (tabla 4.8 y 4.11). Los valores de significancia en la
prueba exacta de Raymond y Rousset (1995) arrojaron el mismo resultado (tabla 4.11). Las
distancias genéticas (Nei, 1972) entre pares de poblaciones fueron pequeiias v no del todo
congruentes con las distancias geograficas y la ubicacién de las poblaciones. La comparacion de

matrices de distancias geograficas y sus logaritmos contra distancias genéticas, estimados de
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migracioén y Fgp no presentaron correlacion alguna siendo en todos los casos el coeficiente de
correlacion menor a 0.66, por lo que no fue posible afirmar la presencia de aislamiento por distancia
entre las poblaciones.

En el caso de Centropomus medius la diferenciacion poblacional fue mas evidente; los valores
de 6 asi como los de Fgr resultaron significativos entre los pares de poblaciones: Guerrero-Oaxaca -
Nayarit y Guerrero-Oaxaca — Sinaloa siendo mas altos que los estimados para C. viridis (tablas 4.7
y 4.9). La prueba exacta también resulté significativa tanto en el andlisis simultaneo para todas las
poblaciones como en el analisis entre pares de poblaciones exceptuando al analisis entre la
poblacién de Nayarit y la de Sinaloa (p=0.6816; tablas 4.7 y 4.11). La comparacién de matrices de
distancias geograficas y genéticas presentd un coeficiente de correlacion muy alto (0.999) al igual
que el obtenido entre matrices de distancia geografica y Fgr (0.998) por lo que se considerd que el
aislamiento por distancia tiene un efecto importante en la divergencia poblacional revelada con
isoenzimas.

Tabla 4.2 Heterocigosis esperada, sin sesgo (He) y observada (Ho) por
poblacién y por especie, y polimorfismo con criterio de 95% y 99%.

Especie Pob. He Ho 95% 99%
Gue-Oax 0.0578 0.0547 8.33 357!
C. viridis Nayarit 0.0895 0.0833 28.57 42.85
Sinaloa 0.1497 0.1136 50 64.28
L. M-Son 0.1018 0.0833 28.57 28.57
Total 0.1023 0.0842 28.57 64.28
Gue-Oax 0.0967 0.0513 21.42 42.85
C. medius | Nayarit 0.0714 0.0417 21.42 42.85
Sinaloa 0.2227 0.0446 35.71 42.85

Total 0.0894 0.0461 35.71 50
QOaxaca 0.118 0.0913 35.71 35.71
C. robalito Guerrero 0.098 0.1051 14.28 28.57
Nayarit 0.0963 0.0917 28.57 28.57

Sinaloa 0.1326 0.1139 42.85 50
Total 0.1115 0.1010 0.2142 42.85

Centropomus robalito tue la Gnica especie que no presentd diferenciacion poblacional alguna
pues los valores de 8 no presentaron valores significativos (tablas 4.7 y 4.10). La aplicacion de la
prueba exacta de Raymond y Rousset (1995) no arrojé valores significativos en el anélisis
simultaneo de todas las poblaciones ni en el analisis con pares de poblaciones (tablas 4.7 y 4.11).
Tampoco fue detectada alguna correlacién entre matrices de distancias geograficas y distancias
genéticas (tabla 4.14) o Fgr.

Un analisis de UPGMA generé los drboles mostrados en las figuras 4.2, 4.4 y 4.6,

Los estimados de migracion dados en nimero de migrantes por generacion obtenidos mediante

el programa Slatkin se¢ muesiran en la tabla 4,15,
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Tabla 4.3, 4.4 y 4.5 Frecuencias alélicas en loci
polimérficos (95%). Los nimeros en la columna
de la derecha corresponden al alelo y Ho a Ia
heterocigosis observada en el locus respectivo. La
N al final de la tabla corresponde al no. de genes
muestreados en cada poblacién.

C. viridis

Localidad/ Gue-Oax | Nayarit | Sinaloa | L M-Son

Locus, alelo

Gpi-2*

107 0.0156 | 0.0000 | 0.0455 | 0.0000

105 0.3906 | 0.4318 | 03939 | 0.4000

100 05625 | 0.5682 | 05606 | 0.6000

97 0.0313 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 C. medius

Ho 05000 | 06818 | 05758 | 06000 Localidad/ Gue-Oax [ Nayarit | Sinaloa

La1* Locus, alelo

102 0.0156 | 0.0000 | 0.0000 | 0.000G Gpi-2*

100 09844 | 0.9318 | 08935 | 0.8000 107 0.0192 | 0.0227 | 0.0357

58 0.0000 | 0.0682 | 0.1067 | 0.2000 105 08462 | 09545 | 09643

Ho 0.0313 | 0.0455 | 00909 | 0.2000 100 0.1346 | 0227 | 0.0000

Pap” Ho 0.1538 | 0.0803 | 0.1071

108 0.0000 | ©.0000 | 0.1970 | 0.1000 La-2*

100 0.9844 | 1.0000 | 0.8030 | 0.5000 102 0.9808 | 08182 | 08750

90 0.0156 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 100 0.0000 | ©.1818 | 0.1250

Ho 0.0313 | 0.0000 | 02727 | 0.0000 % 00192 | 0.0000 | 0.0000

Pom® Ho 00385 | 0.1818 | 0.1071

104 0.0000 | 0.0455 | 0.0909 | 0.0000 Pap*

100 09844 | 6.9378 | 0.8939 | 1.0000 108 0.3462 | 0.1364 | 0.1071

95 0.0156 | 0.0227 | 0.0152 | 0.0000 100 05385 | 08636 | 0.8929

Ho 0.03137| ©.1364 | 0.0909 | 0.0000 %0 0.1154 ] 0.0000 | 0.0000

5 ) v 5 75 Ho 0.2318 | 0.0809 | 0.0714
Lgg-2*
100 00423 | 0.9318 | 09286
o8 0.0182 | 0.0682 | 00536
o5 0.0385 | 0.0000 | 0.0179
Ho 0.1155 | 0.0455 | 0.0714
Pgm*
104 10000 | 09773 | 08393
700 0.0000 | 0.0227 | 0.1607
Ho 0.0000 | 0.0455 | 0.1073
N 52 a4 56
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C. robalito

Localidadf Guerrero | Daxaca | Nayarit | Sinaloa
Locus, alelo

Gpi-1*

107 0.0000 0.0000 0.0000 0.0333
105 0.5000 0.4348 0.4667 0.4500
100 0.5000 0.5000 0.5167 0.5167
97 0.0000 0.0652 0.0167 | 0.0000
Ho 0.4286 0.8696 0.7000 0.4667
Pap*

