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Resumen

Se investigé la estructura genética, ultraestructura y morfometria de tres poblaciones de
langostinos del género Macrobrachium, las que se caracterizan por presentar desarrollo
abreviado y distribucidn puntual. Hay que destacar que una de estas poblaciones es el
primer registro de langostinos epigeos con tales caracteristicas para México y Ameérica del
Norte, recientemente descrita como Macrobrachium tuxtlaense, proveniente del arroyo las
Margaritas, Catemaco, Veracruz. Las otras poblaciones fueron denominadas como
Macrobrachium sp. 1, del Arrove Santiaguillo, en Santiage Tuxtla, Veracruz y
Macerobrachium sp. 2, del Arroyo San Antonio, Tabasco,

La finalidad de este estudio es responder a la interrogante de si estamos frente a
varias nuevas especies epigeas de langostinos con desarrollo abreviade para México o si
estas son poblaciones de una nueva especie o poblaciones en proceso de especiacion.
Para responderla se ha propuesto encontrar evidencia wutilizando diferentes
aproximaciones.

En primer lugar se determind la variacién y la estructura genética de las
poblaciones mediante electroforésis en acetatos de celulosa, analizande ocho loeci
enzimaticos, Para las tres poblaciones de desarrolle abreviade los estimadores de
variaciéon genética fueron altos y el niimere promedio de alelos por locus fluctué entre
1.75y 2.62. Los niveles de heterocigosidad y politnorfismo fueron altos principalmente
para las poblaciones de M. tuxtlaense (Hs - 0.248) v Muacrobrachium sp. 2 {(Hs - 0.371)
con un pelimorfismo del 75.0% en ambos casos mientras que Macrobrachium sp. 1
presentd una Hs - 0.096 y P-37.5%.

El analisis de la estructura genética de las poblaciones se hizo a partir de las
frecuencias alélicas v genotipicas con los estadisticos F de Wright v las distancias
genéticas de Nel. Los resultados indican que las poblaciones tienen un alto porcentaje de
homéciges, lo que puede deberse, principalmente, a la endogamia local. También se
observa diferenciacion genética entre las poblaciones y ia variacién genética observada se
encuentra mas entre las poblaciones que dentro de ellas. Lo anterior esta representado en
los altos valores promedio de Fis - 0.5339, Fit - 0.7717 y Fst = 0.5101, para las tres
poblaciones. El promedio de distancia genética entre las poblaciones es de 0.3999, el
dendrograma resultante indica que las poblaciones de Macrobrackium tuxtlaense y
Macrobrachium sp. 1 son més cercanas en cuanto a distancia genéticamente que la
poblacion de Macrobrachium sp. 2,

En segundo lugar, se realizé un estudic de ultraestructura de las cerdas apicales
del apéndice masculino, mediante microscopia electronica de barrido. Los resultados
indican que éste atributo es categdrico, especie especifico y constante en cada una de las
poblaciones estudiadas. Asi, los ma hos de Macrobrachium tuxilaense presentan cuatro
cerdas apicales y los de Macrobrachium sp. 1 v Macrobrachium sp. 2 presentan tres y
cineo cerdas apicales, respectivamente.

La tercera aproximacién fue un estudio morfométrico para 37 caracteres y 12
proporciones. Se estimé el coeficdente de variacion de los caracteres v las proporciones,
se hizo un analisis de varianza, un andlisis multivariado de componentes principales y
discriminante candnico, los que revelaron que las poblaciones estan diferenciadas tanto
por sitio como por sexo. '

Para tenmer un punto de comparaciim de los resultados obtenidos en cada
aproximacion, se realizaron los mismos fres estudios para cuatro poblaciones de
Macrobrachium acanthurus, especie cercana al complejo anterior, pero con desarrollo
completo y distribucién continua.

Como conclusién de los resultados obtenidos, tanto en el ambito genético, de
ultraestructura ¥ morfométrico, se puede establecer qite existe evidencia suficiente, para
ptoponer que las tres poblaciones epigeas de Macrobrachium, con desarrollo abreviado y
distribucion puntual estudiadas, podrian tratarse como especies diferentes y nuevas para
México.
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Introduccién General

México es considerado un pais megadiverso debido a su ubicacion
geografica, a la interaccién de las regiones biogeograficas neartica y neotropical
y por su heterogeneidad de habitats, producto de la intrincada topografia de su
territorio (Toledo, 1988). Caracteristicas que, en el caso particular de los
crustaceos dulceacuicolas, han favorecido la formacion y el establecimiento de
un elevado namero de especies (Villalobos et al. , 1993).

La historia geologica y el clima pasado y actual de México, han sido
factores claves tanto en la dispersion de las especies como en los procesos de
especiacion que han sufrido estos invertebrados, tal vez desde el Mesozoico
tardio, cuando en la configuracién del relieve mexicano empezaron a aparecer
cadenas montanosas como la Sierra Madre Oriental y Occidental y el Eje
Neovolcanico, asi como la extensa planicie central, delimitada por las
cordilleras recién formadas (Canti et al, 1991). Estos levantamientos
orograficos, asi como los que posteriormente ocurrieron en el sur de México,
entre los que se destacan la emersion de la peninsula de Yucatan y la
formacion de las cadenas montafiosas en el Estado de Chiapas, han sido las
principales causas del intrincado patron de distribucién geografico que
presentan muchos géneros de decapodos dulceacuicolas (Villalobos, 19832).

Los crustaceos decapodos, en general, presentan cinco pares de
pereiopodos, articulados a la region toracica, de éstos, los tres primeros pares
pueden o no estar quelados. Tienen un cefalotérax que cubre las somitas
cefdlicas y toracicas y un abdomen que se extiende; distalmente, para terminar
en los uropodos y el telson {(Alvarez y Villalobos, 1997). Los patrones
reproductivos difieren marcadamente entre especies marinas y dulceacuicolas;
en estas ultimas, las posibilidades de dispersion son reducidas debido a la
naturaleza discontinua, v en ocasiones efimera de los cuerpos de agua, por lo
que hay especies que presentan desarrollo abreviado o directo, con produccién
de pocos huevos de gran tamano y provistos de mucho vitelo y estadios

juveniles que tienden a permanecer cerca de su lugar de origen. El patréon de
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estas modificaciones es uno en el que la variaciéon geografica y la especiacion
son comunes, debido al reducido flujo génico entre poblaciones. Por este
aislamiento espacial, las unicas oportunidades que dichas poblaciones tienen
para invadir nuevas arcas y establecer contacto con poblaciones previamente
aisladas, son los eventos catastréficos como inundaciones, cambios en el curso
de los rios 0 movimientos terrestres, (Alvarez y Villalobos, 1997).

Entre la vasta fauna carcinologica mexicana se encuentra la familia
Palaemonidae, que incluye a organismos marinos vy dulceacuicolas (Holthuis,
1952) Morfolégicamente se caracterizan por temer un cuerpo alargado y
comprimido lateralmente, por presentar los dos primeros pares de pereiopodos
quelados; el segundo par es mas grande que el primero y su carpo no se
encuentra subdividido; rostro con espinas y las mandibulas casi siempre tienen
un proceso incisivo (Camacho et al., 1997). La familia Palaemonidae esta
integrada por tres subfamilias: Euryrhynchinae, Pontoniinae y Palaemoninae.
La mayoria de los géneros que incluye la subfamilia Palaemoninae habitan en
ambientes dulceacuicolas en estado adulto y se caracterizan por tener una
pleurobranquia en el tercer maxilipedo y presentar, en €l margen posterior del
telson, dos pares de espinas y uno o mas pares de cerdas (Villalobos, 1982). Sin
lugar a dudas, el género mas relevante de esta subfamilia es Macrobrachium,
cuyas especies son conocidas cominmente como: “acamayas”, “camarones de
rio”, “cauque”, “chacales”, “piguas” o “langostinos”, dependiendo de la especie
gue se trate, de su ubicacion geogréafica v de las estructuras particulares que
presenten. El género se caracteriza por presentar un palpo mandibular con tres
articulaciones, dactilos de los iltimos tres pares de pereiopodos simples,
presencia de una espina hepatica y ausencia de espina branquiostegal
{Holthuis, 1993).

Estos crustaceos representan un interesanfe material de estudio tanto
por el elevado numero de especies que lo integran, su amplia distribucién
geografica y diversificacion, asi como por la biologia de los organismos y la
importancia eccondomica de algunas especies (Villalobos, 1982}, Se han

reportado alrededor de 175 especies y subespecies del género Macrobrachium



en el mundo (Chace v Bruce, 1993). En el continente Americano se encuentran
a 10 largo de ambas vertientes, desde el nivel del mar hasta altitudes cercanas a
los 15300 msnm, altitud que en la mayoria de los casos implica una penetracion
en las cuencas fluviales de varios centenares de kilometros. Sobre la vertiente
Atlantica se distribuyen desde Florida hasta el norte de Argentina. A través de
la vertiente del Pacifico, desde la peninsula de Baja California hasta Ecuador
{Chace y Bruce, 1993}. En México, se han reportado quince especies (Tabla 1j,
distribuidas en 21 estados de la Republica Mexicana (Fig. 1). Ademas del
“langostino malayo”, Macrobrachium rosenbergii (De Man), el cual es una
especie introducida, siendo la mas estudiada y de mayor interés comercial.
Once de estas especies tienen desarrollo extendido y s6lo Macrobrachium
villalobost, M. acherontium, M. tuxtlaense y M. vicconi presentan desarrollo

abreviado.

Tablal. Especies del género Macrobrachium reportadas para México.

Vertiente Pacifica Vertiente Atlantica

M. aecanthochirus Villalobos, 1966

M. tenellum Smith, 1871

M. michoacanus Nates y Villalobos, 1990
M. digueti Bouvier, 1895

M. americanum Bate, 1868

M. occidentale Holthuis, 1950

M. hobbsi Nates y Villalobos, 1990

M. olfersii Wiegmann, 1836*

. carcinus Linnaeus, 1758
heterochirus Wiegmann, 1836
hobbsi Nates y Villalobos, 1990*

. olfersii Wiegmann, 1836 *

. acherontium Holthuis, 1977 **
villalobosi Hobbs, 1973 **
acanthurus Wiegmann, 1836

. tuxtlaense Villalobos y Alvarez, 1999
vicconi Roman et al., 2000

SRERERERER

Especies vicariantes, se distribuyen en ambas vertientes.
**  pEspecies que vivern: en cavernas con desarrollo abreviado
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Fig. 1 Distribucién del género Macrobrachium en 21 estados de la Repiblica mexicana.

Dentro de la controversia que ha significado ¢l origen del género
Macrobrachium, Villalobos (1967a) consideré a Macrobrachium olfersii como el
tronco original de este complejo faunistico y lo llamé “El grupo olfersi”, por una
serie de rasgos caracteristicos que, mas o menos modificados, son el
denominador comun del grupo. Esta especie se distribuye por todos los
sistemas hidrologicos de la vertiente Atlantica, desde el norte de Tamaulipas,
México, hasta el sur de Brasil; asi como muy cerca del litoral Pacifico, donde
pude establecerse gracias a las condiciones topograficas e hidrograficas del
Istmo de Tehuantepec. La presencia de especies afines al grupo, que pueblan la
costa pacifica, lleva a pensar en una antigua dispersion del tronco original a
través del Istmo de Tehuantepec, hasta establecerse en la costa oriental de la
peninsula de Baja California,teniendo tales especies tiempo suficiente para

evolucionar en forma independiente.



Villalobos (1982) reportd la presencia de especies vicariantes a ambos
lados del Continente Americano, especies que quedaron separadas
definitivamente al levantarse el Istmo de Panama. Si ésta barrera
centroamericana se establecid en el Mioceno (Jordan, 1908) o en el Pliocenc
(Mayr, 1946), las poblaciones originales ubicadas en las vertientes Atlantica y
Pacifica, imposibilitadas de intercambio genético tuvieron la oportunidad de
evolucionar de manera independiente pero no al grado de adquirir rasgos
especificos que permitan diferenciarias morfol()gicamen.te.

Villalobos ({1982) considera que las especies de Macrobrachium en
Mescamérica se han establecido basicamente en tres tipos de habitat. En las
partes altas de los rios hasta 1500 m, en donde las corrientes son rapidas, las
aguas cristalinas y templada, con temperaturas de hasta 23 °C vy
concentraciones de oxigeno son altas (6 a 7 ml/L), podemos encontrar
permanentemente especies como M. carcinus, M. americanum, M. acanthochirus
v M. occidentale. En las partes bajas de las cuencas hidrograficas, con
corrientes lentas, aguas entre turbia y clara, temperaturas de 23 a 26 °C y
oxigeno disuelto de 4 a 5 ml/L, aparecen M. acanthurus y M. tenellum. En las
aguas lénticas de las lagunas costeras, que se caracterizan por presentar
temperaturas entre 26 y 28 °C, con salinidades de hasta 15 ppm, turbias y con
concentraciones de oxXigeno de 3 a 5 ml/L, son el tipo de ambiente en donde
podemos encontrar a la mayoria de las especies, sobre todo en los primeros
estadios de su ciclo biolégico hasta la fase juvenil, en la que remontan a los rios
hasta llegar a las partes altas donde se reproducen. Las hembras ovigeras de
algunas especies migran hacia las partes bajas de los rios para liberar a las
larvas, iniciando asi un nuevo ciclo.

Los aspectos biologicos de las especies citadas para México (Tabla I,
excepto Macrobrachium villalobosi, Macrobrachium acherontium, Macrobrachium
tuxtlaense y Macrobrachium viconni convergen en caracteristicas comunes para
el grupo por ejemplo: todas las especies producen cientos de pequenios huevos
(de 0.04 a 0.07 mm de diametro) por puesta, presentan desarrollo larval

extendido con 10 a 12 etapas larvarias, habitan en extensas areas de



distribucion (mayores de 3,000 kin de costa) y tienen una dependencia estricta
de salinidades moderadas y altas en las zonas litorales, para el desarrollo de la

postlarva hasta el estado juvenil (Fig. 2a v b).

Fig. 2b. Hembra ovigera de Macrobrachium sp. de desarrollo completo con cientos de huevos.
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Macrobrachium villalobosi y Macrobrachium acherontium son especies que
habitan en cuevas en los estados de Oaxaca y Tabasco respectivamente. Se
distinguen por producir pocos huevos con suficiente vitelo, presentar desarrollo
larval abreviado y no ser dependientes de la salinidad. Su patrén morfolégico
sigue siendo el de un langostino, pero debido a las condiciones propias de su
ambiente escaso en luz y de dificil acceso, han sufrido adaptaciones
morfolégicas notables, es asi como M. villalobosi presenta ojos sin cornea, no
tienen pigmentos corporales y sus apéndices toracicos son alargados por lo que
se considera una especie completamente troglobia (Fig. 3a). Macrobrachium
acheronthium, en cambio, aunque se ha encontrado habitando en cuevas no es
una especie totalmente troglobia ya que no presenta cambios morfologicos
tipicos para considerarla como tal, sus corneas estan reducidas y los apéndices
toracicos son esbheltos y poco elongados.

Macrobrachium viconni (Fig. 3b) v Macrobrachium tuxtlaense presentan
desarrollo abreviado y no son dependientes de la salinidad, su distribucién es
puntual, se han encontrado encerrados en cuevas de dificil acceso o en arroyos
que no tienen salida al mar. Sus hembras ovigeras presentan pocos huevos de

gran tamano, provistos de mucho vitelo.



Fig 3a Macrobrachium vilialobosi, especie cavernicola con desarrollo abreviado.
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Fig. 3b Macrobrachium inconni especie epigea con desarrollo abreviado.




Hasta 1995 se conocian alrededor de 39 especies epigeas de
Macrobrachium con desarrollo abreviado en el mundo: 17 en Sudameérica, 2 en
Australia, 11 en Asia, 6 en Africa, 2 en la India y 1 en Japdn (Pereira vy Garcia,
19G95). A finales de 1999, Villalobos y Alvarez describieron la primera especie
epigea con desarrollo abreviado para México y América del Norte denominada
Macrobrachium tuxtlaense, proveniente de un arroyo cercano al pueblo de
Coyame, en los Tuxtlas, Veracruz, un tributario del pueblo de Catemaco (Fig.
4a) y en el afno 2000 Roman y colaboradores publicaron la segunda especie de
este tipo Macrobrachium viconni proveniente del rio Perlas, Ocosingo, Chiapas
(Fig. 4b). Estas especies se caracterizan por exhibir un desarrollo larval directo
o abreviado, es decir, que las etapas larvarias se desarrollan dentro del huevo
de donde eclosiona un organismo de mayor tamano y mas desarrollado.
Producen pocos huevos (no mas de 50), de gran tamano (¥2 mm de diametro},
con mucho vitelo vy su ciclo de vida se desarrolla en cuerpos de agua dulce que
na tienen acceso al mar; o bhien, que se encuentran tan distantes de la costa
que la migracion al mar y después rio arriba es impracticable. Tipicamente, el
desarrollo abreviado implica la independencia de estas especies del agua
salada, siendo minimos o inexistentes los estadios inmaduros, favoreciendo los
procesos de especiacion.

Hasta 1995 el registro de las especies epigeas de Macrobrachium con
desarrollo abreviado en el Continente Americano, estaba restringidas a la
cuenca del Amazonas: Venezuela, Colombia y Brasil {Pereira, 1986, 1993;
Pereira y Garcia, 1995). Sin embargo, en recolectas de estos ultimos afios
realizadas por los integrantes de la Coleccidn Nacional de Crustaceos, del
Instituto de Biologia, UNAM, en diferentes regiones del sureste de México, se
han encontrado, en principio cinco poblaciones de pequefios langostinos con
desarrollo abreviado {tres en Veracruz, una en Tabasco y una en Chiapas). Los .
ambientes en los que se habitan estos palemodnidos, se caracterizan por ser
arroyos de montafia que nacen en manantiales aislados y vierten sus aguas a

canadas para desembocar en rios mas caudalosos o en lagos volcanicos.

9



Fig. 4a Arroyo Las Margaritas de Catemaco, San Andrés Tuxtla, Veracruz. Lugar de

recolecta de Macrobrachium tiixtiaense,

Fig. 4b Rio Perlas, Oconsingo, Chiapas. Lugar de recolecta de Macrobrachium viconni
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Si bien las cinco nuevas poblaciones de Macrobrachium recolectadas
tienen apariencia morfoldégica muy similar, no son idénticas, por ello la gran
interrogante a resolver es: destamos frente a varias poblaciones de la primera
especie epigea del género Macrobrachium con desarrollo abreviado, frente a
poblaciones en vias de especiacion, o frente a especies completamente distintas
de Macrobrachium, pero con desarrollo abreviado?

El descubrimiento en el sur de México de éstas nuevas formas del género
Macrobrachium con desarrollo abreviado permite suponer'que la presencia del
género en la region tropical de América es muy antigua, ya que solo asi podria
explicarse el patron el patron de distribucidn actual, desde la parte meridional
de México hasta Sudamérica. Este planteamiento coincide con la existencia de
estos langostinos en habitats de agua dulce estrictamente cerrados por tierra
(Bueno y De Almeida, 1995), particularmente manantiales, pequefios arroyos

de montafia e incluso cuevas, sin ninguna comunicacion con la costa

D

{Villalobos v Alvarez, 1999). De igual forma se debe de considerar la propuesta
m

nos han planteado la

hecha por Pereira ef al., {1995), quienes en los nltimos

i

idea de que este grupo de especies, caracterizadas por presentar desarrollo
abreviade (al menos en nuestro continente}, pudo haberse formado antes de
que lo hicieran las especies de desarrollo larval extendido. Y por qué no pensar
en que la distribucion, tan puntual, de estas poblaciones pueda corresponder a
relictos que lograron sobrevivir en cuerpos de agua epigeos, alejados de la costa
v en ocaciones efimeros producto de los movimientos de los continentes en
épocas remotas?. O bien, que las posibilidades adaptativas de las especies les
han permitide independizarse del agua salina y colonizar nuevos ambientes
aun oligotroficos, contrarrestando todas las caracteristicas desfavorables de
diches ambientes, logrando una adaptacion exitosa?.

Basandonos en este escenario, se propone el presente proyecto de
investigacion que tiene como objetivo estudiar la variacidn genética, la
morfometria y la ultraestructura del apéndice masculino, en tres de las cinco

poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado recientemente
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encontradas; Macrobrachium tuxtlaense (Fig. 5a), Macrobrachium sp. 1 (Fig. 5b)
v Macrobrachium sp. 2 (Fig. 5c).

En forma paralela, las mismas aproximaciones se realizaran para cuatro
poblaciones de Macrobrachium acanthurus, que es una especie de langostino
con distribucién continua, a lo largo de la costa este del continente, cercana al
complejo anterior, de amplia distribucion y con desarrollo larval extendido, de
esta manera se tendra un parametro de comparacion con los resultados que se

obtengan.

__L,w“""’"’"’" .

Fig. 5a Esquema de Macrobrachium tuxtlaense, proveniente del Arroyo Las Margaritas de

Catemaco, San Andrés Tuxtla, Veracruz
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Fig. 5b. Esquema de Macrobrachium sp.1, Proveniente del Arroye Santiaguille, Santiago Tuxtla,

Veracruz.

Fig. bc. Esquema de Macrobrachium sp.2, proveniente del Balneario San Antonio, San José Las

Choapas, Tabasco.
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Objetivos generales

Determinar, a partir de un analisis isoenzimatico, morfométrico v de
ultraestructura, €l nivel de variaciéon en tres poblaciones de langostinos
con desarrollo abreviado (Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp.
1 y Macrobrachium sp. 2).

Comparar estos resultados con el grado de variacion de cuatro
poblaciones de Macrobrachium acanthurus, especie de amplia distribucion
y con desarrollo larval extendido.

Determinar si existe evidencia suficiente para proponer que estas
peblaciones, de distribucion restringida y desarrollo abreviado puedan

ser tratadas como especies distintas.



Capitulo I

La Estructura Genética de las Poblaciones

1. Introduccion

1.1  Genética de Poblaciones y evolucion

Una poblacién genética se define como un grupo de individuos que
comparten un mismo grupo de genes. En consecuencia, entre dichos individuos
existen relaciones genéticas que confieren a la poblacion caracteristicas propias
que la hacen diferente, atin bajo condiciones de asociaciéon simpatrica a otra u
otras poblaciones (Molina, 1992)

La finalidad de la genética de poblaciones es la de explicar, en términos
cuantitativos y predictivos, el proceso de adaptaciéon, uniendo las ideas de

seleccion natural de Darwin vy Wallace, con las leyes genéticas de Mendel

o]
i

=
C\

~
)
i
o
=
—-
¢4

o
<
o
-

ios genotipos, v

h. tratar de explicar esta variacion, en términes de las distintas fuerzas
evoiutivas (seleccidon natural, deriva génica, mutacion, migracidon y sistemas
reproductivos) (Hedrick, 1983).