108 0.07143 0.0217 | '0.0167 | 0.0500
100 0.07143 0.6522 0.7000 | 0.5500
90 0.2143 0.3261 0.2833 | 0.0400
Ho 0.4762 0.2609 0.2000 | 0.5333
Pgm*

100 0.9286 0.9565 1.0000 | 0.9000
95 0.0714 0.0435 | 0.0000 | ©.1000
Ho 0.0476 0.0870 | 0.0000 | 0.1333
N 42 46 60 60

Tabla 4.6 Polimorfismo y equilibrio de Hardy-Weinberg. Las casillas indican el criterio bajo el cual
el locus resulta polimérfico. Si no presenta polimorfismo se denota con una “M”, “E” indica que el
locus presenta equilibrio de Hardy- Weinberg y “N” indica que el locus no esta en equilibrio de

acuerdo a lo obtenido mediante la prueba de probabilidad exacta de Haldane (1954).

Especie Pab. Polimorfismo y equilibrio de Hardi-Weinberg
gpi-1* | gpi-2* | lu-1* | la-2% | pap* | lgg-1*| lgg-2* | pgm™ | 6pgd™
Gue-Qax M 95%,E {99%, E M 99%, E M M 99%,E | 9%, E
C. viridis Nayarit | 95%, E | 95%, N [ 95%,N | 99%., N M ™M M 95%, E [ 99%, N
Sinaloa | 99%,E | 95%,E 1 95%,N | 95%,N | 95%, E | 95%,E | 99%,N { 99%, N | 99%, N
L M-Son | 95%,E | 95%, E | 93%, E M 95%, N M M M ™M
Total 99%, E [ 95%, N | 95%, N | 99%, N | 95%, N [ 99%, N | 99%, N | 95%, N | 99%, N
Gue-Oax | 99%,E | 95%, N hil 99%, E | 95%, N ivl 95%, E ™ 299%, N
C. medius Nayarit M 99%, E | 99%, E | 95%,N | 95%, N M 95%, N | 99%., E M
Sinaloa | 95%.E | 99%, E M 95%, N [ 95%, N M 95%, N | 95%, N M
Total 99%, E | 95%, N M 95%, N | 95%, N i | 95%, N | 95%, N [ 99%, N
QOaxaca | 95%, E M M 95%, N | 95%, E | 95%, N M 95%, N M
€. robalito Guerrero | 95%, N M M M 95%, N M 99%, E [ 99%, E M
Nayarit [ 95%, N M 95%, E | 95%, E [ 95%, N M M M M
Sinaloa |95%,E M 95%, N | 95%, E | 95%, E | 95%, N | 99%, E | 95%, N M
Total 95%, N M 99%, N | 99%, N | 95%, N | 99%, N M 95%, N M

Nota: La nomenclatura de los loci es segiin Shaklee, (1990).
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Tabla 4.7 Estadisticos de diferenciacién poblacional f, theta Py F de Weir y Cockerham (1984} y su

significancia con intervalos de confianza del 95% obtenido mediante “bootstraping”;

y probabilidad

de la prueba exacta de diferenciacién poblacional de Raymond y Rousset (1995) obtenidas con datos
de isoenzimas.

Especie F 0 f p

C. viridis 0.1097 (-0.0137, 0.4738) | 0.0088 (-0.0100, 0.0660) [ 0.0966 (-0.0075, 0.4567) | <0.0001
C. medius 0.5230 (0.3020, 0.6226) | 0.0785 (0.0078, 0.1084) | 0.4791 (0.2785, 0.3794) | <0.0001
C. robalito 0.0634 (-0.1039, 0.3609) | -0.0039 (-0.010, 0.010) | 0.0657 (-0.0934, 0.3545) | 0.0857

Tablas 4.8, 4.9 y 4.10 Estimadores de Fgr de
Reynolds (et al., 1983) obtenida por el andlisis
de RAPD’s (arriba) e isoenzimas (abajo).

C.viridis

Gue-Oax | Nayarit | Sinaloa | L. M-Son
Gue-Oax - 0.455 0.172 0.414
Nayarit -0.001 - 0.159 0.147
Sinaloa 0.039 0.017 - 0.192
L M-Son | 0.037 -0.002 -0.002 -
C. medius

Gue-0ax | Nayarit | Sinalea
Gue-Oax - 0.06 0.07
Nayarit 0.095 - 0.101
Sinaloa 0.112 0.006 -
C. robalito

Qaxaca | Guerrero | Nayarit | Sinaloa
QOaxaca - 0.0 0.001 0.0
Guerrero | -0.002 - 0.0 0.001
Nayarit -0.004 -0.01 - 0.0
Sinaloa 0.006 -0.004 0.007 -

Fugura 4.1 Patrén isoenzimitico presentado por la enzima GPL, en el que se

observan claramente 2 presuntos loci altamente variables.
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Tabla 4.11 Estimados de O entre pares de poblaciones y significancia de
diferenciacién poblacional obtenida de la prucba exacta de diferenciacion
poblacional de Raymond y Rousset (1995).

Especie Pares de RAPD’s | Isozimas | RAPD’s | Isozimas
Localidades
Gue-Oax  Nayarit 0.35 -0.010 <0.0001 0.3177
Gue-Oax  Sinaloa 0.115 0.027 0.0027 <0.0001
C. viridis | Gue-Oax LM-Son 0.289 -0.001 <0.0001 0.1328
Nayarit Sinaloa 0.124 0.011 <0.0001 9.1004
Nayarit LMSon 0.232 -0.011 <0.0001 0.9654
Sinaloa LMSon 0.187 -0.012 <0.0001 0.9129
Gue-Oax Nayarit 0.071 0.1 6.0607 0.0003
C. medius | Gue-Oax Sinaloa 0.03 0.117 0.377 <0.0001
Nayarit  Sinaloa 0.071 -0.001 0.0001 0.6816
Oaxaca  Guerrero 0.062 -0.004 0.1589 0.3046
Oaxaca  Nayarit 0.024 -0.009 0.9509 0.2255
C. robalite | Qaxaca  Sinaloa 0.053 0.004 0.6229 0.7026
Guerrero Nayarit 0.073 -0.01 0.5580 0.7991
Guerrero Sinalea 0.059 -0.008 0.0606 0.5627
Nayarit  Sinaloa 0.042 0.003 0.9995 0.4429

Tabla 4.12, 4.13 y 4.14 Distancias genéticas de
Nei (1972} obtenida por el andlisis de RAPD’s
(arriba) e isoenzimas (abajo).