Se puede definir a la evolucion como cualquier cambio en las condiciones
de equilibrio de una poblacion {desequilibrio de las frecuencias alélicas}, por la
violacion de una o mas de las condiciones de equilibrio de la ley de Hardy-
Weinberg. Ya que ninguna poblacion es infinitamente grande, las mutaciones
espontaneas no pueden ser evitadas ni la seleccidon ni las presiones migratorias
que generalmente existen en las poblaciones naturales. De modo que es
sorprendente que a pesar de estas violaciones de las restricciones de la ley de
Hardy-Weinberg, muchos genes cumplen, dentro de los limites establecidos,

con las condiciones de equilibrio entre generaciones sucesivas (Stanfield, 1971).



L.a evolucion en las poblaciones se debe a los cambios genéticos causados
por las fuerzas evolutivas y se determina mediante el analisis de las frecuencias
génicas actuales que permiten explicar cémo han cambiado en el tiempo y

predecir su cambio futuro (Hartl y Clark, 1989).

1.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La genética de poblaciones, en su afan de investigar coOmo se expanden
los genes, a través de las poblaciones de organismos, encontré una base solida
en los trabajos del matematico inglés Godfrey H. Hardy y el obstetra aleman
Wilhelm Weinberg; quienes en 1908 formularon, por separado, lo que ahora se
conoce como la ley de Hardy-Weinberg. Esta ley afirma que si dos alelos de un
gen autosdomico (A y a), existen en una poblacion, la frecuencia con la que se
presentan son p y g, (p + q = 1) respectivamente, v si el apareamiento se
produce de forma aleatoria con respecto al gen, entonces, de una generacion la

frecuencia de los tres genotipos sera:

p+q*=p*+2pg+g® =1

D H R
AA  Aa aa

Donde p? es la fraccion de la siguiente generacién que se espera sea
homocigota AA (D}, 2pq es la fraccidén de heterocigotos esperada {H o Aa), v ¢°
es la fraccion que se espera sea aa (R).Estas fracciones deben sumar la unidad
para explicar todos los genotipos de la poblacién filial. Para obtener el equilibrio
genético, como lo expresa la ecuacion de Hardy-Weinberg, las frecuencias
génicas se deben mantener constantes de generacién en generacion para ello se
deben cumplir las siguientes cinco condiciones:

(a) que el tamano poblacional sea muy grande,

(b} que todos los apareamientos sean al azar,

(€] que todos los alelos sean igualmente competentes para dejar hijos,
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(d) que no leguen alelos de fuentes externas, y

(e) que no exista mutacion.

Si una poblacion cumple con estas condiciones no sufrira cambios en las
frecuencias alélicas de una generaciéon a otra y, por lo tanto, no evolucionara
(Stansfield, 1971}

1.3 Fuerzas evolutivas

El efecto de las distintas fuerzas evolutivas (mutacion, selecciéon natural,
flujo génico, deriva génica, sistemas de apareamiento), sobre los alelos de un
locus hace que éste sea mono o polimérfico. Hay fuerzas evolutivas que pueden
aumentar la variaciéon genética (mutacion), o disminuirla como es ¢l caso de la
deriva génica; sin embargo, las restantes fuerzas evolutivas pueden aumentar o
disminuir la variaciéon genética dependiendo de la particularidad del caso
(Hedrick, 1983).

La mutacién génica, natural o artificial, es el Unico fenémeno que
produce modificaciones génicas y como tal contribuye a la generaciéon de nueva
variabilidad genética. Las aberraciones cromosomicas y la recombinacion
génica son también fuentes de variabilidad genética, pero sin modificacion de
los genes ya existentes. La mutacion génica, considerada en la actualidad como
un cambio en las secuencias de bases en la cadena de ADN, es un fenémeno
raro en la naturaleza (= 1 x 10 -9] (Molina, 1992).

La seleccion, natural o artificial, es otra de las fuerzas que modifican las
frecuencias génicas y consecuentemente las genotipicas de una poblacion. La
seleccion puede ser cigodtica o gamética, segun actile sobre los individuos o
sobre los gametos (Molina, 1992). Para el calculo del cambio de frecuencia del
gen a, después de un ciclo de seleccion, conviene asignar a cada genotipo un
valor W, que refleje su grado de supervivencia; este valor se conoce como “valor
adaptativo”, “valor selectivo” 0 "adecuacion”. Mas simple, la seleccion natural es

el proceso por el cual genotipos con mayor adecuacion (mayor capacidad de

17



sobrevivir y de reproducirse en un ambiente determinado), dejan en promedio
mas descendencia que genotipos con menor adecuacion. Como resultado, los
tipos y frecuencias de alelos en la poblacion cambian para promover una mejor
adaptacion de la poblacion al ambiente (Hartl y Clark, 1989).

La endogamia es el apareamiento preferencial genotipico positivo. Es, por
lo tanto, el apareamiento entre individuos que son parientes, generando una
reorganizacion de los alelos dentro de los genotipos, donde la frecuencia de
homécigos se incrementa y la frecuencia de heterocigos se reduce en forma
relativa a las proporciones esperadas bajo apareamiento al azar (Hedrick, 1983;
Molina, 1992).

La deriva génica es el cambio de las frecuencias alélicas debido al azar,
como resultado del muestrco de gameétos de generacion en generaciéon. La
magnitud del cambio de las frecuenciaé alélicas, en cada generacion, es
dependiente del tamafio efectivo de la poblacién, que se entiende como el
numero de individuos que se reproducen, (Hartl y Clark, 1989). El resultado

poblaciones (Hedrick, 1983).

mas importante de la deriva génica es la pérdida de heterocigosidad cn las

La migracion o flujo génico tiene dos efectos; por un iado puede aumentar
la variabilidad genética existente en una poblacién, en un momento dado,
variacion sobre la cual puede operar la seleccion natural v conducirnos a la
adaptacion o puede provocar que intervengan individuos con genes adaptados a
otras condiciones vy, en consecuencia, que disminuya el indice de
funcionamiento en la adaptacidon promedio de la poblacion (Eguiarte, 1986;
1990 vy Eguiarte et al., 1990}). Aunque el flujo génico puede restringir la
evolucion previniendo la adaptacién a condiciones locales, también puede
promoverla a través de la dispersién de nuevos genes a través del area de

distribucion de las especies (Slatkin, 1987).
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1.4 Variacion genética

La descripcion de la variacion genética dentro y entre poblaciones es una
parte central de la genética de poblaciones (Hedrick, 1983); esta descripcion
consiste en analizar las proporciones correspondientes a los distintos genotipos
y su distribucién en el espacio y tiempo y nos referimos a ella como estructura
genética de una poblacién {Loveless y Hamrick, 1984 en Eguiarte, 1990).

La base genética de la variacion se explica con los trabajos de Mendel,
quien descubre la herencia por segregacion de caracteres y distribucion
independiente de estos (Hartl y Clark, 1989). La variacién, al ser hereditaria, es
la materia prima de la evolucion, ya que el cambio de la proporcién de
variantes, de una generacién a otra, es lo que se llama evolucién (Futuyma,
1998).

La manera como se distribuye la variacidon genética dentro v entre
poblaciones, constituye su estructura genética e involucra el sistema espacio
temporal de las frecuencias genotipicas (Allendorf, 1983}

La variacidn genética puede ser medida a través de la proporcion de loci
polimorficos, o a través de la frecuencia promedio de individuos heterdcigos por
locus. El uso de calculos estadisticos, permite expresar el nivel de
diferenciacion genética entre poblaciones geograficamente separadas. Es asi
como Nei {1972}, propuso un meétodo 1util para estimar la diferenciacién
genética entre poblaciones utilizando datos electroforéticos definiendo la
distancia genética, que estima el nliimero de sustituciones alélicas por locus
que han ocurrido en la evolucion independiente de las poblaciones (Ayala y
Kiger, 1984). A partir de estas distancias es posible reconstruir las relaciones
entre las poblaciones,

Otro indice que permite expresar el nivel de variacién genética entre
poblaciones es el indice de diferenciacién Fs, para el que Wright considerd el
caso donde una poblacidn original se dividid en un nUmero grande

(tedricamente infinito) de poblaciones y se alcanzd el equilibrio después de
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muchas generaciones. Este indice puede medir distancia genética y estimar el

tiempo de divergencia entre dos poblaciones (Wright, 1965).
1.5 Isoenzimas y electroforésis

Markert y Moller (1959), fueron los primeros en acunar el término de
isozymas, para describir las diferentes formas moleculares de las enzimas, en
una especie, que presentan una actividad catalitica comun. Estas enzimas
funcionales confieren flexibilidad, versatilidad y precision a los organismos
desde el punto de vista de funciones metaboélicas (Acquaah, 1992).

La electroforesis es una técnica bioquimica versatil que detecta la
variacion genética. Fue introducida por Tiselius en 1937 y consiste,
basicamente, en la migraciéon de las proteinas en una matriz de almidén,
agarosa, policridamina o acetato de celulosa. Este movimiento se debe a la
COO ), donde

la carga neta de cada proteina varia con el ph. La migracién de las proteinas

carga de las cadenas de aminoacidos basicos (NH3+) o acidos

——

también se ve afectada por el tamarfio y la forma de éstas. En si, ¢l objetive que
se persigue con la técnica de electroforésis, es el de encontrar cambios
ocurridos por mutaciones, en las secuencias de aminoacidos que codifican
locus especificos de ADN, los que pueden observarse en la alteracion de la
forma, carga neta, eficiencia catalitica y estabilidad de la molécula (Hillis y
Moritz, 1990; Helena laboratories, 1993).

Los genes que codifican proteinas tienen dos propiedades que les
confieren ciertas ventajas como marcadores genéticos: la primera, es que una
fraccion significativa de estos genes son polimdrficos en la mayoria de los
organismos; y la segunda, es que estas diferentes formas o alelos generalmente
son codominantes, lo que permite relacionar los fenotipos observados
(electromorfos) con determinados genotipos (Weeden y Wendel, 1989).

Los estudios de electroforésis de isoenzimas, particularmente en
crustaceos, han sido utilizados para evaluar el status genético de poblaciones

naturalcs, para el mejoramiento genético de especies cultivables, identificacion
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de especies cercanamente relacionadas, estimacion del grado de parentesco de
diferentes taxa v en la reconstruccion de filogenias (Hedgecock et al., 1977,
1982; Hedgecock 1979; Lester, 1979; D’Amato y Corach, 1996}

1.6 Estructura genética de poblaciones

Allendorf (1983), se refiere a la estructura genética de las poblaciones
como la forma en la que se distribuye la variacion genética entre y dentro de
cllas. Es comun encontrar que las poblaciones naturales estén fisicamente
separadas o subdivididas en pequefios demos o0 subpoblaciones aisladas
geograficamente (modelo de islas o stepping-stone), en las cuales la cantidad de
similitud genética puede diferir. También, podemos encontrar especies en las
cuales la poblacion entera puede constituir un ente panmictico {potencialmente
todos los individuos se pueden entrecruzar}, o el caso en el cual la especie es
una poblacion tinica continua, geograficamente dentro de la cual los individuos
se entrecruzan solamente con los organismos mas proximaos,

Cuando la poblacién tiene subpoblaciones localizadas en las cuales existe
deriva génica, o el apareamiento entre individucs no es al azar a lo large de la
poblacién, o si la migracidon no tiene probabilidades iguales a través de la
poblacion, se considera que la poblacion esta estructurada (Hedrick, 1983).

La estructura genética de las poblaciones se ve afectada por el tamafo,
nuamero y edad de los individuos de cada poblacion (Hartl y Clark, 1989). La
importancia de conocer la estructura genética de una especie radica en poder

predecir la evolucion de sus poblaciones.

1.7 Estimadores usades en genética de poblaciones:

1.7.1 Variacidon genética

Los indices mas utilizados para conocer la variacién genética dentro de

una poblacién son:
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1).  Proporcién de loci polimérficos (P). Un locus es polimérfico cuando presenta
mas de un alelo. Ya que la probabilidad de encontrar mas de un alelo en un
locus se incrementa a medida que aumenta el numero de individuos
muestreados, se determind un criterio arbitrario para decidir si un locus es
polimeorfico, independiente del niimero muestral. Por ello se dice que un locus
es polimoérfico cuando la frecuencia del alelo mas comun no excede el 95% 0 el
99% (Hedrick, 1983; Hartl y Clark, 1989). Para estimar el polimorfismo, se debe
calcular la proporcion de loci que fueron polimériicos con relaciéon al total de
loci estudiados. Toma valores entre 0 v 1, cercanos a cero indican la no-
existencia de variaciéon genética y cercan.os a 1 indica que todos los gene/loci
tienen dos o mas alelos.

2). Heterocigosidad promedio esperada {H). Es el porcentaje promedio de loci
heterécigos por individuo, 0 equivalente, el porcentaje promedio de individuos
heterécigos por locus. Se calcula obteniendo la heterocigosidad en cada locus
como H = 1-2 pi%; donde pi es la frecuencia de cada uno de los alelos presentes
en el locus, v luego se obtiene el promedio para todos los loci estudiados Este
indice puede tomar valores desde O (cuando no existe variacion genética) a 1,
(Hartl v Clark, 1989}.

3). Numero promedio de alelos por locus (A). Es simplemente el resultado de
obtener el promedio aritmético del nimero de alelos presentes en cada uno de
los loci estudiados, (Hedrick, 1983).

1.7.2. Coeficiente de endogamia

Mide el grado de endogamia en una poblacion. El coeficiente de endogamia
{F) de Wright {1921} v mide la reduccién en la heterocigosidad dentro de una
poblacion debido al entrecruzamiento entre parientes, con respecto a la
heterocigosidad esperada en equilibrio Hardy-Weinberg.

El indice F, se define como: F = 1-(proporcién de heterocigos
observados/proporcién de heterécigos). F es igual a cero (0) si la poblacién se

encuentra en equilibric Hardy-Weinberg, dado gque la heterocigosidad
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observada es igual a la heterocigosidad esperada y puede tomar valores entre -1
a 1. Es de -1 si existen exclusivamente individuos heterocigotos en la poblacién
v de +1 si s6lo se presentan individuos homocigos.

Ademéas de expresar la endogamia promedio de todos los miembros de una
poblacion en una generacion particular, el coeficiente de endogamia también es
una medida de la probable identidad alélica de un solo individuo endogamico.
"Por identidad alélica” se entiende que los dos alelos presentes en un organismo
son idénticos por descendencia. ; es decir que los dos gametos que forman el
cigoto vienen de parientes y portan alelos que son productos replicados de un

solo gen en un ancestro comun (Castafieda, 1996).
1.7.3. Estadisticos F de Wrigt

Los estadisticos F probablemente sean la medida de diferenciacion de las
poblaciones, mas utilizada, estan basados en la particion de la varianza
genética dentro y entre las poblaciones, midiendo el grado de endogamia y
aislamiento en términos de la distribucién de la varianza genética (Costa y
Ross, 1994; En Eguiarte, 1990). Estos estadisticos permiien analizar las
proporciones de heterocigotos en tres niveles jerarquicos, dentro de cada
subpoblacion (Fis), entre subpaoblaciones (Fs) v en la poblacion en conjunto {Fy).

Una poblacién subdivida tiene tres distintos mniveles de complejidad:
individuos (J, subpoblaciones (S) y la poblacion total (7). Que en términos de
heterocigosidad son Hi = la heterosigocidad de un individuo en una poblacion,
Hs = la heterocigosidad esperada de un individuo en una poblacién equivalente
con apareamiento al azar. Hi es la heterocigosidad observada promediada a
traves de todas las subpoblaciones. Hs representa el nivel de heterocigosidad
que podria ser encontrado en una subpoblacién si la subpoblacion tuviese
apareamiento al azar. Ht, representa cual seria la heterocigosidad si todas las
subpoblaciones fuesen puestas juntas y se aparearan al azar.

Para el caso de k subpoblaciones Hi = ¥ Hi / K, si pis es la frecuencia del i

alelo, en la subpoblacion s, y Hs es la heterocigosidad esperada en Hardy-

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Weimberg en la subpoblacion s entonces Hs = 1-X p? s donde la sumatoria es
sobre todos los alelos. |

F es el promedio de Hs tomado sobre todas las poblaciones. Finalmente si pi
es la frecuencia del alelo i, promediado sobre todas las subpoblaciones,
entonces, Hr = 1-2 p%. Los estadisticos F son calculados a partir de las
frecuencias genotipicas en cada locus.

Fis = mide la reduccién relativa de la heterocigosidad con respecto a la

esperada bajo apareamieato al azar, se define como:
Fis = (HS' H1] / Hs

Donde Hs y H; son las proporciones de heterocigos promedio observada y
esperada, respectivamente, dentro de la subpoblacion (Hartl y Clark, 1989).
Toma un valor positivo cuando la heterocigosidad observada es menor que la
esperada, o un valor negativo cuando hay un exceso de heterocigotos con

respecto al equilibrio Hardy-Weimberg (Hartl v Clark, 1989).

Fy = mide la reduccién en la heterocigosidad de un individuo relativo a la
poblacién total, incluye la contribucién debida al apareamiento al azar dentro

de las subpoblaciones y a la subdivision por si misma, se define como:
(Fic = (Ht - Hs) / Hi)

Donde Hs es la heterocigosidad observada en la subpoblacion v Ht es la
proporcion de heterocigos esperada en el ambito global. En términos simples el

Fy estima la diferencia total debida tanto a endogamia como a la deriva génica.

Fs: = se conoce como indice de fijacion subpoblacional total o de
diferenciacion y mide la fijacién relativa de alelos alternativos en diferentes
subpoblaciones comparando el promedio de las heterocigosidades en las

subpoblaciones con la heterocigosidad total esperada bajo apareamiento al
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azar. La magnitud de la Fs por lo tanto depende de la cantidad de divergencia

entre las subpoblaciones en las frecuencias alélicas, se define como:

Fa = (Ht - Hs) / Ht,

Donde Hs es la proporcion promedio de heterécigos esperada en la
subpoblacion y Ht es la proporcion de heterocigos promedio esperada a nivel
global (Wright, 1978; Hartl y Clark, 1939). Si Fs es igual a cero, se tiene que la
poblacion esta en equilibrio de Hardy - Weimberg v si es igual a uno todas las
poblaciones son diferentes entre si, esto se entenderia si hay alelos fijjos para
las distintas poblaciones.

Weir y Cockerham {(1984) introdujeron los estimadores f, theta y F, que
son equivalentes a Fis, Fst y Fa pero tienen la ventaja de considerar la
posibilidad de diferentes tamafios de muestras cn términos de poblaciones
observadas, individuos muestreadcs, loci registrados y alelos observados, los
cuales se interpretan como un signo de que la estructura poblacional es

demasiado pequena para ser detectada.

1.7.4 Distancia e ldentidad genética

Son otros indices capaces de estimar las diferencias entre poblaciones en
téerminos de su composicidon genética. La distancia genética, es el grado de
diferenciacion genémica entre pares de poblaciones o especies. La manera mas
comun de estimar la distancia genética, es estimando el numero de diferencias
en codones por locus, a partir de los datos de polimorfismos electroforéticos. La
distancia genética puede tomar valores de 0 a infinito. Si las frecuencias
alelicas son iguales, la distancia genética serd igual a cero y su valor ira
aumentando conforme las frecuencias alélicas se vayan diferenciando {Nei,
1987). Es comun pensar que las poblaciones de una especie que estan mas
proximas geograficamente, sean las mas emparentadas genéticamente. Es este

el principio que se conoce como aislamiento por distancia (Wrigth, 1958), que
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indica que los organismos de una poblacién tienden a aparearse con los mas
proximos geograficamente, de lo esperado por el azar. La distancia genética se
ha descrito como D =-In [ donde ], es la identidad genética y se define como la
probabilidad de escoger un par de alelos idénticos, uno proveniente de la
poblacion X y otro de la poblacién Y. I, toma valores que van de O a 1, es de 1 si
las poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas y de cero sino comparten
alelos, {Nei, 1987).

Los métodos de distancia tienen la finalidad de reducir los datos a una
matriz de distancia entre taxa y permiten construir un arbol a partir de ésta
matriz. Estos métodos tienen la ventaja de mantener la independencia de alelos
al transformar las frecuencias alélicas en unidades de distancia genética.

Se han propuesta varias medidas de distancia para transformar las
frecuencias alélicas y genotipicas a distancias genéticas (Wrigt, 1978). Las
distancias ccmunmente usadas son las de Nei (1972 y 1978). La distancia
genética de Nei intenta medir el nidmero de sustituciones de codones por locus
que han ocurrido después de la divergencia entre un par de poblaciones [taxa)
(Swofford y Olsen, 1990). Esta interpretacion es valida sélo si la tasa de
sustituciéon génica por locus es uniforme a través de los loci v los linajes (Hillis,
1984). Existen varias formas de agrupamientos a partir de las distancias
genéticas, por ejemplo; UPGMA, Neighbor-Joining, etc.

UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic average). En el
UPGMA se busca, en la matriz de distancia, el elemento de menor distancia y
los OTUs involucrados se unen en un nodo interno que se dibuja en una
posicidon adecuada a lo largo del eje de distancia. Cada vez que se selecciona un
elemento de la matriz se construye una nueva con un numero de OTUs igual al
anterior menos uno {puesto que se toman en conjunto los OTUs que se han
unido en el agrupamiento}. Se revisa la matriz nuevamente y se busca el
siguiente elemento mas pequerio. En cada ciclo del proceso de agrupamiento,
los OTUs son agrupados de acuerdo a la distancia mas pequefia de los taxa

involucrados (Avise, 1994}. La principal suposicion de este método de
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agrupamiento, es que la tasa de sustitucion de genes es constante a través de
todas las ramas del dendograma (Nei, 1987; Avise, 1994).

Neighbor-joining: este es un algoritmo para inferir un arbol aditivo. Esta
conceptualmente relacionado con el UPGMA, pero permite tasa desiguales de
cambio molecular entre ramas. En términos practicos no supone que todos los
lingjes han divergido en iguales cantidades. Esto lo hace construyendo en cada
paso del analisis una matriz de distancias transformadas que tienen el efecto
de ajustar la longitud de las ramas entre cada par de nodos. El arbol se
construye uniendo los pares de nodos de menor distancia en la matriz de

distancia transformada {Avise, 1994).

1.8 Genética poblacional en crustaceos

Los crustaceos decapodos presentan niveles relativamente bajos de
polimorfismo enzimatico {Tabla II}. La heterocigosis media reportada para
crustaceos, en general, es de 0.082 (Nevo et al., 1984) y de 0.048 para
decapodos (n = 65 especies, intervalo 0.000 - 0.128) (Hedgecock et al., 1982).
Lester (1979) reporta niveles de heterocigosidad media para Farfantepenaeus
aztecus de 0.089, de 0.084 para Litopenaeus setiferus y de 0.070 para
Farfantepenaeus duocrdrum, considerandolos valores intermedios con relacion a
otros crustaceos marinos. Dall et al. (1990} establecen que la diversidad
genética en los Penaeidae aparece entre los niveles méas bajos reportados para
animales, lo que es confirmado mas tarde por Tam vy Chu (1993), donde se
reportan valores de heterocigosidad entre 0.007 y 0.049, para Farfantepenaeus
y Metapenaeus, respectivamente. Valentine y Ayala (1976) reportan diferencias
considerables en los niveles de variacién isoenzimatica en las especies de krill,
Euphausia superba (H = 0.037), Euphausia mucronata (H = 0.141} v BEuphausia
distinguenda (H = 0.213), encontrando que estas diferencias estan
inversamente correlacionadas con la latitud. Los valores de variacion genética
son igualmente bajos para langostas del género Homarus. Tracey et al. {1975)

observan una heterocigosidad media de 0.04 en H. americanus. Hedgecock et
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al. (1977) estudiaron dos poblaciones de H. gammarus de aguas europeas para
las que reportan valores de 0.03 y 0.055, respectivamente.