C. viridis C. robalito
Gue-Qax | Nayarit | Sinaloa | L M-Son Oaxaca | Guerrere | Nayarit | Sinaloa
Gue-Oax - 0.2830 0.0901 0.2008 Oaxaca - 0.0399 0.0319 0.0644
Nayarit | 0.0012 0.1009 0.1557 Guerrero | 0.0024 - 0.0448 0.0730

Sinaloa 0.0053 0.0047 0.1652 Nayarit 0.0017 0.0010 - 0.0395

L M-Son | 0.0050 0.0035 0.0044 - Sinaloa 0.0038 0.0018 0.0029 -

C. medius

Gue-Oax | Nayarit | Sinaloa

Gue-Oax - 0.0638 0.0341

Nayarit 0.0117 - 0.0613

Sinaloa 0.0144 0.0024 -

Tabla 4.15 Estimados de migraciéon de Slatkin (1993);
Mcst ¥ Mg obtenidos mediante anilisis de RAPD’s e
isoenzimas,

Especie Pares de RAPD’s Isoenzimas
Localidades | Mgor M, MesT Mg

Gue-Nay 0.885 1.438 | 28.514 | -184.38
Gue-Sin 2937 |-42.299 12.599 | 13.119
C.viridis | Gue-L.M. | 1.666 | 0.929 | 14.561 | -72.95
Nay-Sin 3139 | 54.00 | 8.658 | 6.081
Nay-L.M. 1.392 | 0.146 | 14.342 | -101.46
Sin-L.M. 1.073 | 0.078 | 7.924 | 3.979

Gue-Nay 4.606 | -1.478 | 3.740 | 2.298
C. medius Gue-Sin 4,702 | 7.583 | 16.661 | 28.180
Nay-Sin 8.569 | 3.233 | 3.397 1.976

Oax-Gue 4.658 | -1.475 | 24.250 | -99.093
Oax-Nay 1.43 -1.151 | 32.246 | -57.478
C. robalite [ Oax-Sin 1.424 | 0.791 | 20.595 | 34.697
Gue-Nay 6.031 4.346 | 32.352 | -50.164
Gue-Sin 3.925 | 14.201 | 54.252 | -24.213
Nay-Sin 1.198 | -0.888 | 18.313 | 38.756
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4.2 RAPD’s.

Se ensayaron preliminarmente 40 diferentes variedades de oligonucledtidos iniciadores
(“primers”) de las serie OPA y OPF de la marca Operon. De ellos se eligieron los que mostraron
mayor nimero de bandas con la claridad e intensidad suficientes. El OPF-10 fue utilizado para las
tres especies: el OPF-13 presentd un patron util para C. medius y C. robalito y el OPF-9 para C.
viridis. De las 46 bandas detectadas para ambos iniciadores solamente se tomaron 21 en C. viridis y
en C. medius 22 de 34. El analisis de C. robalito se llevd a cabo con 19 de 36 detectadas (tabla
4.16).

Tabla 4.16 “Primers”, secuencias y niimero de bandas/loci, por especie utilizados
paralos ensayos con RAPD’s,

Secuencia No. bandas totales/No. bandas utilizadas
C.viridis C. medius C. robalito
OPF-10 5 -GGAAGCTTGG-3 23 11 18 12 17 5
OPF-09 5°-CCAAGCTTCC-3" 23 10
OPF-13 5 -GGCTGCAGAA-3’ 16 10 19 14
Totales 46 21 34 22 36 19

Las heterocigosis totales esperadas obtenidas mediante RAPD's se muestran en la tabla 4.17.

Tabla 4.17 Heterocigosis esperada para
cada poblacién obtenida con bandas de

RAPD’s.

Especie Localidad He
Guerrero-Oaxaca | 0.3062
Coviridis Nayarit 0.3183
Sinalea 0.4398
L. Mochis-Sonora | 0.2783
Total 0.4029
Guerrero-QOaxaca | 0.3858
C. medius Nayarit 0.3725
Sinalea 0.3638
Total 0.3861
Oaxaca 0.2784
C. robalito Guerrero 0.2753
Nayarit 0.3037
Sinaloa 0.2477
Totat 0.2869

A diferencia de lo que sucedid con isoenzimas los estimadores de subdivision poblacional © y
Fsr en la especie C. viridis resultaron significativos en el andlisis simultaneo para todas las
poblaciones, en los andlisis pareados y en la prueba exacta de Raymond y Rousset (1995 tablas 4.8,
4.11y4.18).




En el caso de C. medius los valores estimados de 6 y Fsr y las probabilidades de la prueba
exacta muestran una tendencia discrepante con la encontrada en isoenzimas pues la poblacion de
Guerrero-QOaxaca aparece fuertemente relacionada con la poblacion de Sinaloa lo que implicé que
no se encontrara correlacion de matrices de distancia geografica con distancias genéticas ni otros
estadisticos (tablas 4.9, 4.11 y 4.18). En todos las comparaciones la divergencia poblacional es
significativa excepto en la prueba exacta de diferenciacion poblacional entre las poblaciones de
Guerrero-Oaxaca y Sinaloa (tabla 4.11).

Tabla 4.18 Estadistico de diferenciacion poblacional 6 de Weir
y Cockerham (1984) con intervalos de confianza del 95%
obtenido mediante “bootstraping”; y probabilidad de la prueba
exacta de diferenciacidon poblacional obtenidas con RAPD's.

Especie ¢] P

C. viridis 0.2097 (0.1361, 0.2759) <0.0001
C. medius 0.0585 (0.0928, 0.0270) <0.0001
C. robalito 0.0819 (0.1271, 0.0322) 0.0043

En el caso de C. robalito, no se encontrd divergencia significativa ni con los estimados de Fsry
8, ni con la pruecba exacta de diferenciacion poblacional (tablas 4.10, 4.11 y 4.18). Tampoco se
obtuvieron valores signtficativos de correlacion entre matrices de distancia geografica y genética y
distancia geografica y Fsr.

Los estimados de migracion obtenidos con esta técnica sc muestran en la tabla 4.6.

Los arboles generados mediante UPGMA se muestran en las figuras 4.3, 4.5 y 4.7.
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Figura 4.2 Dendrograma construido con las distancias genéticas obtenidas con isoenzimas mediante analisis
de UPGMA entre poblaciones de C. viridis.
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Figura 4.3 Dendrograma construido con las distancias genéticas obtenidas con RAPD's mediante analisis de
UPGMA entre poblaciones de C. viridis.
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Figura 4.4 Dendrograma construido con las distancias genéticas obtenidas con isoenzimas mediante anélisis
de UPGMA entre poblaciones de C. medius.
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Figura 4.5 Dendrogrdma construido con las distancias genéticas obtenidas con RAPD’s mediante andlisis de
UPGMA entre poblaciones de C. medius.
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Figura 4.6 Dendrogridma construido con las distancias genéticas obtenidas con isoenzimas mediante analisis
de UPGMA entre poblaciones de C. robalito.
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Figura 4.7 Dendrograma construido con las distancias genéticas obtenidas con RAPD’s mediante analisis de
UPGMA entre poblaciones de C. robalito.

Figura 4.8 Patrén de bandeo de RAP’s
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Los arboles generados con los valores de Fsr y O tanto de RAPD’s como de isoenzimas se

muestran en las figuras 4.9, 4.10 y 4.11.
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Figura 4.9 Arbol obtenido con Fgp de C. viridis
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Figura 4.10 Arbol obtenido con Fgy de C. medius

39




| i 4
0.5
Nayarlt
‘Oaxaca
1Guerrero
Sinaloa
C. robalito
Isoenzimas
i i e
0.5
Oaxaca
Guerrer
Nayarit
Sinaloa
C. robalito
RAPD's

Figura 4.11 Arbol obtenido con Fgy de C. robalito

Para la especie C. viridis el Analisis de Varianza Molecular (AMOV A) con datos de isoenzimas
mostro los mayores valores de Fsr (porcentaje de variacion debida a diferenciacion entre los grupos
de poblaciones) en la estructura genética que toma a la poblacion de Sinaloa como un grupo v al
resto como otro con un valor de Fgr=0.031 (p = 0.044). Mientras la estructura genética que agrupé
a Guerrero-Oaxaca y Nayarit {grupo 1) vs Sinaloa y Los Mochis-Sonora (grupo 2) tuvo una Fgp=
0.028 (p = 0.044). La estructura que agrupd a Guerrero-Oaxaca en un grupo y al resto de las
poblaciones en otro presenté una Fsyr = 0.021 (p = 0.046). El resto de las estructuras genéticas
probadas no mostraron diferenciacién intergrupal significativa (Fsr). En el analists con RAPD’s las
estructuras con mayores porcentajes de variacion debida a diferenciacion entre grupos fueron
Guerrero-Oaxaca y Sinaloa (en un grupo) y Nayarit y Los Mochis-Sonora (en otro grupo) con Fgr=
0.312 (p<0.0000); y la estructura que agrupo a Guerrero-Oaxaca en un grupo y al resto en otro con
una Fsr= 0.326 (p<0.0000).

Para la especie C. medius et AMOVA present6 resultados contrastantes pues con isoenzimas la
agrupacion Guerrero-Oaxaca (un grupo) vs Nayarit Los Mochis-Sonora (en otro grupo) fue la anica
estructura significativa y estuvo ampliamente sustentada (Fsr= 0.11, p<0.0000) mientras que en
RAPD’s dicha estructura fue la unica no significativa siendo las otras dos débilmente sustentadas

ambas con una Fgr~ 0.08.
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El Analisis de Varianza Molécular no fue implementado en la especie C. robalito debido a que
en los andlisis anteriores no se encontraron evidencias de diferenciacion interpoblacional
significativa.

En la prueba para detectar desequilibrio gamético o desequilibrio de ligamiento aplicada a C.
viridis con datos de isoenzimas se encontraron ocho asociaciones significativas entre pares de loci
en la poblacion de Sinaloa y dos en la poblacion de Nayarit mientras que en el resto no se detectd
desequilibrio. En la especie C. medius se detecto desequilibrio en un par de loci en la poblacion de
Guerrero-Oaxaca, dos en la poblacion de Nayarit y cuatro en la de Sinaloa. En la especie C. robalito
se detect6 desequilibrio gamético en un par de loci en la poblacién de Guerrero, también uno en la

poblacion de Sinaloa y ninguno en el resto.

5.1 Discusién

5.1.1 Variacion Genética

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de variacidn genética detectados difieren
poco entre las tres especies. La heterocigosis esperada de todas las poblaciones en C. robalito es la
mayor cifra de todas (0.1115 contra 0.1023 de C. viridis y 0.0894 de C. medius) aunque el
polimorfismo mostré la tendencia contraria siendo en todos |os casos menor a la de C. medius y C.
viridis. Esta evaluacion del polimorfismo estd fuertemente influenciado el locus gpi-1* en C.
robalito cuyo elevado valor de heterocigosis (alrededor de 0.5) aportado por sus cuatro alelos
aumenta sustancialmente el promedio de los demas loci. En las especies C. medius y C. viridis no
sucede algo similar debido a que presentan variacién importante en un mayor namero de loci y a
que la enzima GPI solamente presenta vartabilidad elevada en C. viridis. Asi, podemos afirmar que
C. robalito tiene niveles inferiores de vartabilidad isoenzimdtica con respecto a las otras dos
especies excepto para el locus gpi-7* que es hipervariable. La heterocigosis esperada total obtenida
con RAPD’s sustenta esta afirmacion al arrojar una cifra sustancialmente menor para C. robalito
que para las otras dos especies.