En relacion al género Macrobrachium, Hedgecock et al. {1982), han
reportado un valor de heterocigosis promedio de 0.028 para M. rosenbergii. En
cambio, D’Amato y Corach {1996) encuentran altos niveles de diversidad en dos
poblaciones de Macrobrachium borellii (H = 0.2599 y H = 0.3436) en un rio y un
lago conectados al Rio de La Plata, Argentina, utilizando la técnica de
marcadores RAPD. En México se desconocen por completo estos valores, tanto
para el grupo de langostinos citados como para las nuevas poblaciones o

especies de interés en este estudio.
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Tabin 11 Algunos estimddores de varincion penetica ¢ crnslaceos decapodos.,

lispevie Nimero de Namero  Nimero de doci Poreentaje (%) [eterocigisidad — Heterocigosidad Fst Referencia
Poblacinn e loe poliwmdrdica Poliorlismo Observiula espurid i
Crusiaeeos 0.082 Nevao et al,, 1984
Decapodos 0.048 Hedgecock et al., 1982
[ Marinos I
Henaens 0.007 Tam y Chu, 1993
I axteons 0.089 Lester, 1979
Posediferts .084 Lester, 1979
Pocinoranem . .07 Lester, 1979
bBosppdendoatus G.017 Mulley v Later, 1980
' eserdertus 0,033 Mulley v Later, 1980
U merguitensis 0.008 Mulley v Later, 1980
I plebepis 0.022 Muliey ¥ Later, 1980
P iatisuloatas 0.032 Mulley v Later, 1980
P longistylus 0.006 Mulley y Later, 1980
P. monodon 0.008 Mulley ¥ Later, 1980
Melapenasus 0.049 Tam y Chu, 1993
M. rracleayr 40 .14 0.026 Mulley ¥ Later, 1980
M. bennetiae 40 .14 0.02 Mulley ¥ Later, 1980
M endeauoun 40 0.1 0.03 Mulley ¥ Later, 1980
M. enses 18] 0,14 0.013 Mulley v Later, 1980
M. insolitus 4G 0.14 0.01 Mulley y Later, 1980
M. ehorocensis Ak 0.14 0.019 Mulley ¥ Later, 1980
Fuplicsen superb 0.057 Valentne ¥ Ayala, 1976
L. mucronata 0,341 Valentine v Ayala, 1976
E. distinguenda (.213 Valentine y Ayala, 1976
Horrearus amertoonns .04 Tracey et &, 1975
1L gpunnariza 0.03 Hedgecock et o, 1977
[Epicontincatales B
Macrobracium lar 10 0.4 0.05 0.117 Hedgecock et al., 1977
M. rupporiense 5] 10 2 0.1 0.041 0.04 0.252 Armada, 1993
M rupporiense (lago) 3 10 2 0.1 0.021 0.023 0 Armada, 1993
M rmapporiense (laguna) 8 10 2 0.1 0.059 0.052 0.01 Armada, 1993
M. rapponense (eshione) 6 10 1 0.1 ¢.048 0.048 O Armada, 1993
M. formosense & 10 3 0.1 0.052 0.052 0.012  Armada, 1993
M. japonicum 10 0.13 0.042 .042 0 Armada, 1993
M. rosenbergii 0.028 Hedgecock et al., 1982
M. berellii (a) 3.259 D'Amato y Corach, 1996
M. borellii (b) 0.0343 D'Amato ¥ Corach, 1396
M. lar 1 10 4 C.4 .05 0.117 Armada, 1993




Objetivos particulares:

u

Obtener las frecuencias alélicas de los distintos loci analizados, mediante
electroforesis en acetatos de celulosa a partir de muestras de tejido
blando de ejemplares de siete poblaciones de langostinos del género
Macrobrachium, tres de desarrollo abreviade y cuatro de desarrollo
extendido.

Determinar los estimadores de variacion genética intrapoblacional,
Heterocigosidad (H), Polimorfismo (P} y Numero de alelos compartidos
(Ac), para cada una de las siete poblaciones en estudio.

Determinar el coeficiente de endogamia (F) como un estimador de la
estructura poblacional, en cada una de las siete poblaciones estudiadas.
Determinar los indices de Wright (1951), Fi, s y Fs, con la finalidad de
describir la estructura genética de las poblaciones de Macrobrachium en
estudio.

Calcular los indices de distancia e identidad genética, para estimar las

diferencias entre poblaciones en términos de Su composicion genética.

Hipétesis de trabajo

La separacion geografica v el desarrollo abreviado que presentan las
poblaciones de Macrobrachium tuxtiaense, Macrobrachium sp.1 y
Macrobrachium sp. 2, constituven una barrera para el flujo de genes entre

ellas.

SI las poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp.1 y
Macrobrachium sp. 2 se encuentran fijas para diferentes alelos, o si las
frecuencias alélicas son distintas, entonces las poblaciones estaran

diferenciadas genéticamente.
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Fig. 6 Mapa de la ubicacién geografica de las siete poblaciones en estudio.

Los ejemplares fueron recolectados entrél la vegetacion de las orillas de
los arroyos y lagunas con redes de cuchara. Los animales fueron mantenidos
vivos en cubetas de plastico, con agua vy aireadores, hasta el momento en que
se midio su longitud total (Lt) y la longitud del cefalotérax (L.c). Los animales,
aun vivos, fueron envueltos en papel aluminio con su respectiva tarjeta de

identificacion y congelados en nitroégeno liquido a una temperatura de -80 °C.
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2. Materiales y Métodos

2.1

Entre los dias 27 y 29 de septiembre de 1997, se recolectaron ejemplares
de Macrobrachium tuxtlaense y Macrobrachium sp. 1 en dos localidades del
estado de Veracruz.

recolectada el dia 12 de enero de 1998 en el balneario San Antonio, Las

Recolecta del material biologico

La tercera poblacion de Macrobrachium sp. 2 fue

Choapas, Tabasco. Los ejemplares de Macrobrachium acanthurus, especie de

referencia para comparacion, fueron recolectados entre los dias 12 y 14 de

enero de 1998 en tres localidades del estado de Veracruz. La cuarta poblacion

fue recolectada el dia 25 de enero de 1998 en la Laguna Horizonte, en el estado
de Tabasco, México (Tabla II, Fig. 6}.

Tabla Ill Localidades, ubicacion geografica y tamano de muestra de las siete poblaciones en
estudio.

Poblacion Ublcacion Localidad Municipio Especie n

1 18 24' N Las Margaritas San Andrés Tuxtia M tuxtlaense 36
95" 01'W Lago de Catemaco Veracruz

2 18° 28'N Rio Santiago Santiage Tuxtla Msp 1 48
95° 17'W Santiago Tuxtla Veracruz

3 17°51' N Balneario San Antonio Las Choapas , M. sp. 2 28
94° 05’ W  San José Las Clicapas Tabasco

4 18°30'N Lago de Catemaco |, M. aeanthurus 35
95° 01' W Sontecomapan Veracruz

5 18° 37" N Arroyo cerca del Rio  San Andrés Tuxtla, M. acanthurus 30
95° 05" W  Maquinas-Montepio Veracruz

6 18° 46" N Laguna de Alvarado Alvarado , M. acanthurus 35
95" 48'W Veracruz

7 18* 14" N Laguna Horizonte Nacajuca , M. acanthurus 30
92" 50'W Tabasco




2.2  Separacion del tejido blando

Una vez en el laboratorio, con especial cuidado y rapidez, se separd el
exoesqueleto del cefalotorax (caparazénj y del abdomen del tejido blando de
cada animal (Fig. 7), el que fue introducido en tubos de ependorf y almacenado
en un ultracongelador a -70 °C, hasta efectuar las electroforesis. Del
exoesqueleto del abdomen sé disecté el segundo pledpodo (Fig. 7), el que fue
observado con microscopia Optica para la identificacion del apéndice masculino,
estructura propia de los ejemplares machos. De esta manera sé identifico el
sexo de cada animal. Finalmente, los segundos pledpodos de los machos se
conservaron en alcohol al 70% para el analisis de ultraestructura de igual
forma se conservaron el exoesqueleto del cefalotorax (caparazén) y los segundos
pereidopodos mayores, de todos los ejemplares para el estudio de morfologia y

morfometria (Fig. 7).

Fig. 7 Separacion de los distintos tejidos y estructuras, para los analisis correspondientes.
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2.3 Electroforésis en acetatos de celulosa

En los ejemplares de tamano pequeno (< 3.0 cmj se utilizdo todo el tejido
blando para este analisis, y en los animales de mayor talla, el tejido blando fue
cortado longitudinalmente, obteniendo una porcion de cada uno de sus organos
v apéndices. Los ejemplares enteros y las mitades de éstos, fueron colocados en
tubos de eppendorf de 1.5 ml y macerados en 400 ul de agua destilada. El
homogenado se centrifugo en frio, por 10 minutos a 15,000 rpm. Se utilizaron
alicuotas de 8 ul del sobrenadante de cada ejemplar, para ser corridos en
matrices de acetato de celulosa a 5 miliamperes y 80 voltios, para catorce
sistemas enzimaticos.

En el caso de las enzimas Mpi e Idh, el corrimiento se hizo por 30
minutos; con las enzimas G6pdh, Pgi, Me v Got, por 60 minutoes, vy con las
enzimas Mdh y Pgm, por 90 minutos (Tabla IV), utilizando la técnica de
Richardson et al., 1986. Las recetas utilizadas para la tincidon de las enzimas
son de Herbert y Beaton (1993). Las recetas y los sistemas amortiguadores se
muestran en los anexos [y IL

De la lectura de los electromorfos se construyé la tabla de piesencia
alélica para cada poblacion. Se determind el porcentaje de alelos compartidos,
entre las poblaciones y utilizando los alelos como caracteres y su presencia /
ausencia como estado del caracter se construyd un fenograma de similitud
alélica mediante en método de parsimonia, utilizando el programa PAUP
(Phylogenetic analysis using parsimony, Swofford, 1990).

En el analisis de datos, se estimé la variacion genética de cada poblacion
de la siguiente forma. Los electromorfos (genofipos inferidos), obtenidos de la
lectura de los acetatos sirvieron como base para correr el programa “Tools for
population genetic analysis” (TFPGA 1.3 Miller, 1998 Northern Arizona
University), con el que se estimaron las frecuencias alélicas de cada poblacién,
a partir de las cuales se calcularon: las frecuencias genotipicas, porcentaje de
loci polimorficos (P), la heterocigosidad (H), el namero de alelos por locus {A), el

numero de alelos por locus polimorfico, el numero efectivo de alelos por locus
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{Ap) v el numero efectivo de alelos por locus polimérfico. También se estimaron
para cada poblacion, los coeficientes de endogamia (F) v los estadisticos F de
Wright (Fit, Fis, Fst). Para los valores promedio de los estadisticos F' de Wright,
se calcularon los intervalos de confianza al 95% con el método de bootstrap
sobre todos los loci con 5,000 replicas. Para determinar si los estadisticos Fis y
Fit, por locus, fueron significativamente distintos de cero, se utilizé la prueba de
%2 de Li y Horvitz (1953):
{x2=F2N({(K-1)}

Donde: gl = K (K - 1}, K= niumero de alelos y N= tamafio muestral.

Para probar la significancia distinta de cero, del Fs, se utilizé la prueba
de x2 de Workmam y Neiswander (1970):
{x2 =2 NFq (K-1)}

Donde: gl= {k-1j(s-1), s = numero de subpoblaciones.y K= nimero de aielos.

La distancia genética (D} y la identidad genética (I} de Nei (1978} se
estimaron usando todas las parejas de poblaciones, los resultados obtenidos
son mostrados en una tabla que incluye ambas matrices. Los resuitados de
distancia genética se representan en forma de un dendrograma derivado del
método de agrupamiento UPGMA (Sneath y Sokal, 1973). También, se
obtuvieron las matrices de las distancias geograficas entre las distintas
poblaciones. Las correlaciones entre los logaritmos de las distancias genéticas
vs los logaritmos de las distancias geogréaficas, se analizaron mediante el test de

Mantei, utilizando el programa TFPGA con 10,000 permutaciones ai azar.



3. Resultados

3.1 Variacion Isoenzimatica y frecuencias alélicas

Debido a los escasos estudios de electroforesis de isoenzimas en acetatos
de celulosa para crustaceos decapodos, fue necesario ensayar distintos
sistemas de extraccion, enzimas y sistemas amortiguadores de corrida y lograr
un protocolo adecuado para el género Macrobrachium.

Para la extraccion de las enzimas, se hicieron pruebas con agua destilada
v los siguientes sistemas amortiguadores: tris HCl, tris citrato/borato y tris
malato EDTA. En principio, se ensayaron las siguientes catorce enzimas:
malato deshidrogenasa (Mdh), malato-6-fosfoisomerasa {Mpi), ecnzima malica
(Me}, glucosa-6b-fosfato deshidrogenasa (G6pdh), isocitrato deshidrogenasa
(Idh), glucosa-6-fosfatoisomerasa (Pgi), fosfoglucomutasa (Pgm), lactato
deshidrogenasa (Ldh), peptidasa (Pep), adenilato kinasa (Ak), fumarasa {Fum),
6-fosfogluconato deshidrogenasa (6Pgdh), xanthine deshidrogenasa (Xdh) vy
glutamato oxalacetato (Got). Todas estas enzimas se corrieron en los siguientes
sistemas buffer, adecuandolos a un ph oOptimo: citrato fosfato 0.01M, tris
malato 0.05M, tris maleato 0.015M, tris citrato y tris glicina.

En la extraccion de las enzimas los mejores resultados se obtuvieron con
el agua destilada. En cuanto a las enzimas, cuatro de ellas no presentaron
actividad en el tejido (Ak, Fum, 6Pgdh y Xdh), otras dos (Ldh y Pep) no
presentaron actividad en mas de la mitad de los ejemplares de algunas
poblaciones, por lo que decidimos retirarlas del estudio para evitar algiin sesgo
en el analisis de los resultados. Entonces, el estudio se realizé en funcion de la
variacién isoenzimatica de las siguientes ocho enzimas: Mdh, Mpi, Me, G6pdh,
Idh, Pgi, Pgm v Got.



En los siguientes seis sistemas enzimaticos {Gopdh, Me, Mdh, Pgm, Mpi e
Idh}, el sistema amortiguador donde se obtuvo la mejor resolucion y numero de
bandas fue el Tris malato 0.05M a ph 7.8, con distinto tiempo de corrida
dependiendo de la enzima. Para la Pgi, el mejor sistema amortiguador fue el de
Citrato fosfato 0.01M a ph 6.4 y para la Got, el Tris citrato a ph 8.2. Los
sistemas buffer de corrida, ph, tiempo y voltaje, para cada una de las enzimas,

se presentan en la Tabla IV,

Tabla IV. Enzimas, buffer de corrida, ph, tiempo y voltaje utilizados para los ensayos de

electroforesis.
Enzima Codigo Amortiguador ph  Tiempo Voltaje Amperage
de corrida {min) {vold) (mA)

G6pdh-1 EC 1.1.1.49 Tris malate 0.05 M 7.8 60 80 5
Pgi-1 EC.5.3.1.9 Citrato fosfato 0.01 M 6.4 60 80 5
Me -1 EC.1.1.1.40 Tris malato 0 05 M 78 60 80 5
Mdh-1 EC.1.1.1.37 Tris malato 0.05 M 7.8 30 80 5
Pgm-1 EC.2.7.5.1 Tris malato Q.05 M 7.8 90 80 5
Mpi-2 EC.5.3.1.8 Tris malatoe 0.05 M 7.8 30 80 5
Idh-1 EC.1.1.142 Tris malato 0.05 M 7.8 30 80 5
Got-1 EC.2.6.1.1 Tris citrato  0.05 M 8.2 60 80 5

Las enzimas: G6pdh, Me, Pgm y Got presentaron solo un loci de
actividad en las siete poblaciones en estudio; sin embargo, la enzima Pgi
presenté dos loci de actividad, pero en todas las poblaciones se trabajo con el
Pgi-1, yva que el segundo loci en la mayoria de los casos era ilegible.
Particularmente, en el caso de las enzimas Mdh e Idh, se observaron dos loci
(para las tres poblaciones de desarrollo larval abreviado); sin embargo en las
cuatro poblaciones de M. acanthurus sé6lo se observo el locus Idh-1; por lo que,
necesariamente, se leyo este locus con la finalidad de estandarizar los datos y
hacer comparables los resultados. Finalmente, la enzima Mpi presento dos loci

de actividad para las siete poblaciones; pero Mpi-1 no era suficientemente
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legible, por lo que se decidio leer el loci Mpi-2, en las siete poblaciones, (Figs. 8
a - k).

+
Locus  Alclos
2 1
1
S 1*

* Individuo heterécigo

I'ig.8a. Zimograma del Sistema Mdh. Se muestran los dos loci resueltos para las tres
poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, (individuos 3 y 6 de izquierda a
derecha) y el locus 1 con los alelos con dos de los cuatro alelos resuelto para las siete

peblaciones del génera Macrobrachium.

Locus Alelos

s [ndividuo heterécigo
L]
Fig.8h. Zimogrania del Sistema Mdh. Se muesiran los dos loci resueltos para las tres

poblaciones de desarrolle abreviadoe del género Macrobrachium y los alelos 1 y 2 del loci | con

el que se hizo la comparacién isoenzimatica.

s e A
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Locus Alelos

Fig.8c. Zimograma del Sistema Me-1. Se muestra ¢l tnico locus resuelto para las siete

poblaciones del género Macrobrachium con tres de los cuatro alelos resultantes.

+ _ Locus Alclos

Fig.8d. Zimograma del Sistema Got-1. Se muestra el Gnico locus resuelto para las tres
poblaciones del género Macrobrachium con desarrollo abreviado, ccn dos de los cuatro alelos

resultantes.

Locus Alelos
2

Fig.8e. Zimograma del Sistema Got-1. Se muestra el tinico locus resuelto para las cuatro

poblaciones Macrobrachium acanthuris con los dos alelos resultantes.
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Locus Aleles

LT o RPN

Fig.8f. Zimograma del Sistema G6pdh-1. Se muestra el anico locus resuelto para las

siete poblaciones de Macrobrachium con los cuatro alelos resultantes.

Locus  Alelos

* Individuo heterdcigo

Fig.8g. Zimograma del Sistema Gopdh-1. Se muestra el tnico locus resuelto para las siete

poblaciones del género Macrobrachium con los cuatro alelos resultantes. Los individuos cuatro

y seis (de izquierda a derecha) son heterdcigos (14 y 23 respectivamente].
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Locus Alelos
_— 2

Fig.8h. Zimograma del Sistema Idh-1. Presenté dos loci de actividad sdlo para ejemplares de
las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, El locus 1 que fue el comun para las
siete poblaciones de Macrobrachium es monomorfico para las poblaciones de M. acanthurus

{alelo 2) y polimérfico para las tres poblaciones de desarrollo abreviado (alelos 1 v 2 ).

Locus Alelos

Fig.8i. Zimograma del Sistema Mpi-2. Presentd dos loci de actividad para todas las
poblaciones de Macrobrachium, pero el locus 1 es muy poco legible v se comparé sole el locus

dos. Se senalan dos de tres alelos resuiltantes.
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+ " Locus Alelos

* Individuo homécigo.

Fig.8j. Zimograma del Sistema Pgm-1. Presento un loci de actividad para las siete poblaciones

de Macrobrachium. Se sefialan tres de los cuatro alelos resultantes.

ST R—— |

Locus  Alelos

* Individuo heterdcigos.

Fig 8k. Zimograma del Sistema Pgm-1. Presento un loct de actividad para las siete poblaciones

de Macrobrachium. Se senalan tres de los cuatro alelos resultantes.
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Frecuencias alélicas

En lo que se refiere a las frecuencias alélicas (Tabla V), es posible senalar
que las cuatro poblaciones de Macrobrachium acanthurus presentan los mismos
alelos para los loci enziméaticos analizados en las enzimas Mpi-2, Idh-1, Pgm-1,
Pgi-1 y en las otras cuatro enzimas al menos un alelo es comun para las cuatro
poblaciones y algunas de ellas presentan un alelo adicional. En cambio en las
tres poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado (Tabla V
poblaciones 1 a 3) las frecuencias alélicas no tienen ninguna tendencia o
patron establecido, excepto para la enzima Idh-1, en donde los alelos 1 y 2
estan presentes en las tres poblaciones.

La poblacion de Macrobrachium tuxtlaense es la que presenta un mayor
numero de alelos, por ¢jemplo en los loci enzimaticos de la Mdh-1 y Me-1 tiene
cuatro variantes alélicas; sin embargo, la poblacion de Macrobrachium sp. 1
esta fija para el alelo 2 en ambas enzimas v la de Macrobrachium sp. 2 esta fija
para el alelo 2 en la Me-1 vy presenta los alelos 2 v 4 para la Mdh-1.

En el caso de la Gopdh-1 el maximo de variantes alélicas encontradas es
de cuatro, los mismos cuatro alelos presentes en la poblacion de
Macrobrachium sp. 1. Macrobrachium sp. 2 presenta tres de estos alelos, solo le
falta expresar el alelo 1 de la G6pdh, en cambio Macrobrachium tuxtlaense
presenta los alelos 1 y 2.

Las enzimas Pgm-1, Pgi-1 y Got-1 presentan dos o mas alelos para la
poblacion de M. tuxtlaense. Macrobrachium sp. 1 tiene fijo el alelo 1 para la Pgi-

1 y el 4 para la Got-1, que en el caso de Macrobrachium sp.2 tiene fijo el alelo 2.

32 Variacion genética

Proporciéon de loci polimarficos. De los ocho loci determinados, todos

fueron polimorficos al menos en dos de las siete poblaciones estudiadas (Tabla



V); lo anterior, segiin el criterio de que el alelo mas comun no exceda el 95% de
la poblacion,

Asi, los loci Gopdh-1, Mpi-2 y Pgm-1 resultaron ser polimorficos para
todas las poblaciones. EI Mdh-1 también lo fue, excepto para la poblacion de
Macrobrachium sp. 1 del arroyo Santiaguillo y la poblacion de M. acanthurus de
Tabasco. Respecto a la PGI-1, fue polimorfica para todas las poblaciones,
excepto para la poblaciéon de Macrobrachium sp. 1 de Santiaguillo y las
poblaciones de M. acanthurus de Tabasco y Alvarado. La Idh-1, solo fue
polimoérfica para las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, v la
Got-1 fue polimorfica solo para M. tuxtlaense y las poblaciones de M
acanthurus de Montepio y Tabasco. La enzima Me resultdé ser monomérfica para
el 62.5% de las poblaciones estudiadas, entre las que cuentan Macrobrachium
sp. 1 y  Macrobrachium sp. 2 del arroyo Santiaguillo y San Antonio,
respectivamente; y para M. acanthurus de Sontecomapan, Montepio y Tabasco
(Tablas V v VI). ‘

Los valores de polimorfismo (P, calculados al 95% para las cuatro
poblaciones de M. acanthurus estan dentro del intervalo de 37.5% — 62.5% que
en promedio presentan un polimorfismo del 50%. Las poblaciones de M.
tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2 de San Antonio tienen un polimorfismo del
75%. Sin embargo, la poblacion de Macrobrachiumsp. 1 del arroyo Santiaguillo
solo presenta un 37.5% de polimorfismo (Tabla VI).

Heterocigosidad esperada (H), para M. acanthurus el valor promedio de
heterocigosis fue de 0.187; para M. tuxtluense, H = (0.2478 y para las
poblaciones de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2 fueron de 0.096 y
de 0.3713, respectivamente (Tabla VI}
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Tabla V. Alelos presentes en las siete poblaciones en estudio.
Poblacien 1: Macrobrachium tuxtlaense
Poblacion 2: Macrobrachium sp. 1
Poblacion 3: Macrobrachium sp. 2

Poblaciones 4, 5, 6 v 7: Macrobrachium acanthurus

POBLACION l
1 2 3 4 5 6 7 t

Locus |Alelo| Catemaco | Santiago| San |Sontecomapan |Montepio| Alvarado | Tabasco

Antonio
1 1 1 1
MIDH-1 2 2 2 2 2 2 2
3 3
4 4 4 4 4 4 4
1 1
ME-1 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3
4 4
1 1 1 1 1 1 1
GoPDH-1 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3
4 4 4
1 1
MPI-2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 3
IDH-1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2
1 i
PGM-1 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 3
4 4
1 1 1 i I 1
PGI-1 2 2 2
3 3
1 1
GOT-1 2 2 2 2 2 2

FUS I G B
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Heterocigosidad esperada {H). Para M. acanthurus el valor promedio de
heterocigosis fue de 0.187; para M. tuxtlaense, H = 0.2478 y para las
poblaciones de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2 fue de 0.096 y de
0.3713 respectivamente {Tabla VI}.

Numero de alelos por locus. El promedio de alelos por loci (A) es de 1.74
para las cuatro poblaciones de M. acanthurus pero si se considera solamente el
numero alélico por loci polimérfico, entonces (A} aumenta a 2.20; mientras que
para M. tuxtlaense, A es igual a 2.62. Para Macrobrachium sp. 1 el nimero
alélico es de 1.75, el cual aumenta a 2.5 si se considera so6lo el namero de
alelos de los loci polimorficos. El valor de A calculado para la poblacion de
Macrobrachium sp. 2 es de 2.25 6 de 2.67, si se considera s6lo el niumero de
alelos en los loci polimérficos (Tabla VI). -

El valor promedio de nimero de alelos efectivos por loci (Ap), para las
cuatro poblaciones de M. acanthurus fue de 1.34, pero considerando sélo los
alelos de los loci polimoriicos, este indice toma el valor promedio de 1.54. Para
M. tuxtlaense, Ap es igual a 1.46 V para Macrobrachium sp. 1 el nlimero de
alelos efectivo por loci es equivalente a 1.12, pero considerando solo los loci
polimorficos, Ap adquiere el valor de 1.25. Finalmente, la poblacion de
Macrobrachium sp. 2 es la que tiene el mayor valor de alelos efectivos por loci,
Ap es igual a 1.82 y/6 de 2.09, si se cuentan solo los alelos efectivos de los loci

polimorficos (Tabla VI}.
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Tabla VI, Variacién genética £n cuatro poblaciones de M. acanthurus, una de M. tuxtlaense
v dos de Macrobrachwm sp. 1 ¥ 2 de Veracruz v Tabasco, México,

Espoecic v N muestral N° de alelos por N° de alelos por N° alelos cfectivos  N° alelos efectivos He Ho Porcentaje loci
ubicacion por locus locus (A) locus polimérfic  porlocus (Ap)  por locus polimédrfico polimbriico

M. tuxtiaense * :
Cnlemneo 18 2.62 (0.30} 2.62 (0.85) 1.46 {0.51}) 1.46 (0.51) 0.248 [0.07) 0.135 (0.G3) 75

M osp. ()~

Santiage 36 1.75 (0.4) 2,50 [0.86) 1.12 {0. 1%} 1.25 (0.11) 0.0G66 {0.04) 0.052 (0.33) 37.5
] i M. osp (2) 4
| @
! 3 San Anionio 27 {1.9) 2,25 (0.30) 2.67 (0.47) 1.82 (0.61) 2.09 [0.46) 0.371 (0.09) 0.112 (0.54) 75
Promedio
para (*) 111 ' 0.382 0.1064 100

M. acanthurus

Santecomapar 33 1.62 (0.20) 2.00 {0.00) 1.26 (0.32) 1.41 (0.32) ¢.161 (0.06) 0.039 (0.02) 50
? Montepio 30 2.00 [0.30) 2.33 {0.47) 1.33 (0.32) 1.44 (0.32) 0.209 (0.06) 0.079 (0.03) 62.5
; ; Alvarade  29.8 (0.30]  1.75 (0.30) 2,20 (0.40) 1.5¢ (0.60) 1.80 (0.58) 0.217 (0.09) 0.098 {0.03) 37.5
B E Tabasco 33,1 (1.60)  1.62 (0.30) 2.25 (0.43) 1.25 (0.60] 1.50 (0.28) 0.158 (0.06) 0.079 (0.03) 50

it gt

Promedic para
M. acanthurus 31.9 (2.20)  1.74{0.15) 2.20 (0.17) 1.34 (0.10) 1.54 (0.15) 0,187 (0.02) 0.073 (0.02) 62.5

Promedio para
ias siete .
pobiaciones 238.87 0.424 0.0879 100
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En un andlisis de alelos compartidos entre las siete poblaciones en
estudio, se pudo constatar que el porcentaje mas alto lo presentan las cuatro
poblaciones de la especie Macrobrachium acanthurus (desarrollo completo}, con
porcentajes que estan entre 71% y 88%, con un promedio del 78%. Las
poblaciones de desarrollo larval abreviado, comparten alelos en un porcentaje
entre el 46% y 52%, con un promedio del 49%. En ambos grupos (desarrollo
abreviado y completo) se repite que las poblaciones que estan mas cercanas
geograficamente son las que menos alelos comparten y viseversa. Por ejemplo;
M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 1 s0lo comparte ¢l 46% de los alelos y estan
separadas por tan solo 15 kilometros.en cambio Macrobrachium sp.1 comparte
con Macrobrachium sp. 2, un 52% de los alelos y estan separadas por 147.2
kilometros. Lo mismo sucede con las poblaciones de Macrobrachium.
acanthurus por ejemplo las poblaciones de Alvarado y Montepio tienen el menor
porcentaje de alelos compartidos dentro de su grupo (71%) sin embargo son las
mas cercanas geograficamente (17 kilometros) en cambio las poblaciones de
Tabasco y Montepio son las que comparten el mayor porcentaje de alelos {88%)
v son las mas alejadas geograficamente (316 kilémetros) (Tablas VII y VIII).

También es interesante hacer notar que las poblaciones con desarrolio
abreviado comparten un mayor porcentaje de alelos con las poblaciones de M.
acanthurus (en promedio un 52%) que entre ellas mismas, por ejemplo M.
tuxtlaense comparte entre el 52 % y 62 % de alelos con la poblacion de M.
acanthurus y solo entre el 46% vy 50% con las otras poblaciones de desarrollo
abreviado (Tabla VII).

Utilizando a los alelos como caracteres y su presencia / ausencia como
estados del caracter se construyo una matriz de {7 x 28). Mediante el método de
parsimonia con un boostrap de 100 réplicas se obtuvo el fenograma de la figura
9, en el cual se muestra; tres ramas principales conformando una politomia. La
primera rama, esta resuelta y une a las cuatro poblaciones de Macrobrachium
acanthurus que comparten once de los dieciseis alelos. M. acanthurus de
Montepio, Alvarade y Tabasco son basicamente iguales en su conformacion

alélica comparten trece de dieciseis alelos v difieren de la poblacion de M.
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poblacion de M. acanthurus de Sontecomapan en un solo cambio. La segunda
rama €s una rama resuelta y esta sustentada por un 79%, une a las
poblaciones de Macrobrachium sp. 1 v Macrobrachium sp. 2, que comparten
once de veintiun alelos. La tercera rama separa completamente la poblacion de
Macrobrachium tuxtlaense del resto de las poblaciones analizadas (Fig. 9).

Las frecuencias alélicas para cada locus por poblacion, se muestran en la
tabla IX. Las cuatro poblaciones de M. acanthurus (poblaciones 4 a 7) presentan
valores de frecuencias alélicas muy similares entre ellas para la mayoria de las
enzimas y las cuatro poblaciones presentan los mismos alelos fijos; por
ejemplo, el alelo tres de la Mdh-1, el segundo alelo de la Idh-1, el segundo alelo
de ta Pgi-1 v de la Got-1. Las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo
abreviado (poblaciones 1 a 3), en cambio presentan frecuencias alélicas
distintas sin un patron establecido y el nimero de alelos fijos en estas
poblaciones varia entre ellas, es asi como M. tuxtlaense no presenta alelos fijos
en ningun locus; mientras que, Macrobrachium sp. 1 tiene, por lo menos, cuatro
loci con alelos fijos como Mdh-1, Me-1, Pgi-1 y Got-1 v la poblacion de
Macrobrachium sp. 2 tiene claramente dos loci [ijos para algin alelo, la Me-1 y
la Got-1 (Tabla IX}. Sin duda la poblacion de Macrobrachium sp. 1 es la que
presenta un mayor numero de alelos fijos para los distintos loci ensayados, y

por ende, un menor polimorfismo enzimatico.
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Tabla VI, Porcentaje de alelos compartidos (Ac) entre las distintas poblaciones de Macrobrachium

con desarrolle abreviado {1 a 3) y con desarrollo extendido (4 a 7).

POBLACION

1 2 3 [ 4 | 5 6 7
M, tuxtluense M. sp. 1 M sp. 2 M. acanthurus M aeanthurus M acanthurus M. acanthurus
Catgmaco Santiago San Antonic Sontecomapan Montepio Alvarado Tabasco

M. tuxtiuerse 0.46 0.50 0.62 0.61 0.57 0.52
X =0.519%
sl M. sp. | 0.52 0.42 0.43 0.50 0.40 8D =0.088
— ; el X = 0.493% 06
U s E] M. sp. 2 SD = 0.024 0.55 0.54 0.55 0.52
-
- M. aeanthurus 0.81 0.73 0.80
s
M. acanthurs Q.71 0.88
M X =0788%
E M. acanthurus 8L =0.055 0.80

A

M. acanthurus

T




LY

Tabla VIII.  Debajo de la diagonal se presentan las distancias geograficas, en kildmetros
para las siete poblacionies estudiadas.

=} =

o

[ =]

& ©

M.

M.

M.

=

T

POBLACION

[ 2 3 4 s | e 7]
M. trextictetise M:osp, 1 M. osp, 2 M. aonnthurus M acanthuruy M coanthure M. coanthurus
Catemaco  Sanliago  San Antonie  Sentecomapan  Montepio Alvarado Tabasco
fuxtinense 0
M. sp. 1 15 o
M. ap. 2 133 147.2 0
weanthurus 19,5 29.5 123.5 0
3
- wcanthurus 74 39 203 86.5 0
M
acanthurus 80 an 212 a0 17 0
A
accrithirus 2441 258 132.5 229.5 316 318.5 | 0




M. tuxtlaense

79
Msp?2
M. acanthurus S
M.acanthurus M
&2
M.acanthurus A
M. acanthurus T
5 changes

M snp 1

Fig. 9 Fenograma para siete poblaciones del género Macrobracium tomando como caracteres la

presencia / ausencia de los alelos Mediante el método de parsimonia con un boostrap = 100
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Tabla 1X.

FPOBLACION

frecuencias alélicas, por locus para las siete poblaciones de Macrobrachium en estudio

|:Locus 1 2 3 4 5 5] 7
Catemaco | Santiago | San Antonio | Sontecomapan | Montepio | Alvarado | Tabasco
MDH-1
N / Alelos 48 36 28 35 30 35 30
1 0 D83 0000 0.000 Q000 0.117 0.000 0 000
2 0 616 1.000 .929 0771 0.650 0.629 1 000
3 0063 £.000 3.000 0 000 0 000 0.000 0000
4 g 208 D.000 G071 0 229 0.233 0.371 0 060
ME-1
N / Alelos 18 36 28 35 0 33 30
1 0 250 0.000 G000 ¢ 000 0.000 0.000 0 005
2 0552 1.600 1.000 Q000 0 000 0.000 0083
3 0 177 0.000 0 000 1000 1000 1.¢00 0917
4 0021 0.000 Q0 000 0 000 0000 0.G00 0 000
GSPDH-1
N / Alelos 48 36 28 35 30 22 30
1 0.125 0.014 0 000 0.429 D117 0203 5183
2 0.875 0042 G214 0.571 0783 0.40%9 0683
3 0.000 0 847 571 0.000 0 100 0.386 G 133
4 0.000 0 097 0214 0.000 0000 0.000 ¢ 000
MPI-2
N/ Alelos 18 36 28 33 30 35 30
1 0.000 000 nizo 0.000 D000 0.000 0 000
2 0.G472 0.125 050G 0.029 0.167 0.043 0 150
3 0.958 0.875 0321 0971 0.833 0.957 0 850
IDH-1
N / Alelos 48 36 28 35 30 34 28
1 0990 0972 0.429 0.000 0.000 0.000 G000
2 0010 0.028 0.571 1.000 1000 1.000 1000
PGM-1
N/ Alelos 18 36 28 35 30 34 30
i 0 000 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0000
2 0927 0.875 0411 0.857 0.900 0.670 Q767
3 0073 0.000 0.518 0143 0.100 0.279 0233
4 0000 0.000 0.071 0.000 0.000 0.044 0 000
PGI-1
N / Alelos 48 36 20 35 30 35 30
1 0927 1.000 0.225 0.071 0.150 0.000 0 000
2 0.073 0.000 0620 D.929 0 8:0 1.000 1 000
3 0.000 4 Qoo 0.130 0£.000 0.000 0000 ¢ Q00
GOT-1
N / Alelos 48 36 28 35 30 33 30
1 0.000 0000 0.000 5 000 0033 0.029 G 000
2 0.865 0.000 1.000 1 000 0967 0.971 1 000
3 0 083 0 Qo0 0.060 D000 0 000 0.000 0000
4 0.052 1600 2.G00 0D 000 D000 0.000 0 00y

n

d



Laly D de Nei {1978}, se muestran en la Tabla X , respectivamente. Para
las poblaciones de desarrollo abreviado el promedio de la I entre ellas fue de
0.6757 + (.052, v el de la D de 0.3999 = 0.076. Para las poblaciones de
desarrollo extendido la I promedio fue 0.9780 £ 0.006, y la D fue 0.0222 =
0.007

El fenograma de distancia genética se obtuvo agrupando las distancias
genéticas de Nei (1978}, mediante el método de UPGMA (Fig. 10) después de un
boostrap de 10.000 permutaciones. Los valores de proporcion de réplica que
soportan cada nodo estan entre 0.4341 y 0.9775, con un promedio de 0.61. Se
distinguen dos grupos; el que conforman las poblaciones de M. acanthurus (con
desarrollo complieto) es una rama resuelta que ubica a las cuatro poblaciones
de esta especie con una distancia no mayor a 0.0275 y una consistencia del
98%. El segundo grupo incluye a las poblaciones de desarrollo abreviado, aun
cuando la poblacién de Macrobrachium sp. 2 esta mas cercana, en cuanto a
distancia genética (D = 0.38), del grupo de las poblaciones de M. acanthurus
que de las otras dos poblaciones de desarrollo abreviado. Macrobrachium sp. 1y
Macrobrachium sp. 2 tienen una distancia genética de 0.31 y estan en una
rama resuelta del fenograma (Fig. 10).

En la Tabla VIII, se presentan los valores de distancia geografica (en
kilémetros), entre las siete poblaciones en estudio. Al correlacionar el logaritmo
de las distancias genéticas contra el logaritmo de las distancias geograficas, se
observa que en las poblaciones con desarrollo abreviado hay una tendencia a
encontrar mayor distancia genética a mayor distancia geografica, lo que podria
indicar un patron de aislamiento por distancia. Sin embargo al realizar el test
de Mantel para estas tres poblaciones se comprueba gue no hay significancia
estadistica que soporte tal supuesto, { Z original = 4.3303, después de 10 000
permutaciones Z = 4.1974, r = 0.9604, P = 0.1672) (Fig. 11). Tampoco se
encontro significancia estadistica al aplicar el test de Mantel para la matriz de
las cuatro poblaciones de M. acanthurus (Z original = 0.6246 después de 10 000
permutaciones Z = 0.6321, r = - 0.2070, p = 0.6703} ni para la matriz las siete
poblaciones estudiadas (Z original = 30.260 v después de 10 000



permutaciones Z = 31.036, r = - 0.1731, p = 0.6713){Figuras 12 v 13). Sin

embargo, en los tres casos los resultados deben tomarse con cautela, por el

bajo niimero de poblaciones incluidas en los ensayos.

Tabla X Sobre la diagonal se presentan los valores de distancia genética ¥ bajo la dingonal los de identidad genética

de N=i (1978), para las siete poblaciones estudiadas

POBLACION

1 2 3 4 | 5 ! 6 7
M tuxtlaense M osp 1 M ep 2 M geanthurus M acanthurus M acanthurtis M aconthurus
Caternaco Suntiago San Antonio  Sontscomapan — Montepio Alvarado Tabasco

M tuxtioenss 03108 04102 0 4369 C 4208 05521 04716
M osp i 0 7328 0 4508 1 0225 1.0010 10148 095834
M. sp 2 0 6635 0 5308 0 4307 0.4158 03797 032925
E M aconthuius 06633 03597 0.6501 00143 00215 00169

)
M acanthurus 0 6566 02675 016508 00838 00294 00192

M . -
@ M acanthumnis 05757 03625 06845 0 9787 oe7il 0.0318

A
M acanthurus 06240 03854 0 7243 09832 09810 0 9687

T

(]

A




0.700 0.525 . 350 0175 0.000

M. acanthurus
0.5 ( Sontecomapan)
QoY

5 M. acanthurus
o598, 1
ool { Montepio)

0417 7 M. acanthurus
P& (Tabasco)

OUBY M. acanthurus
067 (Alvarado)

Macrobrachium sp. 2
100 3 { San Antonio)

M. tuxtlaense
1 {Catemaca)

Q544
C. 210 Macrobrachium sp.1

2 (Santiaguillo)

Fig. 10. Dendrograma que resume las distancias genéticas de Nei {1978) agrupadas por el método de UPGMA, para siete
poblaciones del género Macrobrachium, Poblaciones con desarrollo abreviado (1 - 3), poblaciones con desarrollo completo (4-7).
Sobre las ramas se muestra la proporcién de réplicas similares, bajo la rama se indica las distancia genética.
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Fig. 11. Analisis de aislamiento por distancia para las tres poblaciones de Macrobrachium
con desarrollo abreviado. (Z original = 4.3303, Z después de 10 000 permutaciones = 4 1974,
r=09604, p=0.1672).
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Fig. 12. Analisis de aislamiento por distancia para las cuatro poblaciones de M. acanthurus, con
desarrollo completo. (Z original = 0.6244, Z después de 10 000 permutaciones = 0.6632,
r=-0207y p=06637).
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Fig. 13. Analisis de aislamiento por distancia para las siete poblaciones de Macrobrachium en
estudio, (Z original = 30.260, Z después de 10 000 permutaciones = 31.036,r=-0.1731 yp =
0.6713).



Los indices de fijacion (F} por enzima para cada poblacidon se muestran en
la Tabla XI. Para las poblaciones de Macrobrachium, con desarrollo abreviado
los dieciocho valores de F estimados, fueron positivos excepto para la Mpi-1 en
la poblacidon de M. tuxtlaense v la Pgm-1 en las poblaciones de M. tuxtlaense y
Macrobrachium sp.1. La F para la Idh-1 en la poblacién de M. tuxtiaense es
igual a cero lo que indica que la poblacién esta en equilibrio Hardy-Weinberg,
para ese loci. De estos dieciocho indices de F estimados para las poblaciones
con desarrollo abreviado, doce fueron significativamente positivos. Los
promedios de F por poblacién son +0.381; +0.535 y +0.655 para M. tuxtlaense,
Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2, respectivamente (Tabla XI}.

Para las poblaciones de M. acanthurus se estimaron veinte indices de
fijacion de los cuales todos resultaron positivos, excepto para la Mpi- 2 y la Got-
1 de la poblacion de Alvarado. De estos veinte valores de F, catorce son
significativamente positivos v los promedios por poblacion iguales a: +0.764;
+0.619 y +0.467 para Sontecomapan, Montepio vy Tabasco, los que fueron
significativamente positivos. La poblacion de Alvarado también tiene un F
positivo, pero no significativo, F = + 0.346 (Tabla XI ). Se puede decir que, en
general, los indices de f{ijacidon tanto para las poblaciones de desarrollo
abreviado como para las de M. acanthurus (desarrollo extendido}son positivos y
significativamente positivos en mas de la mitad de los casos (68.4%), lo que
pone de manifiesto un exceso dehomocigos en la poblacién.

Los estadisticos F de Wright: Fis, Fit y Fu se muestran en las Tablas XII,
Xl 'Y XIV, respectivamente. Estan calculados por locus para: las siete
poblaciones del género Macrobrachium, las cuatro poblaciones de M.
acanthurus, las tres poblaciones de desarrollo abreviado, M. tuxtlaense y
Macrobrachium sp. 1, para M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2, para
Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2 v para el promedio de todos los loci
de cada uno de estos grupos poblacionales.

Todos los valores de Fi: (Tabla XlI}, para cada uno de los grupos
poblacionales establecidos, para el analisis, en el parrafo anterior fueron

significativamente positivos excepto para la Got-1, en el grupo de las cuatro
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poblaciones de M. acanthurus y la Pgm-1 para todos los grupos de poblaciones
de desarrollo abreviado. La ldh en el grupo de las poblaciones de M. acanthurus
v la Me-1 y Got-1 en el grupo de Macrobrachium sp. 1 v Macrobrachium sp. 2,
tienen valores iguales a cero. Las Fis promedio para todos los locl, por grupo de
poblaciones, estan en el intervalo de (0.42 - 0.62) y todos son significativamente
positivos y distintos de cero. De los cuarenta indices significativamente
positivos, el 60% tiene valores superiores a 0.50 tendientes a 1, lo que indica
gue las poblaciones tienen un exceso de homocigos. Esto permite pensar que la
diferenciacion entre las poblaciones se debe a la endogamia local.