Las heterocigosis esperadas de las isoenzimas en las tres especies (0.101 en C. viridis; 0.089 en
C. medius y 0.111 en C. robalito) resultaron mayores al promedio de 0.055+0.036 de heterocigosis
esperada reportado por Smith y Fujio (1982) para 106 especies de teledsteos marinos y semi-
catadromos y cuyos valores mas altos fueron para especies tropicales y subtropicales de amplia
distribucion, ambas caracteristicas presentes en los robalos estudiados. También resultan superiores

al promedio que Gyllensten (1985) reporta tanto para especies marinas {0.063) como anadromas
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(0.043) y dulceacuicolas (0.041) y a los promedios que Ward y colaboradores (1994) obtienen: de
0.064 para especies marinas, de 0.057 para especies anadromas y 0.062 para dulceacuicolas.
Asimismo, los valores resultaron ampliamente superiores a las reportadas por Tringali y
colaboradores (1996 y 1999) para las especies de robalos del atlantico: Centropomus undecimalis
(0.025), Centropomus parallelus (0.079), Centropomus pectinatus (0.06), 'y Centropomus
ensiferus (0.05). En este contexto las heterocigosis promedio de las tres especies son
moderadamente altos en comparacién con otros robalos y otras especies marinas. Resulta destacable
el hecho de que se presente una diferencia moderada entre las especies de robalos reportadas por
Tringali y colaboradores (1996 y 1999) y los encontrados en este trabajo pues es posible que el uso
premeditade de enzimas potencialmente polimorficas para nuestro estudio pudiera provocar una
sobreestimacién de la variacion. Sin embargo las estimaciones de diversidad genética de dichos
autores pueden haber sido también sobreestimadas debido a que la enzima GPI, que es la que hace
el mayor aporte al promedio, solamente presentara variacion importante en un locus en nuestro
analisis, mientras que aparentemente fue considerado con dos loci polimoérficos para las especies C.
viridis y C. robalito por Tringali y colaboradores (1996, 1999) debido a una posible confusion en la
interpretacién de bandas resultantes de la combinacion de loci causada por la constitucion dimérica
de la enzima.

Las heterocigosis estimadas con RAPD’s resultan predeciblemente superiores, tanto por la
mayor resolucion que se le atribuye a la técnica (Lynch y Milligan, 1994; Dowling et al., 1996),
como por la aplicacion del criterio que consiste en utilizar para el analisis Gnicamente las bandas
cuya frecuencia en la poblacidn sea mayor a 3/N (N = nimero de individuos de la muestra) de
manera que al manejar muestras de alrededor de 20 individuos todas las bandas deberian tener una
frecuencia superior a 0.15. Eso significa que todas aquellas bandas cuya frecuencia resulié menor a
0.15 no fueron incluidas en el analisis. Dichas bandas presentaban heterocigosis esperadas
(asumiendo necesariamente equilibrio de Hardy-Weinberg) de 0.225 o menores, La exclusion de un
conjunto de valores de heterocigosis pequefios provoca que el promedio sea mayor al que resultaria
si dichas bandas fueran incluidas en el analisis.

Al comparar la heterocigosis obtenida mediante RAPD’s entre las tres especies, la tendencia
resultéo similar a la de las heterocigosis obtenidas mediante isoenzimas salvo el caso de
Centropomus robalito.

La comparacion de los datos de polimorfismo y heterocigosis entre poblaciones sustenta la
afirmacion de que la poblacion de Sinaloa es la que tiene los mayores indices de variacion en las
tres especies (tabla 3.2). Dicha afirmacion también es corroborada por la presencia de la mayor

heterocigosis esperada en C. viridis obtenida con RAPD’s.
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Asumiendo que ¢l esfuerzo de pesca aplicado sobre las poblaciones muestreadas a lo largo del
litoral del Pacifico es mas o menos similar, es posible suponer que los estados que tienen mayores
capturas también tienen la mayor abundancia de organismos y como se puede ver en la figura 1.2, la
produccion se concentra en dos principales regiones que podrian corresponder a nicleos
poblacionales importantes: el de la region Sinaloa-Nayarit y el de Oaxaca-Chiapas.
Desgraciadamente la carencia de datos especificos de produccion por especie no nos permite
conocer la produccién real de cada especie en las distintas entidades (SEMARNAP, 2000). La
variabilidad (heterocigosis v polimorfismo), es maxima en Sinaloa disminuyendo ligeramente hacia
Nayarit y encontrando los menores niveles en Guerrero en Centropomus viridis. Centropomus
robalito muestra una tendencia semejante aunque en la poblacion de Oaxaca hay un repunte de
diversidad y polimorfismo. En el caso de C. medius ia diversidad y el polimorfismos detectados en
Guerrero resultan similares a los de Nayarit pero ambos son ampliamente menores a los de Sinaloa.
Por tanto podemos afirmar que alrededor de Mazatlan (Sinaloa) se encuentra la principal fuente de
variacion en las 3 especies de robalos coincidiendo probablemente con los nicleos poblacionales
mas abundantes que aprovechan las condiciones de fisicas favorables como temperatura y

disponibitidad de cuerpos de agua dulce.

5.1.2 Divergencia poblacional

Se puede afirmar que existe divergencia poblacional significativa entre las poblaciones de las
especies Cemtropomus viridis 'y Centropomus medius aunque los valores de los estadisticos F
obtenidos con isoenzimas sean pequefios o no significativos en C. viridis, pues los valores de
significancia obtenidos por la prueba exacta de diferenciacion poblacional son muy pequeiios, tanto
en el analisis simultaneo para todas las poblaciones como en los analisis entre pares de poblaciones
en cada una de estas dos especies. Adicionalmente el analisis de RAPD’s arroj6 valores positivos de
0 en ambos casos (aunque con un valor bajo en C. medius), y una amplia significancia de la prueba
exacta, como en el caso de las isoenzimas. La poca concordancia entre los estadisticos F obtenidos
con isoenzimas y los obtenidos con RAPD’s, podria deberse a las desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg detectados en los loci polimorficos de las enzimas peptidasas y PGM. En
contraparte un exceso de los mismos es aportado por el locus polimorfico de la GP1 (en cada caso)
de manera que la diversidad de una poblacion esta fuertemente influida por la mayor o menor
presencia de variacion en estas enzimas. L.o que implica un sesgo importante en la estimacion de la
variacion pues las enzimas petidasas, la GPIl y la PGM son praicticamente las tnicas que presentaron

variacion. Debido a que los estadisticos F modificados y estandarizados por Weir y Cockerham
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(1984) hacen un uso explicito de las frecuencias alélicas y las heterocigosis observadas, las
anormalidades detectadas en estos loci pudo haber influido en su estimacion.

Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg se presentaron siempre como déficit de
heterocigotos en las enzimas peptidasas y como exceso en el locus mas variable de la GPI. Esta
deficiencia podria deberse a la presencia de alelos nulos (Hedrick, 2000), a algin tipo de interaccion
epistatico dominante entre genes (Ayala y Kiger, 1989) a la endogamia (Hedrick, 2000), o a la
accion de seleccion natural disruptiva (peptidasas y PGM) y balanceadora (GPI; Hedrick, 2000). La
presencia de alelos nulos es poco com(n y dificil de detectar. La endogamia es un factor que podria
estar presente aunque es improbable que afecte de manera tan intensa como para provocar las
desviaciones observadas pues la fecundacion de los huevecillos de los robalos es en el mar donde
los gametos de todos los organismos de la poblacion se entremezclan al azar. La seleccion
disruptiva actuando sobre las enzimas peptidasas y la PGM o sobre algln gen cercanamente ligado
a estos es una hipotesis interesante pues el déficit de heterocigotos se detectd con mucha mayor
intensidad en la poblacién de Sinaloa que en el resto de las poblaciones (en las tres especies). Dicha
poblacion, ademas, fue la Gnica en registrar desequilibrio de ligamiento significativo para mas de
dos loci lo que podria ser una evidencia de que la seteccion natural esta operando sobre las enzimas
analizadas o sobre algin gen cercanamente ligado. La seleccion natural, ademads, representa una
fuerza evolutiva importante que no solo propicia la divergencia poblacional sino que ademas
permite mantener la heterogeneidad entre poblaciones.

Por otro lado las poblaciones de C. robalito no presentan diferenciacion poblacional detectable
con isoenzimas ni con RAPD’s ya que en ambos casos la prueba exacta arrojo probabilidades
mayores a 0.05 de que las diferencias encontradas se deban al azar (tablas 4.10, 4.11 v 4.18).

En el caso de C. viridis las distancias genéticas y los arboles construidos a través de éstas, y la
presencia de nicleos de abundancia en el norte y el sur son indicativo de la presencia de un nucleo
poblacional o “stock” en Sinaloa (alrededor de Mazatlan), otro en Nayarit y otro en Guerrero-
Oaxaca. Sin embargo, el flujo génico entre estas poblaciones no esta del todo restringido. En el caso
de las distancias genéticas estimadas con RAPD’s, éstas resultan menores entre Guerrero y Sinaloa
que entre Nayarit y Sinaloa. En el caso de C. medius las distancias génicas son mas congruentes con
la geografia, es decir, son mayores entre poblaciones alejadas y menores entre poblaciones vecinas.
C. robalito no presenta un patron discernible lo que podemos atribuir a la ausencia de estructura
genética y por lo tanto a un flujo génico mantenido entre sus poblaciones.

La relativamente poca abundancia de las especies C. medius y C. viridis y el tamafio de sus
individuos pueden ayudar a explicar los resultados obtenidos, pues sus poblaciones son mas

susceptibles a cambios por deriva génica (Ayala y Kiger, 1989) que las poblaciones de mayor
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tamaiio de C. robalito. El flujo génico tendria mas poder homogeneizador si hubiera mayor cantidad
de migrantes efectivos (sin importar el tamaiio efectivo de la poblacién), pues si la cantidad de
organismos que migran guarda una proporcion similar con respecto al tamafio de la poblacién en
organismos similares, entonces los organismos numerosos intercambiarian mas migrantes (Slatkin,
1991). Aunque la deriva es una fuerza poco importante en poblaciones grandes, la constante
actividad pesquera que se refleja en una disminucién en el tamarfio de poblaciones aunada a factores
naturales podria ser una causa de diferenciacion (Smith, 1996). De hecho las enormes fluctuaciones
en la produccion de robalos de un afio a otro son un reflejo de crecimiento y disminucion
considerables en el tamafio de las poblaciones de robalos. Con la informacién actual no es posible
determinar si los alelos presentes en la poblacion de Sinaloa en Centropomus viridis y Centroponius
medius son los residuos de alelos mucho mas abundantes en el pasado que desaparecieron en las
demas poblaciones o si son mutantes relativamente nuevos que aparecieron en la poblacion de
Sinaloa y aumentaron su frecuencia por deriva génica (o quizas por seleccion) y con el transcurso
del tiempo han sido exportadas a las demas poblaciones. Las bajas frecuencias de estas variantes y
la dificultad de que la supuesta variacion ancestral desapareciera en todas las demas poblaciones
excepto en la de Sinaloa y que muchas variantes aparezcan casi exclusivamente en una poblacion
hace mas factible a la segunda hipotesis en la que no solo la poblacion de Sinaloa aporta alelos
nuevos sine posiblemente también un ndcleo poblacional situado al sur de Guerrero y Oaxaca
(Chiapas es un estado importante de produccion robalera, SEMARNAP, 2000; figura 1.2).

Existe una discrepancia entre la ubicacion geogriafica de las localidades muestreadas y las
distancias genéticas presentadas entre éstas. En los arboles generados mediante UPGMA con las
distancias genéticas de las poblaciones de C. viridis y C. medius generados con datos de isoenzimas
(figuras 4.2 y 4.4) encontramos cierta coherencia con la geografia, aunque resulta poco congruente
con la aparente cercania genética entre las muestras de Los Mochis-Sonora y las de Nayarit y
Guerrero-Oaxaca, io cual puede deberse al limitado nimero de muestras analizadas de Los Mochis-
Sonora que probablemente impidié detectar alelos que se encontraban en frecuencias bajas. Pero
con los arboles generados a partir de informacion de RAPD’s la situacion cambia: tanto en C.
medius como en C. viridis encontramos que la distancia genética entre Sinaloa y Guerrero-Oaxaca
parece ser mas estrecha que con el resto de la poblaciones. El Analisis de Varianza Molecutar
tampoco proporciona claridad al respecto pero sustenta marginalmente las estructuras genéticas
sugeridas por los arboles generados con distancias genéticas pero también con Fgr en ambas
especies. En C. viridis sin embargo el AMOVA presento un mayor respaldo a la estructura genética
que excluye a la poblacion de Sinaloa del resto, esto debido al ya mencionado nivel de variacion

genética que ostenta y que rebasa ampliamente al de las demas poblaciones.
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Respecto a la incongruencia entre geografia y estructura poblacional, una causa posible podria
ser la aparicion relativamente reciente de variacion originada en una poblacion, pues cuando dos
poblaciones presentan un locus que es monomdorfico para ambas el indice de identidad genética
entre ellas sera mayor (es decir, se pareceran mas sus frecuencias) que si s¢ comparan con una
tercera que presente algunos alelos mutantes “nuevos”, alin si esta tercera poblacion
geograficamente se encuentra localizada entre las otras dos.