Los valores de Fy (Tabla XIII}, se comportaron de manera similar a las Fis.
Todas las Fu por locus, para cada grupo poblacional, resultaron ser
significativamente positivas excepto para la Pgm-1, en los grupos de
poblaciones que incluyen a M. tuxtlaense con Macrobrachium sp. 1 ¥y
Macrobrachium sp. 2 y Macrobrachium sp. 1, en el cual el valor obtenido resultod
ser negativo y no significativo. La Idh-1 en el grupe de las poblaciones de M.
acanthurus v 1a Me-1 en el grupo de Macrobrachium sp. 1 v Macrobrachium sp.
2 tienen valores iguales a cero. De un total de 44 valores significativamente
positivos, para todos los conjuntos de poblacicnes del género Macrobrachium,
en los ocho loci, el 72% tiene valores superiores a 0.50 con tendencia a uno, 1o
que puede indicar que la diferenciacién entre poblaciones se deba a la
endogamia local y deriva génica. Los valores promedio para todos los loci, por
grupos de poblaciones, estan en el intervalo de (0.64-0.84) y sin excepcidn son
significativamente distintos de cero.

Los valores de Fse (Tabla XIV) se comportan de manera similar a los
indices de Fis v Fu, (Tablas XII y XIII), respectivamente. Todos los valores de Fa
por locus para cada grupo poblacional fueron significativamente positivos para
todos los loci excepto para la Got, en el grupo de las cuatro poblaciones de M.
acanthurus y la Idh-1 en el grupo M. tuxtlaense v Macrobrachium sp. 1. Los Fg
para la Idh, en ¢l grupo de las poblaciones de M. acanthuius y la Me-1, para el
grupo de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2 son iguales a cero. De los

cuarenta y cuatro valores significativamente positivos, para todos los grupos

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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poblacionales establecidos, en los ocho loci, sdlo el 35% fueron superiores a
0.5, esto debido a que el grupo de las cuatro poblaciones de M. acanthurus para
todos los loci presenta valores de Fs: muy bajos tendientes a cero. Esto se hace
notar al comparar los promedios de Fs para todos los loci por grupos
poblacionales. El valor de F« promedio, para las siete poblaciones
Macrobrachium estudiadas fue de Fs = 0.535, pero al analizar las poblaciones
por separado con la finalidad de determinar cuales son las que se diferencian,
se tiene que el promedio de Fs para las cuatro poblaciones de M. acanthnurus
es solo de 0.0767, por lo tanto estas poblaciones son similares en términos de
variacion genética. Sin embargo, el valor de Fy para las tres poblaciones de
Macrobrachium con desarrollo abreviado fue de 0.501 y entre M. tuxtlaense -
Macrobrachium sp. 1, M. tuxtlaense - Macrobrachium sp. 2 v cntre
Macrobrachium sp. 1 - Macrobrachium sp. 2 fue, de 0.5472, 0.4391 y 0.5717,
respectivamente. Por lo tanto, son poblaciones distintas en términos de
variacion genética, que no comparten muchos de sus alelos y 1a mayor parte de
la variacion genética se observa entre las poblaciones mas que dentro de ellas,
ya gque cada poblacién esta fija para algun (os) alelo(s} . Sin embargo, los valores
de Fs por loci para los pares de poblaciones de desarrollo abreviado no todos
son altos, tendientes a uno, también se observan loci con valores tendientes a
cero, lo que podria indicar que en este caso la diferenciacion genética
posiblemente sea generada por adaptacidn a condiciones locales mediante
seleccion natural, ademas de la deriva génica que sugieren los altos valeres de
Fst para otros loci.

Los estimadores de variacion genética mas usados (Hs, F, Fis, Fi, Fa,

determinados en este estudio se resumen en la tabla XV.
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Tabla Xi lndiee de Gjuctén {I7), por loci pura una de las sicle poblacones estndiadas, Los * indican los valores s:gnificativos con p < 0.05.

M. ruxtlaense Mo i M sp. 2 M. acanthurus M. acanthurus M. acanthurus M. acanthurus
Locus Catemaco Santiaguillo San Antonio Sontecoemapan Montepio Alvarado Tabasco
MDH. 0.2980* 0.4715* 0.8404* 0.9357* 1*
M 0.2794 0,3564
Gol*D11 0.8113* 0.3929+ 1* 0.8850* 0.3675* 0.6537* 0.5236*
M -0.032 0.8746* 1* 1* 0.5281* -0.03 0.3571*
IDH 0 1= 0.4271*
PGM -0.067 -0,1271 0.3085 0.3099 0.2719 0.1225 0.6335*
1'Gil 0.8477* 0.7272* 0.7875* 0.6143*
GO 0.9152* 1* -0.014
Para tados x) 0.3815* 0.5351* 0.6557* 0.7645% 0.6196* ¢.3464 0.4676*
los Loe (B 0.142 0.5 0.3 0,206 0.3 0.16 Q.13




Tabla XIL - Valores de Fis para las siete poblaciones en estudio que incluyen a cuatre de M acanthurus una de M. tuxtlaense,
y dos de Macrobrachium sp. 1 v 2. Los valores con * son significativos con p < 0.05.

Locus I#]s Fis s Fis I'is Fis
7 poblaciones de 4 poblaciones de M. tuxtlaense M tuxtlaense M. tuxtlaense M sp. (1)
Macrobrachium M aqeanthuwrus ¥ M sp. (1) ¥ (2) ¥y M sp (1) ¥y M osp. {2) y M sp. (2]
MBI 0.6529* 0,9338* 0.324°7* .30 16* 0.32494* 0.4739*
ME 0.2955* 0.3591* 0,285 0.2831* 0.2842+* 4]
GoPDI 0.69567* 0.6393* 0.7863* 0.6125* 0.9272% 0.7759*
MPFI 0.6663* 0.1358* 0.8314* 0.5810* 0.8143* 0.9614*
134 0.4711% & 0. 4700 0.6659* 0.3992* 0.5011*
PGM 0.2329* .3216" 0.1131 -0.101% 0.204 0.1644
PGl Q.7359* 0.6830* 0. 7736* r.8493* 0.7737* 0.7289*
GOT 0.8119* 0.4959 0.4 1649~ G.9162* 0.9164% 0
Todos los toci D.5716* 0.6108* 0.5339* 0.4261* 0.5518* 0.6294*

Bootstrapping  [0.4009 - 0.6962)  (0.3832 - 0.7992) (0.3325 - 0.7410) ((.2161- 0.6640) (0.3613 - 0.7719) {0.3332 - 0.8578)
linlos Lo o
al Q5%




Tabla Xill.  Valotes de Fit para las siele poblacienes en estudie que imneluyen a cuatro de M, acanthurus una de M. tuxtlaense,
y dos de Macrobrachium sp. 1y 2. Los valores con * son significativos con p < 0.05.

Locus it Pit Fit Fit Fit it

7 poblaciones dc 4 poblaciones de M. tuxtlaense M tuxtlaense M. tuxtlaense M. sp (1)
Maecrobrachium M. acanthurus y M sp(1)y(3) y M sp(l] y M sp(2) ¥ M sp(2)

MUDIL 0.7306% 09112 0.1366* 0.45331* 0.3978* 0.5049*

ME 0.8354* 0.4014* 0.4911* 0.4906* 0.4752* 0
GGPDE 0.8059* 0,6742* 0.9085* 0.9006* 0.96356* 0.7990*
MFI C.7474* 0.4574* 0.8959* 0.5931* 0.9123* 0.9732*
1511 0.9314* Q 0.7530* 0.6619* 0. 7669+ 0.7686*
1M 0.3523* 0,343 0.4151 -0.042 0.n209* 0.4954*
PGl 0.9387+ 0.7051* 0.9015* 0.8558* 0.9111* 0.9232*

GOT 0.9646* 0.4948% 0.9873* 0.9877* 0.9212* 1*
Todos los loct 0.8096* 0.6407* 07717+ 0.7401* 0.7486* 0.8428*

Boolstrapping  [0.6819 - 0.8932)  {0.10069 - 0.8176)  (0.5925 - 0,9034)  (0.3998 - 0.9050) (0.5794 - 0.8863 (0.6673 - 0.9600)

toddos low Ioes

al 93%
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Tablpn X1V, Valores de Fst para Ins sicte poblaciones estudinans gue incluyen a custre de M acanthurus, una de M. tuxtiaense,

¥ dos de Macrobrachium sp 1y 2. Los valores con * son significativos con p < 0,03,

Locus Fst F'st st st ' Fst Fst

7 poblaciones de 4 poblaciones de M. tuxtlasnse M. tuxtlaense M. tuxtlaense M sp (1)
Macrobrachium M. acanthurus ¥ M sp (1) y (2) ¥ M sp(]) yM sp(2) y M sp(2)

MDH 0.1229* 0.1116* 0.1638* 0.2169* 0.1086* 0.0588*

ME 0.7663* 0.0659* 0.2885* 0. 2894 0.2668™ Q
A6TNH . 3600* 0.0969* 0.5717* 0.7434* 0.5267% 0.1031*
MPI 0.2431* 0.0383* 0.3798* 0.0285* 0.5273* 0.3594*
IDH 0.8703* 0 0.5340* -0.0119 0.6120* 0.5361*
PGM 0.1557* 0.0322* .3408* 0.0544* 0.398* 0.3961*
PGl 0.7677* 0.0697* 0.56G531* 0.0429* 0.6073* 0.7168*

GOT 0.8120* -0,0021 0.8486"% 0.8529* 0.0583* 1*
Todos los loci 0.5555* 0.0767* 0.5101+* 0.5472* 0.4391* 0.5758*

Bootstrapping  (0.3357 - 0.7337) (0.0359 - 0.0991) (C.3469 - 0.6320]) {0,1558 - 0.7318) (0.2973 - 0.5398) {0.3069 - 0.8067)
todos los loci
al 95%




Tabla XV Heterocigosis (H), Indice de fijacion (F), Coeficiente de endogamia (Fis),
Diferenciacion por endogamia y deriva génica (Fit) e Indice de fijacion
subpoblacional {Fst), para las siete poblacicnes en estudio

Hs F Fis Fit Fst
{D.8) {D.8}
Todas las poblaciones 0.209 0.683 0.5716 0. 8096 0.3555
(0 08) O 14}
M. acanthurus 0187 0.723 06108 .07 00767
(0.02) {0.09)
M. tuxtlaense 0.238 0.63 .53 (e Vs 0.5101
y Macrobrachium sp (1) ¥ (2) 011 {C.17)
M tuxtlaense ¥ 0172 0 574 0.4461 07401 0.5472
Macrobroachitum sp 1 {0.07} {019
M. fuxtlaense v 0.309 0.53067 0.0518 0.7486 04391
Macrobrachium sp. 2 (0.06) 0.18)
Macrobrachiun sp. {1) ¥ sp. (2) 0.233 0.755 0.6294 0.8128 0.5758
{0.14 o1
M tuxtlaense 0.248 0.381
{0.07)
M sp. (1) 0.096 0.7673
{0.04)
M. sp. {2) 0.371 0.74417




4, Discusion

Los indices de Heterocigosidad y Polimorfismo presentan algunas
desventgjas por las que hay que tener cuidado en su aplicacién. El
polimorfismo es muy sensible al nimero y tipo de enzima, al comparar los
resultados hay que tener cuidado con la subjetividad de usar el criterio del 95%
0 99% vy una tercera desventaja es el desconocimiento estadistico de la
distribucion de P. Respecto a la heterosis, este es un indice mas confiable ya
que es mas robusto para el uso de distinto numero y tipo de enzimas, sin
embargo es mas sensible a numero de muestras pequenas (Avala y Kiger,
19841.

Al comparar los resultados de heterosis y polimorfismo, obtenidos para
las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, en este estudio con
los valores de vartacién genética reportados para especies epicontinentales
(Tabla II} del mismo género, se desprende que las poblaciones aqui analizadas
presentan altos valores de heterosis v polimorfismo principalmente las
poblaciones de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp.2 (He = 0.25; 0.37)
respectivamente. Solamente las poblaciones a y b de Macrobrachium borelli
presentan valores de variacion genética en igual orden de magnitud, sin
embargo en esec estudio D' Amato y Corach, 1996 utilizaron marcadores RAPS/,
técnica que teéricamente presenta una mayor sensibilidad en el analisis

Los altos valores de heterosis obtenidos en el presente estudio se debe
principalmente a que el namero de loci analizado es menor que en cualquiera
de los trabajos reportados en la tabla Il y segundo a que en estos estudios la
heterosis se determind considerando el total de locus, tanto monomorficos
como polimorficos, siendo estos Gltimos pocos en porcentaje, en cambio en este
estudio se analizaron ocho loci {en su mayoria polimorficos) de los cuales
después de aplicar el criterio del 95% con el que se discrimino el polimorfismo,
las poblaciones de M. tuxtlaense v Macrobrachium sp. 2 presentaron un 75% de
polimorfismo, este alto porcentaje pudo sobreestimar los valores de heterosis

encontrados.
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La poblacién de Macrobrachium sp. 1 presenta el valor mas bajo de
heterosis en este estudio (He = 0.096), sin embargo este valor resulta ser mas
alto que lo reportado en promedio para crustaceos He = 0.082 (Nevo et al,
1984) v para decapodos He = 0.048 ( Hedgecock et al., 1982). Se podria pensar
que la poblacion de Macrobrachium sp. 1 presenta menor heterosis que las
otras dos poblaciones debido a la presencia de alelos fijos pero Macrobrachium
sp. 2, que tiene la heterosis mas alta reportada aqui, también presenta alelos
fijos, entonces la diferencia radica basicamente en que esta ultima poblacion
tiene sistemas enzimdticos con dos o tres alelos dominantes que presentan
similares valores de frecuencias alélicas.

Ahora bien, las diferencias en los valores de heterosis pueden atribuirse,
ademas de lo planteado, al tipo de sistema enzimatico utilizado. El efecto de loci
especifico sobre la variabilidad puede estar determinado por el tipo de enzimas
que se utilicen en cada estudio; por eiemplo enzimas del Grupo I que son las
gque presentan un substrato generado intracelularmente {como las enzimas
glucoliticas y las del ciclo del acido citrico) o si se utilizan enzimas del Grupo I
con posibilidades de origenes multiples, no especificas que funcionan en las
vias metabolicas periféricas, donde procesan una variedad de substratos (por
gjemplo las esterasas, fosfatasas, deshidrogenasas), afectarda de forma
inequivoca la estimacion de ia heterosis. (Gillespie v Langley, 1974; Gillespie,
1991). En este estudio los ocho sistemas enziméticos utilizados pertenecen al
Grupo |, son enzimas centrales del metabolismo.

Nelson y Hedgecock (1986) proponen, para decapodos adultos, que las
especies que escogen una estrategia adaptativa, de grano fino, presentan un
mayor mecanismo de regulacion fisiologica y conductual y ademas, son
generalistas troficos, mostrando bajos valores de heterocigosidad para las
enzimas del grupo [ v altos para las del grupo II. Por otro lado, las especies que
se inclinan hacia una estrategia de grano grueso muestran menos eficientes
mecanismos de regulacion fisiolégica y tienden a ser especialistas troficos,
presentando una heterocigosidad alta para las enzimas del grupo I v baja para

las del grupo II. En nuestro caso las poblaciones de Macrobrachium de
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desarrollo abreviado son habitantes de fondos de grano grueso. Se podria
pensar que con un medio interno menos regulado ya que se han adaptado a un
tipo de ambiente dulceacuicola sin pasar al medio salino en ningan estado de
desarrollo por tanto no tiene que regular eficientemente su medio interno. En
cuanto a la especificidad trofica, al menos las larvas lecitotrdficas la presentan
va que se¢ alimentan del vitelo contenido en el huevo hasta ser una larva
librenadante con estructuras bucales funcionales y en estado adulto la
especificidad trofica habria que determinarla con base al medio dulceacuicola
oligotrofico en que habitan. Las tres poblaciones de Macrobrachium con
desarrollo abreviado efectivamente presentaron altos valores de heterocigosidad
para las enzimas del Grupo 1. Por lo tanto la hipotesis de Nelson y Hedgecock,
1986 aplica para las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,
analizadas en este estudio.

Finalmente, con relacion a los altos valores de variacidn genética
encontrados en las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado, en
este estudio, se pueden considerar como un problema para su conservacion
desde el punto de vista genético y evolutivo, ya que para preservar la variacion
genética de una especie, entre mayor heterocigosis y polimorfismo presentan
sus poblaciones, se va a requerir de un mayor numero de ejemplares
recolectados. Mas aun, si se trata de las poblaciones que tienen una
distribucion puntual y estan dentro de pequefios charcos o arrovos, que en un
periodo de sequia podrian desaparecer con facilidad. O como la poblacion de M.
tuxtlaense que se pueden considerar, potencialmente, en peligro de extincion
por presentar muchas limitaciones en su capacidad de dispersion y por ocurrir
en un area que cada vez esta siendo mas explotadas para forrajeo de ganado.

Uno de los resultados de la diferenciacion genética, durante la
especiacion, ¢s la sustitucion de uno o de un grupo de alelos. El punto terminal
de la sustitucidon de alelos es la fijacion de uno de ellos en una poblacion y la
divergencia de loci durante el proceso de especiacion (Ikerla et al.,1992).

Entonces si las poblaciones estan  aisladas geografica o

reproductivamente, éstas pueden tender a acumular genes diferentes. En este
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estudio la poblacion de M. fuxtlaense, estd separada geograficamente de la
poblacion de Macrobrachium sp. 1 por el Salto de Eyipantla. Si se pudiera
pensar que ejemplares de M. tuxtlaense bajaran la cascada hasta alcanzar y
mezclarse con las poblaciones de Macrobrachium sp.1 es mas dificil suponer el
caso contrario, que ejemplares Macrobrachium sp. 1, remontaran la cascada
para mezclarse con las poblaciones de M. tuxtlaense, esto es un evento
actualmente impracticable. La separacion geografica entre estas poblaciones se
refleja en la presencia de alelos fijos en la poblacidon de Macrobrachium sp. 1
(TablaV). En las ultimas recolectas hechas en las areas bajo la cascada del
Salto de Eyipantla, siguiendo la rivera del rio, se han encontrado otras
poblaciones de desarrollo abreviado, cercanas geograficamente a
Macrobrachium sp.1. Que posiblemente sean poblaciones de esa misma especie
que estan encerradas en ese lugar limitadas de dispersion por un lado por la
imposibilidad de remontar la cascada y por el otro por no poder extenderse rio
abajo debido a la exclusion competitiva que ofrecen las poblaciones de
Macrobrachium de desarrollo completo. l.as poblaciones de M. tuxtlaense y
Macrobrachium sp. 1, estan separadas geograficamente de la poblacion de
Macrobrachium sp. 2 lo que también sec refleja en la caracterizacion alélica de
éstas poblaciones Macrobrachium sp. 1 tiene alelos fijos para éuatro locus
enzimaticos {alelo 2 de la enzima Mdh-1 y Me-1, alelo 1 de la enzima Pgi-1 y
alelo 4 de la Got-1). La poblacién de Macrobrachium sp. 2, por su parte,
presenta alelos fijos para el alelo 2 de las enzimas Me-1 y Got-1. {Tabla V). En
base a estos resuitados se aceptan ambas hipotesis de trabajo planteadas.

Los indicadores de identidad y distancia genética de Nei, {1972, 1978) se
utilizan para medir de diferenciacién genética en el proceso de especiacion
(Ayala y Kiger, 1984). La distancia genética es la diferencia genética entre
poblaciones, expresada como frecuencia de genes. Nei (1972), desarrollé un
método estadistico por el cual el niimero medio de diferentes codones por locus
puede ser estimado desde los datos de frecuencia de genes. La técnica de
electroforésis no puede detectar todas las diferencias de codones, por ello Nei

{1972), propone una medida de distancia genética como indice para la
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estimacion del grado de divergencia genética entre especies de relacion estrecha
o cerrada. Asimismo, planted que la distancia genética (D), en toda la variedad
de animales, tiende a valores distintos dependiendo de la relaciéon entre ellos,
por ejemplo: entre especies es alrededor de 1.0; entre subespecies es alrededor
de 0.1 y alrededor de 0.01 entre razas locales. Hedgecock et al. (1982), estima
que los indices de similitud genética (I) entre especies, con los mismos genes, es
de 0.59 + 0.17 (D=0.58 £ 0.32) basado en 40 especies y de 0.66 £ 0.15 (D= 0.44
+ 0.23) entre 28 especies, incluyendo 17 géneros de crustaceos decapodos.

En este estudio la distancia genética entre las tres poblaciones de
desarrollo abreviado, permite discriminan a nivel de especie. La distancia
genética entre M. tuxtlaense y Maxcrobrachium sp.1 es de D = 0.318; entre M.
tuxtlaense y Macrobrachium sp.2 es de D = 0.410 y entre Macrobrachiumsp. 1y
Macrobrachium sp. 2 es de D = 0.460.

En el dendrograma obtenido a partir de las distancias genéticas de Nei
(1978), (Fig4Q), las cuatro poblaciones de Macrobrachium acanthurus, estan
perfectamente agrupadas en una rama del arbol soportado por un 97.7% de
réplicas similares y las poblaciones de desarrollo abreviado M. tuxtlaense y
Macrobrachium sp.1 conforman una rama resuelta del dendrograma vy
Macrobrachium sp.2, que es la poblacién genéticamente mas variable, se ubica
mas cercana, en cuanto a distancia genética, a las poblaciones de M.
acanthurus (con desarrollo completo}, que a las otras dos poblaciones de
desarrollo abreviado, quizas indicando una independencia del ambientes
salobres mas reciente que el de los otras poblaciones. Pero también se puede
que la posicion de los "otus" se vea distorcionada por los niveles de variacion
genética por ello se construyd un fenograma, como resulitado del analisis de
presencia / ausencia de caracteres, a partir de lgs alelos presentes en cada
poblacion. En este fenograma se corrobora la agrupacion de las cuatro
poblaciones de M. acanthurus, pero una segunda rama resuelta del fenograma
agrupa a las poblaciones de desarrollo abreviado Macrobrachium sp.l y

Macrobrachium sp.2 dejando en una rama independiente de toda poblacion a
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Macrobrachium tuxtlaense. Estos resultados eran esperardos va que esta
ultima poblacidén no tiene alelos fijos y €s la que mas presencia alelica presenta,
sin embargo Macrobrachium sp.l y Macrobrachium sp.2 presentan y comparten
alelos fijos. Aunque esta ordenacién de las poblaciones de desarrollo abreviado
es distinta a la que presenta el dendrograma por distancia genética.

Una de las publicaciones mas interesantes en relacion a la distancia
genética lo presenta el articulo de Armada (1993) quien estudiando 32
poblaciones de Macrobrachium nipponense encuentra una divisibn en las
poblaciones dependiendo de su habitat; habitantes de lagunas de agua dulce,
habitantes de laguna salobre y habitantes estuarinos, dentro de cada grupo las
distancias genéticas de las poblaciones son practicamente iguales a cero y entre
los grupos tenemos que; las estuarinas y las de lagunas salobre tienen una D =
0.05 y estos dos con el grupo de agua dulce tienen una D= 0.026. Estos valores
indican que las poblaciones de M. nipponense analizadas son genéticamernte
iguales pero con distinta estrategia reproductiva, debida quizas a la presion por
seleccion .