Por otra parte, en el analisis de isoenzimas las desviaciones de las heterocigosis observadas
respecto a los valores esperados en el conjunto de todas las poblaciones de C. viridis y C. medius
son significativamente diferentes a las esperadas bajo los supuestos de Hardy-Weinberg v mayores
a las desviaciones promedio de cada una de las poblaciones como se esperaria debido al efecto
Wahlund en una poblacion subdividida reproductivamente. Sin embarge el déficit de heterocigotos
de la poblacién de Sinaloa, en ambas especies es mayor al de todo el conjunto. De manera que la
poblacion de Sinaloa, se distingue del resto por los elevados niveles de variacidn y por el déficit de
heterocigosis.

Sin embargo, las restricciones al flujo génico y los complejos patrones que la escasa migracion
presente entre las poblaciones de C. viridis y C. medius, se deben mas a factores ambientales que
poblacionales. Las restricciones al flujo génico que podrian existir entre las poblaciones de C.
viridis y C. medius podrian deberse al fuerte vinculo de los adultos con los cuerpos de agua dulce o
salobre. Las areas ocupadas por los adultos no son las mismas que las ocupadas por las larvas y los
prejuveniles (Muhlia Melo er ¢f., 1995). En base a la similitud en morfologia, filogenia y aspectos
biologicos, podemos asumir que las especies estudiadas C. viridis y C. medius probablemente
presentan comportamientos similares a ios observados en estudios sobre el desove y las etapas
preadultas hechos en C. undecimalis y otras especies del Golfo de México. Chavez (1963) y
Fuentes Castellanos (1973) reportan que en el Golfo de México organismos de las especies
Cenitropomus poeyi, Centropomus parallelus, Centropomus pectinatus y Centropomus undecimalis
migran desde los rios o aguas continentales hasta el mar para desovar en sitios poco profundos no
alejados de la costa, preferentemente frente a la desembocadura de los rios o cerca de los cuerpos de
agua continentales. De esta manera, las larvas y prejuveniles con toda probabilidad ingresan al
mismo cuerpo de agua dulce del que provinieron sus progenitores. Por otro lado los adultos
preferentemente permanecen en las lagunas costeras o cuerpos de agua dulce. Sin embargo, una o
dos veces al afo migran al mar para desovar y permanecen alli durante un tiempo después del cual
regresan a los cuerpos de agua dulce (Muhlia Melo ef al., 1995). Esto impone una importante
barrera al flujo génico entre poblaciones de robalos que habitan cuerpos de agua dulce o salobre

distantes entre si. El tiempo posterior al desove, en que los adultos permanecen en el mar seria la
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Unica oportunidad de migracién a otras regiones. Sin embargo también es posible que los robalos
emprendan migraciones hacia el mar por factores externos como la temperatura pues se ha
observado que los cambios bruscos en la temperatura influyen en los robalos, propiciando
movimientos hacia el mar abierto, hacia las costas o a los cuerpos de agua dulce. De esta manera,
intensos cambios historicos en la temperatura pudieron provocar en el pasado migraciones inusuales
de robalos hacia el mar e incluso a lo largo de la costa dependiendo de la direccion en la que se
encontraran las condiciones mas favorables de aguas calidas. Estas migraciones inusuales pudieron
constituir un aporte extraordinario de genes que podrian ser otra causa de la aparente inconsistencia
entre los patrones de distancias genéticas observados y la ubicacion geografica de las poblaciones.
La realizacion de estudios de orden demografico permitirian contrastar la informacion existente
y complementar el esquema de la dinamica poblacional de los robalos. Dicha informacion seria
fundamental para la actividad pesquera a fin de diferenciar debidamente los “stocks™ o unidades
poblacionales. Adicionalmente la acuacultura es una alternativa que puede beneficiarse mas de
estudios como el presente, toda vez que proporcionan datos acerca de la diversidad genética y su
ubicacién asi como de la subdivision poblacional, de tal manera que hace posible recurrir
selectivamente a las poblaciones naturales para proveer de variabilidad “fresca” que contrarreste los
efectos negativos de la endogamia y el tamaiio pequeiio de progenitores que se encuentran en un
cultivo.
A su vez en el contexto bioldgico es posible comparar los datos obtenidos con los de otras
especies e integrar un esquema integral que permita comprender mejor la dindmica y magnitud de la

variacion genética en las poblaciones naturales de peces demersales.

6. Conclusiones

Las tres especies analizadas de robalos del Pacifico mexicano, muestran niveles de variabilidad
elevados (particularmente las heterocigosis esperadas) comparados con organismos del mismo
género y con otros peces dulceacuicolas y marinos.

Los niveles de diversidad de C. robalito estin fuertemente influenciados por un solo locus
hipervariable: el gpi-1*.

Los mayores indices de variabilidad genética isoenzimética y de RAPD’s pueden ser
encontrados en las poblaciones de Sinaloa en Centropomus viridis, Centropomus nigrescens y
Centropomus robalito. Los niveles de variabilidad de dichas poblaciones superan ampliamente a los

de las otras poblaciones en heterocigosis observada, heterocigosis esperada y polimorfismo.
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unica oportunidad de migracién a otras regiones. Sin embargo también es posible que los robalos
emprendan migraciones hacia el mar por factores externos como la temperatura pues se ha
observado que los cambios bruscos en la temperatura influyen en los robalos, propiciando
movimientos hacia el mar abierto, hacia las costas o a los cuerpos de agua dulce. De esta manera,
intensos cambios historicos en la temperatura pudieron provocar en el pasado migraciones inusuales
de robalos hacia el mar e incluso a lo largo de la costa dependiendo de Ja direccion en la que se
encontraran las condiciones méas favorables de aguas calidas. Estas migraciones inusuales pudieron
constituir un aporte extraordinario de genes que podrian ser otra causa de la aparente inconsistencia
entre los patrones de distancias genéticas observados y la ubicacion geografica de las poblaciones.
La realizacion de estudios de orden demografico permitirian contrastar la informacién existente
y complementar el esquema de la dinamica poblacional de los robalos. Dicha informacion seria
fundamental para la actividad pesquera a fin de diferenciar debidamente los “stocks™ o unidades
poblacionales. Adicionalmente la acuacultura es una alternativa que puede beneficiarse mas de
estudios como el presente, toda vez que proporcionan datos acerca de la diversidad genética y su
ubicacion asi como de la subdivision poblacional, de tal manera que hace posible recurrir
selectivamente a las poblaciones naturales para proveer de variabilidad “fresca™ que contrarreste los
efectos negativos de la endogamia y el tamaifio pequeiio de progenitores que se encuentran en un
cultivo.
A su vez en el contexto bicldgico es posible comparar los datos obtenidos con los de otras
especies e integrar un esquema integral que permita comprender mejor la dindmica y magnitud de la

variacion genética en las poblaciones naturales de peces demersales.
6. Conclusiones

Las tres especies analizadas de robalos del Pacifico mexicano, muestran niveles de variabilidad
elevados (particularmente las heterocigosis esperadas) comparados con organismos del mismo
género y con otros peces dulceacuicolas y marinos.

Los niveles de diversidad de C. robalito estan fuertemente influenciados por un solo locus
hipervariable: el gpi-7*.

Los mayores indices de variabilidad genética isoenzimatica y de RAPD’s pueden ser
encontrados en las poblaciones de Sinaloa en Centropomus viridis, Centroponus nigrescens y
Centropomus robalito. Los niveles de variabtlidad de dichas poblaciones superan ampliamente a los

de las otras poblaciones en heterocigosis observada, heterocigosis esperada y polimorfismo.
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Dicha poblacion (Sinaloa) también presenta la mayor deficiencia de heterocigosis y la mayor
cantidad de loci en desequilibrio de ligamiento en las especies C. medius y C. robalito.

Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg probablemente sean debidas a seleccion
natural lo que prepresenta un factor mas de diferenciacion.

Se detectd divergencia poblacional significativa en las especies Centropomus medius 'y
Centropomus viridis; ambas menos abundantes que Cenrropomus robalito.

C. robalito no presenté ninglin indicio de tener divergencia genética entre sus poblaciones.

No existe aparente relacion entre las distancias genéticas y la ubicacion geografica de las
poblaciones de C. viridis ni de C. robalito, en este dltimo presumiblemente por la ausencia de
diferenciacion significativa entre poblaciones. Por lo que no se corroboré existencia de aislamiento
por distancia.

Es probable que la poblacién de Sinaloa sea proveedora de variantes alélicas a las demas
poblaciones, situaciéon que podria explicar en parte el patron de distancias genéticas poco
concordante con la ubicacidn y separacion geografica de las localidades analizadas.

La diferenciacion poblacional podria estar asociada al ciclo de vida de los robalos y a su fuerte
asociacion con cuerpos de agua dulce entre otros factores.

Se recomienda emprender nuevos estudios que aborden los aspectos genéticos y de dinamica

poblacional para poder reglamentar la pesca del robalo.
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Apéndice 1

Soluciones de tincion de isoenzimas

GOT

Glutamato oxalacetato transaminasa E. C. 2.6.1.1

Piroxidal 5 -fosfato
Acido L-aspértico

Acido a-cetoglutarico
Sal de azul rapido BB

0.2 M Tris HCI, pH 8.0 *

GPl
Glucosa fosfato isomerasa E. C. 5.3.1.9

0.2 M Tris HCI, pH 8.0

Sol. 0.1 M MgCl,
Fructuosa-6-fosfato

Sol. (10 U/mL) G-6-Pdh
(glucosa-6-fostato deshidrogenasa)

Sol. (10mg/mL) NAD (nicotin-adenin dinucledtido)

Sol. (}0mg/mL) MTT (tetrazolium) *
Sol. (10mg/mL) PMS (fenazin metosulfato) *

o-GPD
a-Gliiicerofosfato deshidrogenasa E. C. 1.1.1.8

0.2 M Tris HCI, pH 8.0
DL-a-Gliiicerofosfa to
Acido piravico

Sol. NAD

Sol. 0.1 M MgCl,
S.MTT *

S.PMS *

ICD
Isocitrato deshidrogenasa E. C. 1.1.1.42

0.2 M Tris HCI, pH 8.0

Sol. 0.1 M MgCl,

Sol. 0.1 M &cido isocitrico

Sol. (10mg/mL) NADP

{nicotin-adenin dinucleétido fosfato)

Sol. (10mg/mL) NBT {nitro blue tetrazolium)
Sol. PMS *

54

0.5mg
200 mg
100 mg
150 mg
50 mL

30 mL
10 mL
4 mL

I mL
1.5 mL
1 mL
0.5 mL

45 mL
650 mg
200 mg

2mL

1 mL
0.5mL
0.5 mL

50 mL
3 mL
3 mL

I mL
0.5mL
0.5mL




LA, LGG, PAP

Peptidasas

Leucina-alanina E. C.3.4.11.1;
Leucina-giicina-glicina E. C. 3.4.11 .4;
Fenilalanina-prolina E. C.3.4.11.5

LA (L-leucina-L-alanina) 40 mg
LGG (L-leucina-glicina-glicina) 40 mg
PAP (Fenilalanina-prolina) 80 mg
Veneno de vivora (Snake Venom) 10 mg
Peroxidasa 20 mg
O-dianisidina 10 mg
0.2 M Tris HCL, pH 8.0 * 50 mL
LDH

Lactato deshidrogenasa E. C. 1.1.1.27

0.2 M Tris HCI, pH 8.0 40 mL
Acido DL-lactico 9mL
Sol. NAD 2mL
Sol. NBT * 0.5 mL
Sol. PMS * 0.5mL
MDH

Malato deshidrogenasa E. C. 1.1.1.37

0.2 M Tris HCI, pH 8.0 40 mL
Sol. 2 M acido malico 5mL
Sol NAD I mL
Sol. NBT * 2mL
Sol. PMS * 0.5 mL
6PGD

6-Fosfogluconato deshidrogenasa E. C. 1.1.1.44

0.2 M Tris HCI, pH 8.0 5mL
Sol. 0.1 M MgCl, 5mL
Acido 6-fosfoglucénico 10 mg
Sol. NADP * 0.1 mL
Sol. MTT * 0.4 mL
Sol. PMS * 0.1 mL

(=
(v}



PGM
Fosfoglucomutasa E. C. 2.7.5.1

0.2 M Tris HCI, pH 8.0 5 mL
H,O (destilada desionizada) 45 mL
Sol. 0.1 M MgCl, SmL
Sol. (10mg/ml.) a-D-glucosa- 1-fosfato 2mL
Sol. (10mg/mL) ¢-D-glucosa-1,6-difosfato 3mL
Sol. (10 U/mL) G-6-Pdh

(glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) I mL
Sol. MTT * I mL
Sot. PMS * 1 mL

* Los reactivos marcados con un asterisco deben agregarse inmediatamente antes de
ser al gel.
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