Para todas las poblaciones se detectd un exceso de homécigos al analizar
el indice de fijacion F y con los estadistices de Wright (Fis, Fe, Fi, también se
observa este exceso de hormocigotos, por lo que se puede pensar que la
diferencia entre las poblaciones se deba a la endogamia local, En €l caso de la
Fir, el 72% de los loci tienen un valor superior a 0.5 y la tendencia indica que la
diferenciacion entre poblaciones se debe a la endogamia local v a la deriva
génica. Estos resultados corresponden con la realidad geografica de éstas
poblaciones de crustaceos, con distribucion puntual, separadas por el Salto de
Eyipantla y distantes geograficamente.

El valor de Fs, para la combinacion de las 7 poblaciones del género
Macrobrachiuwm estudiadas, fue alto (Fx=0.555). Pero al separar las poblaciones
de M. acanthurus y determinar el Fs para ellas, éste valor es igual a 0076,
indicando evidentemente que se trata de poblaciones genéticamente iguales. En
cambio, al trabajar con los pares de poblaciones de Macrobrachium, con

desarrollo abreviado, las 3 combinaciones presentaron valores de Fg cercanos a
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1, dando evidencia para afirmar que son poblaciones de especies genéticamente
distintas v menos estables que las de M. acanthurus.

Los valores de Fg para las 3 poblaciones de Macrobrachium, con
desarrollo abreviado, indican que éstas poblaciones son distintas en términos
de variaciéon genética, que no comparten muchos alelos y que la mayor parte de
la variacidon observada estd entre las poblaciones mas que dentro de ellas. Pero,
en los valores de Fs, por loci para pares de éstas poblaciones, no todos tienden
a la unidad y por el contrario, varias de ellas estan mas proximas al cero, lo que
indica que la diferenciacion genética puede ser generada por adaptaciones

locales, mediante seleccion natural, ademas del efecto de deriva génica.



Capitulo II
Ultraestructura del Apéndice Masculino

1. Introduccion

1.1  Microscopia electrénica

Mas de cuarenta afnos de aplicacion a la biologia no han agotado la utilidad de
la microscopia electronica. Lejos de ello, el desarrollo de los- sistemas
computacionales de analisis de imagenes y la complementariedad ofrecida por
la microscopia 6ptica confocal, son algunos de los avances que han dado nuevo
viger v han redoblado el interés por la utilizacidon biolégica de la microscopia
electronica tanto de transmision como de barrido (MEB).

El MEB proporciona imagenes y datos fisico-quimicos de la superficie de
cuerpos generalmente opacos a los electrones por medio de un delgado haz de
electrones que recorre dicha superficie y de detectores que traducen las senales
que de ella emanan transformandolas en corrientes eléctricas que se emplean
en formar una imagen en un monitor de televisién (Vazquez y Echeverria,
2000).

La utilizacién de la microscopia electronica en el estudio de los crustéaceos
se ve impulsada desde la década de los 80 con los avances tecnologicos del
MEB y por la publicacion de técnicas especificas para la preparacion de
muestras y especimenes (Felgenhauer, 1987). Hoy en dia, mediante técnicas
especificas de MEB es posible describir detalles finos de estructuras como por
ejemplo: el aparato reproductive o copulatorio, aberturas genitales (gondporos y
espermatoforo), y células gameéticas, (Beninger et al,,1991; Defaye et al., 2000;
Phillips and Macmillan, 1987; Rojas et al, 1999; Tsuchida and Fujikura, 2000 y
Sanocimang et al.,2000).

El apéndice masculino es una estructura asociada al proceso copulatorio.
Se encucntra ubicado en los basipoditos del segundo par de pledpodos sobre el

inicio del endopodito y el borde interno del apéndice interno (Fig. 14]. Es un
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segmento pequefio de tamano variable respecto al endopodito, su extremo distal
es generalmente aplanado v esta cubierto de cerdas en nimero y disposicion
variable dependiendo de la especie (Holtschmit, 1988).

El apéndice masculino es un caracter taxondémico utilizado en el grupo de
los Palacmonidae para la determinacion a nivel genérico y especifico (Fleming,
1969; Villalobos y Hobbs, 1974; Strenth 1976, 1994). La importancia de éste
apéndice radica principalmente en que es una estructura conservada que no
sufre modificaciones con €l medio ambiente, al igual que todas las estructuras
reproductivas y las que tienen estrecha relacién con el proceso copulatoric y/o
reproductivo, en crustaceos decapodos. En el género Macrobrachium es una
estructura que permite la diferenciacién sexual ya que esta presente solo en
los ejemplares machos.

La utilizacién del apéndice masculino como caracter taxonomico surge
con ia necesidad de clasificar algunas especies de Palaemonetes del sureste de
los Estados Unidos. Holthuis (1952), habia clasificado dos especies epigeas de
Paluemonetes utilizando la espinacion del caparazén, del felson y de los
uropodos, pero posteriormente al querer clasificar ocho distintas especies de
Palaemonetes de Estados Unidos utilizando los mismos caracteres no fue
posible, por ello Fleming (1969), investigo los caracteres sexuales secundarios
de machos del génerc Palaemonetes proponiendc toda una nomenclatura
asociada al apéndice masculino, dando principal importancia al nimero de
cerdas apicales y subapicales. Con esta nomenclatura logré clasificar sin
problema seis de las ocho especies de Palaemonetes en estudio: P. kadiakensis
(Rathbun, 1902} con tres cerdas apicales y una subapical; P. paludosus
(Gibbes, 1850) con cuatro cerdas apicales y una subapical; P. pugio con cinco
cerdas apicales y de uno a dos subapicales; P. schmitfi con ocho cerdas apicales
y una subapical; P. suttkusi (Smauley, 1964) con cinco cerdas apicales y una
subapical v P. antrorum (Benedict, 1896) con dos cerdas apicales y tres
subapicales. Las otras dos especies P. vulgaris y P. intermedium coinciden en
presentar cuatro cerdas apicales y dos subapicales y comparten otros

caracteres asociados al apéndice masculino, lo que hace practicamente




imposible diferenciarlas s6lo considerando los atributos de esta estructura; por
ello se recurridé a utilizar la longitud del apéndice interno con relacion al
apéndice masculino. Posteriormente, Villalobos y Hobbs (1974}, basandose en
la nomenclatura establecida por Fleming {1969) clasificaron una nueva especie
de Palaemonetes de San Luis Potosi, México, P. lindsayi, la cual presenta cuatro
cerdas apicales v dos subapicales, al igual que P. intermnedium y P. vulgaris,
pero en P. lindsayi el apéndice masculino es tan largo como el endopodito y
provisto de una fila de espinas a lo largo de casi toda su longitud.

Mas tarde, Strenth (1976}, en una revision de la sistematica y
zoogeografia de las especies de Palaemonetes de Norte Ameérica, caracteriza a P.
holthuisi con nueve cerdas apicales, P. texanus con seis v a P. mexicanus con
cinco cerdas apicales. Por ultimo, Strenth (1994) describio a P. hobbsi, que
presenta cuatro cerdas apicales, como P. vulgaris y P. intermedium pero que
puede diferenciarse de estas Ultimas por la denticion del rostro, la morfologia
del primer maxilipedo v la produccién isoenzimatica.

Pereira (1986) describié para Venezuela, la especie P. mercedae vy la
caracteriza con la presencia de cuatro cerdas apicales y cuatro subapicales y
con ocho espinas en la parte media distal del apéndice. Con los antecedentes
planteados, respecto a la nomenclatura del apéndice masculino se puede
serialar que las sei§ especies de Palaemonetes descritas actualmente para
México, pueden ser clasificadas utilizando el nuimero de cerdas apicales y
subapicales del apéndice masculino.

Sin embargo, en la clasificacion taxonomica de las especies del género
Macrobrachium es poco comun la utilizacién de los caracteres asociados al
apéndice masculino.

Pereira (1986) esquematiza los caracteres del apéndice masculine para
seis especies venezolanas del género Macrobrachium, atributos con los que
podria diferenciarlas con éxito. El mismo autor en el afio 1993, describid M.
depressimanum basado solo en la morfologia de ejemplares machos adultos
pero solo esquematiza al apéndice masculino, como una estructura conspicua

de 2.1 veces mayor longitud que el apéndice interno.
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Sin embargo, de las quince especies de Macrobrachium descritas para
México, en ninguna de las once de desarrollo completo se utiliza el apéndice
masculino para caracterizarlas. Esta estructura ni siquiera es nombrada en las
descripciones originales. En las cuatro especies de desarrollo abreviado
descritas en estos ultimos anos, el apéndice masculino tampoco es considerado
como un caracter importante en la clasificacién a nivel especifico, pero al
menos es mencionado en las descripciones. Es asi como para M. villalobosi se
menciona que el apéndice masculine alcanza mas alld de la mitad del
endopodito (Hobbs, 1973); para M. acherontium se senala que el apéndice
masculino alcanza cerca de dos veces la longitud del apéndice interno y que
esta provisto de espinas o cerdas (Holthuis, 1977). Villalobos y Alvarez (1999
en la descripcibn de Macrobrachium tuxtlaense indican que el apéndice
masculino es esbelto, llegando al tercio distal del endopodito y que el borde
mesial estd provisto de dos filas de cerdas agudas. Roman et al. (2000) en la
descripcién de M. vicconi, sehalan que este apéndice es casi dos veces la
longitud del apéndice interno y que esta provisto de 16 pares de cerdas lisas

dispuestas en los margenes internos de la estructura.
Objetivos:

l. Determinar, mediante el estudio de la ultraestructura del apéndice
masculino, si existen caracteres para identificar las especies de

Macrobrachium tratadas en este estudio.

2. En particular se requiere determinar el numero, disposicién vy
ornamentacion de las cerdas del extremo apical del apéndice masculino
en los ejemplares machos de las siete poblaciones en estudio mediante

microscopia electrénica de barrido.
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2. Materiales y método

2.1 Identificacion del sexo

El sexado de todos los ejemplares utilizados en el estudio se realizo
mediante la observacion al microscopio de diseccion del segundo pledpodo, que
esta conformado en todos los ejemplares por el exopodito, el endopodito y el
apéndice interno. Adicionalmente, en los ejemplares machos el apéndice
masculino se ubica junto al apéndice interno (Fig, 14). En todos los machos de
cada poblacidén se cuantificé el numero de cerdas apicales v la distribuciéon de
éstas en el apéndice mediante microscopia Optica; observaciones que fueron
confirmadas con el analisis de microscopia electronica de barrido de ocho

gjemplares de cada poblacion.

2.2  Ultraestructura del apéndice masculino mediante MEB

A ocho ejemplares machos de cada poblacion se les disectd el apéndice
masculino para ser observado en el microscopio electrénico de barrido y
determinar la forma, el niimero y disposicidon de las cerdas del penacho apical.
También se observé la ornamentacion que pudieran tener las cerdas del
apéndice en su parte apical, media y basal. Las muestras ya disectadas v
limpias se colocaron en una bateria creciente de alcoholes (80%-absoluto),
durante 15 minutos en cada uno de ellos y luego se secaron a punto critico lo
que consiste en alcanzar el punto optimo de secado bajo las siguientes
condiciones: 1073 1ib/In de presibn y 35 — 40 °C de temperatura.
Posteriormente, las muestras fueron montadas en soportes de bronce para
recibir un bafio de oro por ionizacion y ser observadas y fotografiadas.
Finalmente, a tres muestras por poblacion se les desprendieron tedas las
cerdas que portaba la estructura y se volvieron a recubrir de oro para ser
nuevamente observadas, con la finalidad de describir de la mejor forma posible

los rasgos de interés.
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2.3 Presentacion de los resultados

Los resultados se presentan como una descripcion del apéndice
masculino considerando tanto la forma de la estructura como el numero y/o
disposicion y/u ornamentacién de las cerdas apicales, medias y basales. Con la
finalidad de ver en forma mas clara las diferencias estructurales del apéndice
masculino entre las distintas poblaciones se hizo una tabla resumen
conteniendo los caracteres principales y para entender mejor la variacion de
¢stos caracteres entre poblaciones se hizo una matriz de presencia / ausencia
de caracteres, la que se analizo mediante el método de parsimonia en el

prograima Paup, con un boostrap de 10¢ réplicas.

3. Resultados

Macrobrachium tuxtiaense
Arroyo Las margaritas, Catemaco, Veracruz
(n =8

El apéndice masculino es elongado, tiene forma de vaina semicilindrica
(Fig. 15 a). Su extremo apical es redondeado y porta cuatro robustas cerdas
(Figs. 15 b, ¢). Las cerdas apicales estan provistas a su vez de espinas largas y
delgadas dispuestas en hileras donde las espinas van encimandose una sobre
la otra 6 en otras hileras donde hay un espacio considerable entre una y otra
espina (IFig. 15 d). A su vez, las espinas estan ornamentadas con espinulas
compuestas (Fig. 15 e). En la cara ventral del apéndice, hacia abajo y seguido
del penacho apical, se extienden dos hileras paralelas de cerdas largas vy
deigadas que se dirigen hacia la base del apéndice formando una espiral (Figs.

15 f, g). En la cara lateral externa del apéndice masculino hay una hilera de
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cerdas largas v delgadas ordenadas en pares escalonados (Fig. 15 h). La cara
interna del apéndice carece de cerdas (Fig. 15 i).

Las cerdas de la parte central del apéndice estan provistas de espinas
largas y delgadas que a su vez estan ornamentadas con espinulas
semicompuestas (Figs. 15 j, k}. Las cerdas de la parte basal de la estructura
estan provistas de espinas aun mas delgadas y también ornamentadas con

espinulas (Figs. 151, m}.

Macrobrachium sp. 1
Arroyo Santiaguillo, Veracruz

(n = 8)

El apéndice masculino es elongado, tiene forma de vaina y esta
comprimido lateralmente (Fig. 16 a}. Su extremo apical es también comprimido,
dando una apariencia semicircular, porta tres robustas cerdas apicales
dispuestas en hilera, mas una cerda subapical {Figs. 16 b, ¢). Las cerdas
apicales tienen espinas cortas y pequefias no ornamentadas dispuestas en
hileras o libres sobre la cerda, no se enciman o sobreponen (Figs. 16 d, ¢}. Por
la cara ventral de la estructura y a continuacion del penacho apical se
prolongan dos hileras paralelas de cerdas largas y delgadas que, al dirigirse
hacia la zona basal, van formando una espiral (Fig. 16 f}. Por el lado opuesto a
la cerda subapical (cara externa de la estructura) hay una hilera de cerdas
largas v delgadas sin orden aparente (Fig. 16 g). lLa cara interna de la
estructura carece de cerdas (Fig. 16 h).

Las cerdas de la parte central del apéndice tienen espinas largas y
delgadas en hileras que recorren toda la cerda, en forma perfectamente
ordenada una tras otra y estan ornamentadas con espinulas compuestas (Figs.
16 1, j}. Las cerdas de la zona basal presentan espinas muy delgadas también

ordenadas en hileras pero carentes de ornamentacion (Fig. 16 k),

81



Macrobrachium sp. 2
Arroyo San Antonio, Tabasco
{n = 8)

El apéndice masculino es elongado de apariencia cilindrica y su extremo
apical es aplanado (Figs. 17 a, b). Porta cinco cerdas, generalmente, una en el
centro del apice y las ofras cuatro rodeando a ésta (Figs. 17 ¢, d). Las cerdas
apicales estan armadas con espinas que corren en hileras longitudingles a
través de toda la cerda. Las espinas son robustas y estan provistas de
espinulas compuestas (Fig. 17 e, {}. Longitudinal al apéndice y a continuacion
del penacho apical se proyectan dos hileras paralelas de cerdas largas, poco
abundantes, que se dirigen al.extremo basal formando una espiral (Fig. 17 g).
En la cara lateral externa del apéndice hay una hilera de cerdas cortas sin
orden aparente {Fig. 17 h}. La cara lateral interna, de la estructura, carece de
cerdas {Fig. 17 i).

Tanto las cerdas de la zona media como las del extremo basal tienen
hileras longitudinales de espinas cortas y robustas que no se sobreponen vy

que pueden o no estar ornamentadas con espinulas (Fig. 17 j).

Macrobrachiuum acanthurus
Laguna de Sontecomapan, Veracruz
(n = 8)

El apéndice masculino es cilindrico, elongado, mas angosto hacia el
extremo apical (Fig. 18 a}. La base del extremo apical es semicurva {Fig. 18 b} y
porta seis cerdas robustas dispuestas en dos hileras paralelas que pueden
tener cuatro y dos cerdas, respectivamente, o tres y tres (Figs. 18c, d y e). Las
cerdas apicales tienen espinas cortas y anchas en su base, semejantes a un

triangulo equilatero, muyv adheridas a la cerda. Estas espinas se disponen en
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hileras longitudinales cortas que no necesariamente recorren toda la cerda, las
espinas se ubican distantes una de otra (Fig. 18 f}. Por la parte ventral de la
estructura y a continuaciéon del penacho apical se extienden dos hileras de
cerdas una con cerdas largas y delgadas v la otra con cerdas cortas {Fig. 18 g).
Por la cara lateral externa del apéndice se extienden dos hileras de cerdas
largas v delgadas {Fig. 18 h}. La cara lateral interna carece de cerdas (Iig. 18 ).

Las cerdas de la zona media del apéndice pueden o no tener espinas {18 i,
jl. En el caso de tenerlas éstas no son ornamentadas y no tienen orden
aparente (Fig. 18 j). Las cerdas basales, en cambio, tienen espinas largas no
ornamentadas bien adheridas a la cerda, que se disponen en hileras, donde
van una tras otra, sin dejar espacio libre entre ellas y sin sobreponerse (Fig. 18
K.

Macrobrachiuum acanthurus
Montepio, Veracruz
(n = &)

El apéndice masculinc en los ejemplares de esta poblacion tiene un
aspecto semicilindrico. El extremo apical es semicurva y porta seis cerdas
dispuestas en dos hileras paralelas, una con cuatro y otra con dos cerdas
respectivamente (Figs. 19 a, b y ¢}. Las cerdas apicales carecen de espinas (Fig.
19 d). Por la parte ventral del apéndice y a continuacion del penacho apical se
proyectan dos hileras de cerdas que se extienden hacia la parte basal de la
estructura formando una espiral. En la hilera externa las cerdas son mas
abundantes y van en pares alternados {Fig. 19 e, f}. La hilera paralcla a ésta
tiene pocas cerdas dispuestas una tras otra, ésta hilera no llega a la base del
apéndice. IEn la cara lateral externa de la estructura se extiende una hilera de
cerdas delgadas que van ordenadas en pares alternados (Fig. 19 g). La cara

lateral interna de la estructura carece de cerdas (Fig. 19 h).
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Las cerdas de la zona media del apéndice tienen hileras de espinas no
ornamentadas ordenadas una tras otra pero sin encimarse (Figs. 19 i, j y k).
Las cerdas de la zona basal tienen escasas espinas ornamentadas (Figs. 19 1

mj.

Macrobrachium acanthurius
Laguna de Alvarado, Veracruz .
(n =8

El apéndice masculino en esta poblacion tiene un aspecto de vaina aun
cuando es semicilindrico (Figs. 20 a, b). La base del extremo apical es
semiredonda y porta seis cerdas dispuestas en dos hileras paralelas las que
tienen cuatro y dos cerdas, respectivamente {Figs. 20 ¢, d y €). Las cerdas
apicales no tienen espinas (Figs. 20 {, g). Por la parte ventral del apéndice v a
continuacion del penacho apical se proyectan dos hileras de cerdas delgadas v
abundantes dispuestas en pares alternados. Las hileras de cerdas se dirigen
hacia el extremo basal de la estructura formando una espiral {Fig. 20 h, i). En
la cara lateral externa de la estructura se extiende una hilera de cerdas largas v
delgadas, ordenadas en trios alternados (Figs. 20 j, k, 1). La cara lateral interna
carece de cerdas (Fig. 20 k). Las cerdas de la zona media v basal del apéndice

portan largas espinas no ornamentadas y sin orden aparente (Figs. 20 1, m}.

Macrobrachium acanthurus
Laguna Horizonte, Tabasco

(n = 8)

El apéndice masculino es elongado hacia el extremo apical La base del

extremo apical es semicurvo {Figs. 21 a, b) y porta seis o siete cerdas robustas
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dispuestas en dos hileras paralelas, una con cinco cerdas (o seis) y la otra con
dos {0 una) (Figs. 21 c, d, e y f). Las cerdas apicales no tienen espinas (Figs. 21
g, h). Por la parte ventral del apéndice y a continuaciéon del penacho apical se
extienden dos hileras de numerosas cerdas largas y delgadas, en una de las
hileras las cerdas van una tras otra, en cambio en la hilera paralela las cerdas
son muchas mas y van dispuestas en pares alternados (Fig. 21 i). En la cara
lateral externa del apéndice se extiende una hilera de abundantes cerdas mas
largas y delgadas ordenadas en pares o trios alternados (Figs. 21 j). La cara
lateral interna carece de cerdas {Fig. 21 k). Las cerdas de la zona media (Figs.
21 1, m} del apéndice masculino, como las de la zona basal, tienen, (Figs. 1, m, n

escasas espinas no ornamentadas sin orden aparente (Figs. 21 n,o0, p).

En la tabla XVI se resumen las principales caracteristicas del apéndice
masculino de cada poblacidn, en relacion a forma del apéndice, forma del apice
del apéndice, nimero de cerdas apicales y presencia de espinas, espinulas y/o

espinulillas en las cerdas apicales, medias y basales del apéndice masculino.

Utilizando la presencia / ausencia de los caracteres se construyd una
matriz de (7 x 13), mediante el método de parsimonia con un boostrap de 100
réplicas se obtuvo el fenograma de la figura 22. En el que se observan tres
ramas principales, formando una politomia. Una rama separa completamente a
la publacidén de Macrobrachium tuxtlaense y otra a la de Macrobrachium sp. 2.
La tercera rama esta sustentada por un 86% y resuelve por un extremo a la
poblacidén de Macrobrachium sp. 1 y por el otro agrupa a las cuatro poblaciones
de M. acanthurus, sustentando esta agrupacion con un 92%. Las poblaciones
de M. acanthurus de Alvarado y Tabasco son idénticas, en cuanto a
caracterizacion de la ultraestructura del apéndice masculino, se refiere al igual
que las poblaciones de M. acanthurus de Sontecomapan v Montepio. Estas dos
ultimas poblaciones de Macrobrachium acanthurus se diferencian de las
poblaciones de Sontecomapan y Montepio en un cambio de extencidon de rama

(Figura 22].
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Tabla XVI

Tabla comparativa de la ultraestructura del apéndice masculino de las siete poblacicnies de Macrobrachium estudiadas.

Forma del Forma del Niamero Espinas  Hspinulas KEspinulila  Espinas Espinula Espinas Espinulas
apéndice apice de cerdas  encerdas enespinas cnespinula cncerdas enespinas  en cerdas  en espinas
apicales apicales : medias medias basales hasales
Catemaco elongado  redondeado 4 si si si s1 si si si
semicilindrico
Santiape elongade  comprimido 3 si no no si 81 si si
comprimide semicircular
San clongado aplanado 5 si si si si 51 / no 51 si / no

Artonio

Sonteco-
mapan

Moritepio

Alvararia

Tabasco

cilindrico

cilindrico  semicurvo 6 si no o s{/ no no si no
elongado
semicilindric  semicurvo 6 no no no si no si si
semicitindric semiredond G 1o no 116 si no si no
elongado SCICUIVO 6067 no no no si 38! 51 no




M. tuxtiaense

M. sp.1

- M. acanthurus 8

oo e— M. acanthurus M

M. acanthurus A

M. acanthurus T

o2 TESIS CON
e | PAD OReay

Fig. 22. Fenegrama para las siete poblaciones del género Macrobrachiumn tomando como
caracteres la presencia/ausencia de los atributos del apéndice masculine. Mediante el
método de parsimonia con un hoostrap = 100,
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3. Discusidén

En el presente trabajo de investigacion el estudio del apéndice masculing
indica gue el nimero de cerdas apicales y la disposicion de éstas es un caracter
categbrico, constante y especie especifico. Las cuatro poblaciones de M.
acanthurus estudiadas presentaron seis cerdas apicales, excepto para la
poblacion de Tabasco en la que un ejemplar presentd siete. En las poblaciones
de desarrollo abreviado, M. tuxtlaense se caracterizo por presentar un apéndice
masculino provisto de cuatro cerdas apicales, Macrobrachium sp. 1 presenté
tres cerdas apicales y Macrobrachium sp. 2 cinco cerdas apicales.

Al ver la ordenacion de las poblaciones en un fenograma como el de
figura 22, basado en los caracteres de ultraestructura del apéndice masculino,
claramente se agrupan y separan en una rama resuelta las poblaciones de M.
acanthurus, de manera esperada considerando que son poblaciones de una
misma especie. Lo contraric sucede con las poblaciones de desarrollo
abreviado, cada una se ubica en una rama independiente del fenograma
afirmando entonces gue hay evidencia a nivel de ultraestructura del apéndice
masculino para proponer que las poblaciones de M. tuxtlaense, Macrobrachium
sp. 1 v Macrobrachium sp. 2, son especies distintas (Tabla XVI, Fig. 22).

Ahora bien, si se piensa que la funcidon del apéndice masculino v,
principalmente su ornamentacion espinosa, sirve para la sujecion de la hembra
en el momento del apareamiento, es posible esperar que el enganche de las
cerdas del apéndice masculino a la hembra sea especifico. Asi, también se
podria explicar la presencia de espinas s6lo en la cara externa del apéndice.
Villalobos (1967 a), mucho comentd la problemidtica de la taxonomia de las
especies del género Macrobrachium, ya que su clasificacion estd basada
completamente en las longitudes, proporciones v caracteristicas en general, de
la palma, artejos del segundo pereiopodo y el rostro de cada especie del género.
Sin embargo, estos caracteres se confunden con el dimorfismo sexual y con los
caracteres ain no definitivos que presentan los juveniles en el proceso de llegar

a ser adultos. En esta etapa de transformacion, juveniles de algunas especies
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podrian confundirse con adultos de otras. Este es el caso de M. olfersii, cuya
palma es muy caracteristica en un adulto, pero en estado juvenil facilmente
podria confundirse con la palma de M. michoacanus y/o M. hobbst. Por ello, si
los atributos del apéndice masculino fueran indiscutiblemente especie
especificos, serian un buen caracter taxonémico; sin embargo, hay que
considerar como inconveniente el que no sea un caracter externo conspicuo.
Otra desventaja es el hecho de que el apéndice masculino lo presentan solo los
gjemplares machos por lo que no es posible hacer el mismo tipo de
comparacion entre hembras de distintas poblaciones, aun cuando seria
interesante describir ¢l gonoporo femenino y caracterizar algun tipo de
especificidad al apéndice masculino en cada especie. Finalmente un tercer
inconveniente, aunque de orden logistico y/o de pericia del investigador, se
presenta en la definicién de los limites de distribucidén de las poblaciones de
cada especie principalmente las de distribuciéon continua, como las once
especies de Macrobrachium de desarrollo completo, en dénde no son claros los
limites geograficos que ocupan las distintas poblaciones de una especie, ¢donde
termina la ubicacion geografica de una y donde comienza la de la otra? Por
gjemplo, en la costa Pacifica de México es posible encontrar coexistiendo a seis
0 siete especies distintas; M. americanum, M. tenellum, M. michoacanum, M.
olfersi, M hobbsi, M. acanthochirus y M. occidentale. Esta coexistencia es un
serio problema taxonémico en las diferentes etapas de desarrolio, donde todos
ios organismos estan mezclados sin poder definir certeramente a qué especie
pertenecen, cosa gue no sucede en las especies de desarrollo abreviado ya que,
hasta el momento s6lo se conocen poblaciones puntuales separadas unas de

otras.

103



Capitulo III

Variacion Morfométrica

1. Introduccién

Los estudios morfométricos tienen la finalidad basica de comparar, mediante
métodos de distribucion y anélisis estadistico la variacidn, de la forma entre y
dentro de muestras de organismos. Estas muestras de organismos pueden
representar localidades geograficas, estadios de desarrollo, efectos genéticos y
ambientales, entre otros, y presentar cambios en su forma como resultado del
sexo, mutilaciones, tratamientos experimentales o debido al proceso evolutivo.

Para Bookstein {1982}, la morfometria es una fusién empirica de la geometria
con la biologia, ya que con este método se obtiene informacion biologica y
geomeétrica de los individuos con un propésito comparativo.

En los
reglas graduadas y vernier y se guardaban en esquemas o dibujos de los
caracteres c¢bservados o, sofisticadamente, en peliculas fotograficas.
Posteriormente aparecieron accesorios como ¢l vernier digital vy aqguellos que
estan conectados a .ﬁna computadora para la inmediata captura de datos. Para
la observacién de pequefias estructuras o rasgos se han utilizado reglillas
graduadas dentro del ocular microscopico hasta llegar a los sofisticados métodos
de microscopia de contraste de fases, o0 mejor aiin, microscopia electronica de
transmision o de barrido, con la consecuente desventaja de que estas altimas
técnicas son costosas y requieren de un tratamiento previo del tejido a analizar.
Con el desarrollo de la computadora la adquisicion de imagenes y recoleccion de
datos se ha logrado con mayor eficiencia v menor esfuerzo; también con ello ha
disminuido el grado de imprecisién y ha favorecido el analisis estadistico de los
datos (Molvry et al,1993). Actualmente, con las técnicas de digitalizacion de

imagenes se superan considerablemente las limitantes del material fotografico y
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se logra una rapida y poco costosa captura y almacenamiento de datos,
impresiones de alta calidad, rapida reproduccion y envio inmediato, mediante
correo electronico, de archivos de informacion. Una alternativa mas es la de
adaptar a la computadora una camara de video y a un paquete de coOmputo para
procesar dichas iméagenes (Rohlf y Marcus, 1993).

También es atribuible a estos 1ltimos afios el avance en el analisis
estadistico de un grupo de variables mediante andalisis multivariados Este tipo
de analisis ha sido una herramienta til en el analisis de la taxonomia numérica
(Eknath et al., 1991) estos meétodos son utilizados cuando las especies o
poblaciones estan tan relacionadas que los caracteres por si mismos no pueden
separarlas (Vreven et al ., 1998 y Teugels y Vreven, 1998).

Entre los diferentes analisis multivariados que se pueden realizar se
encuentran los métodos que son descriptivos y exploratorios y que no requieren
de una hipotesis previa como por ejemplo el analisis de componentes
principales. Dentro de los comprobatorios y que requieren de una hipotesis
previa se encuentran el analisis discriminante. El analisis de componentes
. principales no requiere que los organismos sean idénticos a priori, por lo que se
puede examinar el patrén de los valores de los crganismos en las graficas para
evaluar la premisa inicial de que todos los organismos petrenecen a la misma
especie o poblacion (Barbour y Chernoff, 1984} y/o para buscar la relacion que
liga a los caracteres que determinan la variabilidad morfolégica en cada especie
0 poblacion (Castello, 1983). El analisis de Componentes principales esta
disefiado para reducir el niumero de variables que se deben considerar a un
numero pequeno de componentes (componentes principales) o indices los
cuales son combinaciones lineales de las variables originales. el analisis no se
considera como valido, por lo que los mejores resultados se obtienen cuando las
variables originales estan altamente correlacionadas positiva o0 negativamente
(Manly, 1986).

El analisis discriminante en cambio, es utilizado para analizar muestras

de diferentes especies o poblaciones que presentan una dispersiéon comun que
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les permita localizarse en el modelo "mas parsimonioso” capaz de describir
efectivamente las diferencias entre los grupos analizados.

En los artropodos, v en particular los crustaceos, el grupo de atributos,
caracteres o variables a comparar corresponden a las medidas de los artejos de
los organismos, como: largos, anchos y altos de las estructuras. Sin embargo,
es importante tener claras las diferencias entre la talla y la forma de las
estructuras, asi como la talla describe la magnitud de un caracter, la forma
relaciona dos o mas caracteres (Somers, 1986). En los analisis de comparacion
entre especies se debe eliminar el factor alometria que significa disparidad en
las tallas de los organismos a analizar lo que se puede dar, por gjemplo, si se
trata de ejemplares en distinto estado de desarrollo o madurez en el caso de los
crustaceos juveniles y adultos. Para eliminar tal efecto se han propuesto varios
meétodos de transformacion de datos como de ajuste de datos con relacion a
una talla comun, usar proporciones y extraer el pritner componente en cl
analisis de componentes principales (Rohlf y Marcus, 1993; Somers, 1986).

Finalmente, el resultado de un grupo de datos morfométricos es una
representacion abstracta de datos originales, como un valor asignado para
patrones de distancia o por coordenadas cartesianas o vectores como s¢ usa
actualmente (Rohlf y Marcus, 1993).

En este trabajo de investigacion se propone hacer una comparacién tanto
morfométrica como morfologica de ejemplares de las tres poblaciones de
langostinos del género Macrobrachium con desarrollo abreviado. Los datos para
estos analisis serdn obtenidos mediante un método no convencional en la
taxonomia de los crustaceos. Empezaremos por proponer una técnica de
filmacion de imagenes para este grupo de paleménidos. La digitalizacion v
captura de datos se realizara mediante el programa Morphosys (verl. 26}. El
analisis estadistico de los datos se realizara utilizando un test multivariado de
componentes principales y un discriminante canénico. Para el analisis
comparativo de la forma consenso del caparazén y segundo pereiopodo mayor

se utilizara el programa TPS Relative Warps.
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Objetivos:

1. Obtener el protocolo de una técnica apropiada para la filmacién de
estructuras taxonomicas comparables en langostinos del género
Macrobrachium.

2. Evaluar el nivel de precisién del sistema de captura y digitalizaciéon de
imagenes utilizados en este estudio.

3. Comparar, mediante un analisis multivariado (factores principales y
discriminante canoénico}, la morfometria de distintas estructuras en
langostinos de desarrollo abreviado.

4. Comparar la forma consenso del caparazon y la palma (sin dedo mévil) que
caracteriza a cada una de las tres poblaciones de desarrollo abreviado en

estudio.

2. Materiales y método

Se trabajé con los mismos ejemplares de Macrobrachium tuxtlaense,
Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2, utilizados en el estudio
electroforético. Las estructuras utilizadas para esta parte del estudio fueron:
exoesqueleto del cefalotérax (caparazon) y el segundo pereidpodo izquierdo, las

cuales se preservaron en alcohol al 70% para los analisis de tamario y forma.

2.1 Analisis de tamano

Las dimensiones de los artejos se obtuvieron mediante la digitalizacién de
imagenes de video del caparazén y del segundo pereiopodo mayor izquierdo. La
primera parte de esta técnica consistié en realizar grabaciones laterales del
caparazdn asi como dorsales y laterales del segundo pereiépodo izquierdo de
cada ejemplar. Para ello se monté un sistema de soporte para una camara de
video digital, un sistema de iluminacién vy una base porta muestras. Dentro de

cada toma se incluyd una etiqueta de identificacion y una reglilla graduada que
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permitio escalar cada imagen de manera independiente del acercamiento y como
referencia para calibrar y registrar las medidas en milimetros, ya que el
programa expresa las medidas espaciales en pixeles. La segunda parte consistio
en digitalizar en cada imagen, diferentes puntos o “Landmarks” sensu Bookstein
{1996}, utilizando el programa MorphoSys, ver.1.26 (Meacham y Duncan, 1989).
En las tomas laterales del caparazon se marcaron 12 puntos (Fig. 23 a}, en las
tomas laterales del segundo pereidopodo mayor izquierdo se ubicaron 20 puntos
(Fig. 23 b} y 27 puntos en la vista dorsal de éste apéndice (Fig. 23 c).
Finalmente, se elabordé un sencillo programa de comandos que ordena leer la
distancia entre los puntos que se estimen convenientes para el estudio, lo que es

cquivalente a tener las longitudes, altos y anchos de los artejos.

7 | CEFALOTORAX

I e~ = e

espina antenal

esp. hepsgtica

Fig. 23a . Esquema lateral del caparazén de un langostino, indicando los puntes digitalizados a
partir de los cuales se hicieron las mediciones. (1-2) Longitud de la espada; (2-3) Longitud del
cuerpo; (1-3) Longitud total del cefalotorax; (7-8) Longitud de la espina hepatica; (9-10} Longitud
de la espina antenal; (6) margen suborbital; (11) centro de la érbita {12) punta de la primera
espina del del margen inferior del rostro.
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QUELA CARPO MERO ISsGauilo

23b. Esquema dorsal del segundo pereiépodo de un langostino. Indicando los puntos
digitalizados, a partir de los cuales se hicieron las mediciones de los artejos. (1-15) Longitud total
del pereiopodo; (1-7)Longitud de la palma; (7-10) Longitud del carpo; (10-13) Longitud del mero;
{13-15) Longitud del isguio; {26-27) Longitud del dedo mévil; (1-25) Longitud del dedo fijo; (25-
15) Longitud del pereiopodo sinn dedos; (3-24) Alto mayor de la palma; (4-23) Alto posterior de la
palma; (5-22) alto anterior del carpo; (8-20) Alte posterior del carpo; {9-19) Alto anterior del
mero; (11-18) Alto posterior del mero; (12-17) Alto anterior del isquio; (14-16) Alto posterior del
isquio.

QUE LA CARPO MERO ISQUIGC

23c. Esquema lateral del segundo pereidpodo de un langestino. Indicando los pumnios
digitalizados, a partit de los cuales se hicieron las mediciones de los artejos. (1-20) Longitud total
del pereiopodo; (1-2} Longitud del dedo fijo; {1-7) Longitud de la quela; {2-7) Longitud de la
palma; (3-4) Ancho de la palma; {5-6) Ancho anterior del carpo; (8-9) Ancho posterior del carpo;
(10-11) Ancho anterior del mero; (13 14} Ancho posterior del mero; (15-16} Ancho anterior del
isqudo; (18-19) Ancho posterior del i 1sqmo, {7-12) Longitud del carpo; {12-17) Longitud del mero;
(17-20) Longitud del 1 1squ10 -
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2.2 Calibracion del error de medicion

La variacién que pueda existir en las medidas morfomeétricas tomadas
sobre el mismo caracter se denomina error de medicion (EM). El que puede
deberse a la falta de puntos bien definidos al digitalizar las imégenes, {lexibilidad
de las estructuras a medir, pericia del operador, variacion entre observadores,
precision del aparato de medicion, continuidad con que se tomen las mediciones
vy tamano de las estructuras a medir con respecto al método de medicion, entre
otros (Yezerinac et al, 1992). Por ello, en los analisis morfométricos se ha
utilizado el concepto de error de medicion como la variacion que aporta el
sistema de medicion a un caracter particular. El error de medicién puede
determinarse por la mediciéon repetida de un caracter y se expresa como
porcentaje. Este porcentaje es el valor de la variacién de la muestra asociada a

la imprecision de la medida (Bailey v Byrnes, 1990}

32 dentro

3?2 enfre + 8?2 dentro

T~ P
Donde:
SR = Porcentaje de error de medicion
s’ entre = Variacion entre individuos (n=10}
$? dentro = Varianza dentro de la poblacion (la varianza que

aporta el programa de medicién que resulta de medir varias veces un mismo
caracter).

Se tomaron diez organismos al azar, de una misma poblacion, v se
midieron  diez veces los 37 caracteres morfoldgicos a analizar, simultanea e

independientemente, para caicular el error de medicion.
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2.3 Analisis estadistico de los datos

a. Estadisticos descriptivos

Se calculd la media aritmética (X) de los treinta y siete {37) caracteres y
doce (12) proporciones para cada una de las tres poblaciones de Macrobrachium
de desarrolio abreviado a comparar y como medida de dispersion de los valores
respecto a la media se calculd la desviacion standard (DS). El coeficiente de
variacion (CV), es un indicador de la homogeneidad de la muestra, usado
cuando se quiere, comparar muestras de la misma especie pero de distintas
localidades o cuando se desea investigar la variacion de distintos atributos en la
misma muestra (Lewontin, 1966), se utilizd6 para comparar la variacion de los

atributos por sitio y por sexo dentro y entre las poblaciones.

h. Analisis de varianza

Este analisis permite explorar las diferencias significativas de los
caracteres entre poblaciones (por sitio) v dentro de las poblaciones (por sexo) v

¢l efecto en conjunto sitio por sexo.

C. Analisis de variacién entre especies

Componentes principales: este tipo de analisis multivariado permite
conocer qué parte de la varianza total se atribuye a cada componente del
analisis. Para el analisis de componentes principales se determind el ntumero de
componentes que eficientemente representa la informacion contenida en las
variables por medio de la elaboraciébn de una matriz de correlacién lineal
compuesta por cada par de variables (analisis tipo R), utilizando el coeficiente de
correlacion de Pearson. Posteriormente se encontraron los vectores
caracteristicos de la matriz de correlaciéon que generan 1os ejes 0 componentes

principales y las raices caracteristicas que representan la longitud de los ¢jes.
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Analisis discriminante: es un test comprobatorio, utilizado para analizar
muestras de diferentes especies o poblaciones que permite diferenciar
efectivamente entre los grupos comparados. El analisis discriminante, se utilizd
entre especies por medio del calculo de distancias generalizadas, ya que estas
eliminan los efectos de correlacién entre los caracteres utilizados y explican las
diferencias entre cada grupo con su centroide, es decir su dispersion {Libosvarky
v Kux, 1982). Para estos analisis se utilizo el programa de computo STATISTICA
version 4.5 (Starsoft Inc. 1998).

d. Analisis de agrupamiento

Queriendo comparar la distribucion de los egjemplares de cada poblacién
mediante su caracterizacion morfométrica total se hizo un fenograma estilo
UPGMA, utilizando el programa de computo STATISTICA version 4.5 (Starsoft
Inc. 1998). Y mediante una ANOVA se hizo una comparacion de medias
mediante el test de Tukey (HSD) for unequal N (Spjotvoll/stoline test) se
determinaron los estados de caracter de los 37 caracteres ¢ atributos
morfométricos medidos. Con estos resultados se elaboré una matriz de presencia
/ ausencia de caracteres con la que se hizo un analisis de parsimonia con el
programa Paup (Swofford, 1990), la confianza estadistica se estimd por el
porcentaje de veces que la hipotesis es sustentada entre el nimero de réplicas,

boostrap = 1000.
2.4, Analisis de forma

Para caracterizar la forma del caparazén y la quela sin dedo movil, se
utilizaron los mismos puntos marcados en el analisis de tamafio. La variacion en
la forma del caparazdén v de la quela se estimaron utilizando el Programa TPS
(Thin Plate Splines) Relative Warps version 1.9 (Rohlf, 1999}, que se basa en las
ideas de Thompson (1917).
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Este programa funciona creando una reticula virtual muy delgada sobre la
que se ubica la posicion de los diferentes puntos de los objetos a comparar. Para
ello es necesario obtener primero una imagen consenso o promedio, que se
obtiene mediante [a superposicion de pares de imagenes, comparando la imagen
de cada individuo de la muestra contra el primero, obteniendo una imagen con
la posicion promedio en un plano cartesiano de los diferentes puntos (Rohif y
Slike, 1990). Esta imagen promedio, entonces, es considerada una imagen no
deformada, por lo tanto la reticula sobre la que estd montada conserva su
ortogonalidad en todos sus angulos.

Debido a que las imAagenes originales fueron filmadas en posiciones y
escalas distintas, las coordenadas de las diferentes imagenes tuvieron que ser
escaladas y rotadas para que siempre guardaran la misma orientacién y

Proporcion.

3. Resultados

3.1 Obtencidén de imagenes

El primer resultado obtenido fue la estandarizacién de un modelo para la
captura de imagenes. Primeramente, se establecido un protocelo de filmacion de
las estructuras (tanto laterales como dorsales). La filmacion de las estructuras
se realizo utilizando: un soporte universal que portaba una camara de video de 8
milimetros {fija en una misma posiciéon) lo tnico que varid fue la distancia focal
entre los 47 v 86 cm, dependiendo del tamarfio de la estructura. A ambos lados
del soporte se ubicd un par de lamparas para iluminacion, a no mas de 20 cm
del plano focal. El plano focal o base porta muestra fue un transiluminador de
diapositivas, que permitié iluminar las estructuras desde abajo para obtener
iméagenes claras libres de sombras, contrastes o artefactos de distorsién. Sobre
el transiluminador se colocd una caja de Petri que portaba la estructura a
filmar, rodeada de agua para evitar la deshidratacion, cambio de forma y/o
ruptura de la estructura, por la temperatura emitida por las lamparas. Junto a

la muestra se colocd una reglilla graduada de papel milimétrico, con el propésito



de estandarizar las imagenes filmadas independientemente del aumento
utilizado. Cada filmacion durdé 13 segundos y se obtuvieron en total 139
imagenes: 53 del exoesqueleto del cefalotdérax en posicion lateral, 53 del segundo
pereiépodo izquierdo en posicién lateral y 53 del segundo pereidpodo izquierdo
en posicion dorsal.

Posteriormente, se capturaron, digitalizaron y midieron las imagenes
filmadas, mediante la utilizacion de una computadora con el programa
MorphoSys versiéon 1.26 (Meacham y Duncan, 1989}, un monitor de television y
una videograbadora con reproductor de imagenes. El resultado final es una base
de datos en una matriz (33 x 39) dec todos los caracteres morfométricos

registrados, en milimetros.
3.2  Error de medicion

Al calcular el error de medicion asociado a cada caracter morfométrico se
obtuvieron valores que fluctuaron entre 1.12 x 103 y 0.40% {Tabla XVII). Con los

valores anteriores se puede considerar que el método de filmacion de imagenes y

el programa utilizado son de alta precision y confiabilidad.
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Tabla XVII Porcentaje de error de medicion {EM) asociado a cada caracter morfométrico.
Se serialan caracteres y proporciones cen su respectiva abreviacién y nimero de variable.

ariahl Abreviacion Caracter % Error
Medicion
v5 it ' Logitud total del ejemplar
vG Labd Longitud del abdomen ‘
v7 Espada Largo del margen preorbital dentado superior 3.6x10-3
v Cuerpoe Cefalotorax sin espada 0.067
va Cetaloto Largo total del cefalotorax 0.015
V10 Esp - Hepa Largn de la espina hepatica 0.19
vll Esp - Ante Largo de la espina antenal 0.33
viz Rostro Largo margen postorbital dentado superior 7.3 x10-3
v13 Fosc - 1- KA Distancia, desde la dase da la espina antenal al borde suborbital 0.29
vid Posc - 2 -EA Distancia, desde la dase da |2 espina antenal al centro de la érbita 0.33
v1d Posc - 1- EH Distancia, desde la dase da la cspina hepatica al borde suborbital 0.078
v16 Posec -2 - EH Distancia, desde la dase da la espina hepatica al centre de la 6rbita 0.091
v17 Dis - EA - EH Distancia entre la basc de la espina hepatica y antenal 0.39
v18 L - dfijoe Laigo, externo, del dedo fijo 0.039
vig A - palma Ancho de la palma 0.073
v A - acarp Ancho anterior del czgpo 0.118
v21 Aa - pcarp Ancho posterior del caipo 0.08
v22 L - carp Largo del carpo 1012 % 10-3
V23 A - a-mero Ancho anterior del mero 0.1
v2d A - p - mecro Ancho posterior del mero 0.12
vas A - aisqu Ancho antericr del isquion 01
V26 i. - mero Largo del mero 4.2 x10-3
va7 A - pisgu Anche posterior del isquidn 0.073
V28 L - pisqu Largo del isquidn .37
v29 L - isqui Largo del dedo movil 1.73 % 10-3
v30 L - dfijoi Largo, interno, del dedo fijo 0.01
v3l L - totpat  Largo total del 2° pereidpodo 6.3 x 10-3
v32 L - palma Largo de la palma 36 x10-3
v33 i. - patasi Largo del 2° pereidpodo sin dedo $.01 x 10-3
V34 Al - palma Alto de la palina 0.35
v35 Al - acarpo Alto anterior del carpo 0.3
w36 Al - pearpo Alto posterior del carpo 0.19
V37 Al - & - mero Alto anterior del mero 019
v38 Al - p mero Alto posterior del mero G.14
v39 Al - a - isqui Alto anterior del isquion 0.18
w10 Al - p - isqui Alto posterior del isquién 0.1
vil L - quela Largo de Ia quela 0.012
w42 Relacién rostro / cefalotorax
w43 Relacion espada / cefalotoraxrostro / cefalotorax
w1 Relacion cefaletorax / longitud total del perciopodo
w45 Relacion longitud del carpo / longitud total perciopedo
PEls Relacién longitud del mero / Longitud total del pereiopodo
w17 Relacion longitud total del isquio / longitud total del pereiopo
V48 Relacién ongitud de ia quela / longitud total del pereiopodao
49 Relacion ancho de la quela / longitnd de la quela
vad Relacion alto de la quela / anchoe de la quela
w1l Relacién longitud del dedo mévil / longitud de la guela
v52 Longitud interna del dedo fijo / longitud de la quzla
23 Lomgitud externa del dedo ijo / longitud de la guzla




3.3 Analisis estadistico

a. Estadisticos descriptivos

Los ejemplares de M. tuxtlaense, Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium
sp. 2, utilizados en este estudio fueron adultos que no presentaron mayor
variacion en su longitud total, evitando con ello el posible efecto de ia talla o
alometria. Aln asi se hicieron doce (12) proporciones a partir de las medidas de
los artejos, que se esperaria solucionara dicho efecto si lo hubiese.

El numero muestral, la media, varianza el rango y el coeficiente de
variacion para la longitud total de los ejemplares, por sexo, para las tres
poblaciones se muestran en la tabla XVIII. El promedio para la longitud total
fluctua en torno a los 33 mm. para los ejemplares de M. tuxtlaense vy
Macrobrachium sp. 1; la varianza en torno a estos promedios es similar en todos
los casos. Los ejemplares de la poblacion de Macrobrachium sp. 2 son de menor
talla ¥ la varianza en torno a ésta es considerablemente menor que la que
presentan las otras poblaciones; esto probablemente se observa de esta manera
porque el numero muestral para esta poblacion es muy pequefio. Los valores de
los estadisticos descriptivos, media, desviacion standard y coeficiente de
variacion para cada caracter, por sexo, en cada localidad, se presentan en las
tablas XIX, XX, y XXI réspectivamente. Kl coeficiente de variacion es una medida
de variacion relativa y expresa la desviacion standard como un porcentaje de la
media, en ambos sexos para todas las poblaciones; este porcentaje resultd ser
alto en las mediciones relacionadas con el isquio, excepto para las hembras de
Macrobrachium sp. 2, en donde el mas alto coeficiente de variacién lo presenté la

longitud de la espina hepatica.

116



LTI

Tabla XVIII.  Estadisticos descriptives para la longitud total en (mm), de machos y hembras
de las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado, utilizadas en este estudio.

[ n media varianza rango Coef. Variacién
M. Tuxtliaense Machos 16 34.90 12.14 28.00 - 41.00 9,982
(Catemaico) Hembras 10 33.75 12,95 30.00 - 41.00 10.666
Macrobrachium sp.1 Machos 9 32.50 12.65 28.50 - 40.00 10.926
(Santiaguillo) Hembras 8 33.31 16.70 26.50 - 39.00 12.271
Macrobrachium sp.2 Machos 5 29.80 1.70 29.00 - 32.00 9.405
(San Antonio) Hembras 3 31.00 8.50 27.00 - 34.00 4.375




Tabla XIX

Estadisticos descriptivos para 37 caracteres, medidos {mm) para

machos y hembras de la poblacién de Macrobrackium tuxtlaense de Catemaco

Machos Hembias
Mean Std.Dev. Cv Mean Std.Dev. Cv
Longitd total 34.906 3484 9 982 33.750 3.600 10.666
Longitud abdomen 19.113 2.948 15 424 19.536 2213 11.328
Espada 8.671 0965 11 130 7.648 (.930 12.163
Cuerpo 7.161 0921 12.857 6.601 0.868 13.147
Cefaloto 15.793 1 744 11 046 14.214 1 583 11.140
Esp - Hepa 0.721 0105 14.626 0.723 0.058 7.973
Esp - Ante 0.647 0.200 30.954 0.636 Qo070 10.996
Restro 6.587 0.753 11.425 5.831 G611 10.477
Posc - 1- EA 0.795 0.147 18.468 0.712 0 070 9.815
Posc - 2 -EA 1.325 0.174 13.146 1.181 0131 11.112
Pose - 1- EH 2623 0.350 13 324 2.259 0215 9.520
Posc -2 - EH 2 704 0.327 12.081 2.303 0.286 12,438
Bis - EA - EH 1 839 0.303 16.471 1.552 0.194 12.522
L - dftjoe 3.124 0.708 22.655 2.869 0.441 15.359
A - palma 1.377 0.406 29.490 1.155 0.225 19.507
A - acarp 1.220 0.306 25.057 1 057 0.239 22 621
Aa - pearp 0737 G.182 24,720 0635 C.085 13 407
L - carp 4.038 G 640 15.850 3914 0701 17 901
A - a - mero 0.924 0 249 26918 0682 0173 25.418
A - p - mero 0.739 J 196 26 555 Q620 0.133 21.528
A - aisqu 0.711 0216 30 383 0.623 0.137 22.013
L - mero 4327 0843 19 487 3812 0.795 20.847
A - pisqu 3612 0.233 38081 0.508 0.121 23.876
L - pisqu 3455 0619 17 923 3.281 0.423 12.905
L - isqui 3684 0.840% 22,8067 3.036 0517 17.045
L - dfijoi 3300 0.693 21.006 2.898 0.436 15.037
L - totpat 16.733 3.835 19434 17.728 2954 16.665
L - palma 4.814 1.417 29.438 3.994 0984 24.646
L - patasi 16.592 3.215 19.376 14 956 2639 17.643
Al - palma 1.193 0351 29.376 1.018 0191 18.761
Al - acarpo 1.239 0.326 26.308 1.072 0.202 18.812
Al - pcarpo 0.725 0.206 28.372 0.714 0.154 21.628
Al - a - mera 0947 0 258 27275 0.824 0.172 20819
Al - p mero .850 0.208 24,475 0.706 0.233 33.054
Al - a - 1squi 0814 Q172 21.145 0.6%0 0.176 25 549
Al - p-isgu 0736 0.216 29 323 0657 0.122 18.512
L - quela 8 380 2,255 26 909 6616 1.335 20.179
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Tabla XX

Estadisticos descriptivos para 37 caracteres, medidos (mmj

para machos y hembras de la poblacién de Macrobrachium sp. 1 de Santiaguillo

Machos Hembras
Mean Std. Dev. Cv Mean Std.Dev. Cv

Longitd total 32.556 3.557 10.926 33.313 4.088 12271
Longitud abdomen 19.846 2.298 11.579 19.582 2.762 14 104
Espada 6 687 1.028 15.376 6.870 0.639 9.302

Cuerpo 6.013 0.872 14 504 6 883 0.943 13 706
Cefaloto 12.693 1.831 14.422 13.730 1.434 10 446
Esp - Hepa 0.603 0084 13 929 0606 0.080 13 258
Esp - Ante 0.629 0134 21.348 0704 0.129 18 259
Rostro 3.169 0673 13.020 5338 0.503 9.431

Posc - 1- EA 0.710 0123 17.368 0.844 0.180 21 357
Posc - 2 -EA 1.210 0.239 19.781 1.343 0.239 17 788
Posc - 1- EH 2.149 0.385 17.931 2221 0 246 11 065
Posc -2 - EH 2.243 0.446 19.884 2.428 0322 13.251
Dis - EA - EH 1.443 0.277 19.172 1.389 0194 13945
L - dfijoe 2.497 0.249 5.987 2.645 0 33¢ 12 830
A - palma 1.073 0.149 13.881 1.174 0.200 17.070
A - acarp 0961 0.125 13.016 1.080 0161 14,902
Aa - pcarp 0 497 c.107 21.611 0.566 0.089 15.800
L - carp 3.474 0.146 4.214 3.749 0.421 11.243
A-a-mermn 0693 0.151 21.821 0.755 0.135 17.908
A - p - mero 0.555 0.130 23.481 0.640 0.141 22.080
A - aisqu 0.521 0.138 26.515 0.558 0.119 21.320
L - mero 3.634 0.318 8.744 3.842 0.542 14.107
A - pisqu 0.530 0.153 28.826 0.584 0.125 21.382
L - pisqu 2.729 0609 22.308 3.106 0.613 19.741
L - isqui 2.709 0.308 11.354 2.908 ¢.259 10.267
L - dfijjoi 2.570 0.252 S.808 2.713 0.290 10.694
L - totpat 15 805 1.133 7.170 15 879 2.107 12.484
L - palma 3546 0.478 13.467 3691 0.594 16.090
L - patasi 13.330 0.936 7.018 14.263 1817 12.739
Al - palma 0914 0.168 18.338 1.016 0218 21.3009
Al - acarpo 0924 0.170 18.436 1.016 0.192 18.890
Al - pcarpo 0.543 0.133 24.464 0 608 Q.109 17 876
Al - a - mero 0.690 0.124 17.959 0 785 0.169 21 542
Al - p mero 0.657 0.178 27.146 0 737 0.128 17 341
Al - a - isqui 0675 D196 29.020 0.749 0.100 13 309
Al - p-isqui 0.539 .137 25.427 Q702 0116 16 569
L - quela 6.231 (3930 14.9206 6.444 0.887 13770
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Tabla XXI

Estadisticos descriptivos para 37 caracteres, medides (mm)

para machos y hembras de la poblacion de Macrobrachium sp. 2 de San Antenio.

Machos Hembras
Media  Dev. Std Cv Media Dev. Std Cv
Longitd total 31.000 2.915 9 405 29 800 1.304 4.375
Longitud abdomen  18.242 2.011 11.025 17 593 0.853 4 849
Espada 6.373 0.605 9.490 6.542 0.576 8803
Cuerpo 6.450 0.763 11.827 5.711 0.25% 4.494
Cefaloto 12 758 1.320 10.349 12 207 0641 5255
Esp - Hepa 0667 0.103 15.481 0.688 256 37.187
Esp - Ante 0621 0.064 10.24}% 0 529 3093 17.559
Rostro 4778 0.455 9. 522 4.713 Q0 382 8111
Posc - 1- EA 0701 0.083 11903 0626 0135 21.496
Posc - 2 -EA 1.090 0228 20915 1.011 0.110 10.843
Posc - 1- EH 2.291 0.050 2.173 2.098 0.23¢ 11.368
Posc -2 - EH 2.289 0.159 6.934 2,121 0.245 11.872
Dis - EA-EH 1.597 0.054 3397 1.473 0.231 15671
L - dfijoe 2.925 0.609 20.839 2.412 0.244 10.105
A - palma 1.609 0.385 23.940 1.167 0.090 7.750
A - acarp 1.201 0.301 25.054 0.892 0.103 11.525
Aa - pearp 3676 0.150 22186 ;.508 0.058 11.338
L - carp 3.506 0.497 14.178 3.315 0.170 5.117
A - a-mero 0942 0.228 24,233 0.682 0.118 17 308
A - p - mero 0658 0.179 27.182 0.565 0.071 12.620
A - aisqu 0.629 .163 25927 0.529 0.064 12.012
L - mero 4215 06467 15.824 35146 0.297 8 439
A - pisqu 0.463 083 17 959 0.460 0.123 26.666
L - pisqu 3.272 0.510 15 588 3.090 0.586 18973
L - i1squi 3.339 0.740 22152 2693 0.251 9.331
L - dfijoi 2.892 0.675 23336 2.356 (.264 11.027
L - totpat 18 684 3.230 17.286 15.645 1.352 9922
L - palma 5.008 1.044 20.844 3 588 0462 12.883
L - patasi 15.930 2.607 16.368 13.402 1.337 9973
Al - palma 1.354 0.302 22,315 1.014 0.101 9.987
Al - acarpo 1.139 0.247 21.717 0.937 0.086 9,167
Al - pcarpo 0.653 0.141 21.568 0.509 3.060 11.763
Al- a - mero 0.842 0.184 21.842 0.656 0.103 15.691
Al - p mero 0.861 0.238 27.672 0.654 0.083 12619
Al - a - isqui D.848 282 33.273 0.669 0.119 17.810
Al - p - isqui 0.719 0 253 35.126 0.598 0.0683 15.557
L - quela 7.564 1337 17 682 6.093 0.668 10.957
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b. Coeficiente de variacion

Al analizar el coeficiente de variacién (CV) para las tres poblaciones de
desarrollo abreviado, se tiene que los 37 caracteres estudiados {que son las
medidas de los artejos), varian entre 9.98 y 38% para los ejemplares machos de
M. tuxtlaense, con un promedio de 21.98%. Valores entre 4.21 y 29% para los
machos de Macrobrachium sp. 1 y con promedio de 16.98% y entre 2.17 y 35%
para los machos de Macrobrachium sp. 2 con un promedio de 18.02%. Los
valores mas altos se relacionan al alto y ancho del isquio.

En el caso de las hembras el CV fluctué entre 7.9 y 25.5% para M.
tuxtiaense, solo el alto anterior del isquio es el caracter que presenta una mayor
variacion (33%), y el total de los caracteres en promedio presentan un CV de
15.39%. El CV para las hembras de Macrobrachium sp. 1, fluctué entre 9.3 y
22.0%, valor que correspondi6é al ancho posterior del mero el promedio fue de
16.95%. En el caso de Macrobrachium sp. 2, el CV de las hembras fluctué entre
4.3 y 37%, valor que correspondié a la longitud de la espina hepatica, el
coeficiente de variacion promedio para esta poblacion fue de 12.44%.

Es interesante mencionar que los coeficientes de variacion de los
caracteres, en las hembras de las tres poblaciones, son mas uniformes que los
de los machos. Asi, tanto en ejemplares machos como hembras los CV mas altos
estan relacionados con las mediciones del isquio (Tablas XIX, XX y XXI} y (Figs.
24, 25, 26)).

El coeficiente de variacion de las doce proporciones establecidas a partir
de algunas mediciones, en las tres poblaciones, es considerablemente menor y

tiende a ser mas uniforme (Figs. 24, 25 y 26 desde la variable 42 a la 53).
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C. Analisis de varianza

El analisis de varianza se hizo por sitio, comparando las tres poblaciones
de Macrobrachium de desarrollo abreviado en estudio y por sexo dentro de cada
poblacion y entre ellas, obteniendo los resultados que se resumen en la Tabla
XXII, v se describen como sigue:

Macrobrachium tuxtlaense, se puede diferenciar significativamente de
Macrobrachium sp. 1 en 20 de los 37 caracteres medidos y en 4 de las 12
proporciones establecidas. Esos 20 caracteres significativamente distintos
incluyen la: longitud del abdomen, longitud del cefalotorax, longitud de la espina
hepatica, longitud del rostro, distancia desde la base de la espina antenal al
margen supraorbital, distancia entre la espina hepatica y la espina antenal,
longitud, externa, del dedo fijo, ancho posterior del carpo, longitud del carpo,
ancho anterior del isquio, longitud del isquio, longitud del dedo mévil, longitud,
interna, del dedo fijo, longitud total del pereiépodo, longitud del pereiopodo sin
dedos, longitud de la palma, alto anterior del carpo, alto posterior del carpo, alto
anterior del mero y longitud de la quela. Asimismo, M. fuxtlaense puede
diferenciarse significativamente de Macrobrachium sp. 2 por 12 mediciones v 4
proporciones, estos atributos incluyen la longitud total de los ejemplares y las
longitudes del cefalotérax y las espinas antenal y hepatica, del segundo
pereiopodo solo se incluyen mediciones relacionadas con el carpo y la quela.

Las diferencias entre las poblaciones de isacrobrachium sp. 1 vy
Macrobrachium sp. 2 son minimas, ya que solo se pueden distinguir por 6 de los
37 caracteres establecidos v por cuatro proporciones; entre los caracteres se
incluyen la longitud del abdomen, del rostro, la distancia desde la base de la
espina hepatica al centro de la orbita, el ancho y alto de la palma y el alto
anterior del carpo (Tabla XXII y las graficas del analisis de varianza se presentan
en el anexo 3)

Las diferencias entre machos v hembras de M. tuxtiaense estan dadas por:
la longitud del cefalotérax, la longitud desde la inflexién del rostro, longitud del

rostro, distancia desde la base de la espina hepatica y antenal al centro de la

125



orbita, la distancia desde la base de la espina antenal al margen suborbital v la
distancia entre la base de ambas espinas, ¢l ancho anterior del mero, la
longitud del dedo mévil, la longitud de la quela y la relacion de la longitud de la
gquela con respecto de la longitud total del segundo pereidpodo. (Tabla XXII.
Graficas del analisis de varianza en el anexo 3).

Los machos y las hembras de la poblacion de Macrobrachium sp. 1, se
diferencian por el alto posterior del isquio y las proporciones de la longitud del
rostro con relacién a la longitud del cefalotérax y la longitud desde la inflexién
del rostro con relacion al cefalotérax.

Finalmente, los machos y las hembras de la poblacion de Macrobrachium
sp. 2, se diferencian significativamente por el ancho y alto de la palma, ancho
posterior del carpo, la longitud total del segundo pereiépodc v por las
proporciones longitud del rostro y longitud desde la inflexién del rostro con
respecto al cefalotérax (Tabla XXII, graficas del analisis de varianza, en el anexo
3).

Si el analisis se hace entre machos, por sitio, se tiene que los machos de
M. tuxtloense y Macrobrachium sp. 1, son distintos practicamente en todos los
caracteres, 30 de los 36 medidos. Se asemejan solo en la longitud total de los
ejemplares, en la longitud del abdomen, en la longitud de la espina antenal y en
la distancia desde la-base de la espina hepatica al margen suborbital y al centro
de la oOrbita como en el ancho posterior del isquio y el alto posterior del mismo
artejo. Machos de M. tuxtluense y Macrobrachium sp. 2, son significativamente
distintos solo en seis caracteres: la longitud total, longitud desde la inflexiéon del
rosiro, longitud del cefalotorax, longitud del rostro y la distancia desde las bases
de la espina hepatica y antenal al centro de la 6rbita. En cuanto a las
proporciones, estas poblaciones de machos se diferencian en la longitud del
rostro y desde la inflexion del rostro con relacién al cefalotorax, la longitud del
carpo con relacién a la longitud total del segundo pereidpodo, el ancho de la
quela con relacion a su longitud y la longitud interna del dedo fijo con relacién a
la longitud de la quela {Tabla XXII y graficas del anélisis de varianza en el anexo
3}.
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Por ultimo, los ejemplares machos de Macrobrachium sp. 1 y
Macrobrachium sp. 2, se diferencian significativamente en caracteres asociados
al segundo pereidépodo como: el largo, ancho y alto de la palma, ancho posterior
del carpo, ancho anterior del mero, largo del mero, longitud del dedo movil, la
longitud total del segundo pereiépodo y la longitud de la quela (Tabla XXII y
graficas del analisis de varianza en el anexo 3).

La comparacién de varianza entre hembras de las tres poblaciones indica
que la poblacién de hembras de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 1 se
diferencian significativamente solo en dos de los 36 caracteres estudiados y son
la longitud de la espina hepética y la distancia de la espina hepética al margen
suborbital, en cuanto a las proporciones se diferencian en: la longitud del rostro
y desde la inflexion del rostro con relacion al cefalotorax. (Tabla XXII y graficas
del analisis de varianza en el anexo 3).

Las hembras de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2 se diferencian
significativamehte por la longitud total de los ejemplares, el largo desde la
inflexion del rostro, la longitud del cefalotorax, la longitud del rostro como la de
la espina antenal, en el ancho posterior del carpo, la longitud interna del dedo
fijo y en el alto posterior del carpo.

Finalmente, las hembras de Macrobrachium sp. 1 y las de Macrobrachium
sp. 2 se pueden diferenciar significativamente solo por siete caracteres de los
estudiados: longitud del cefalotérax, longitud del rostro, longitud del cuerpo,
longitud de la espina antenal, la distancia desde la base de la espina hepatica al
margen suborbital vy al centro de la orbita y el ancho anterior del carpo {Tabla

XXII y graficas del analisis de varianza en el anexo 3).
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Tabla XXi1. Resumen del analisis de varienza en ias tres poblaciones del género Mucrobruchium, con desarrollo

abreviado en estudio Comparacion entre poblaciones, sexo inlrapobliacional, sexe interpoblacional

=005, *=p<005,* =p< 01, ** p<000I| (Las grificas del anslisis da varianza se muesiran en el anexo 3).

Entre poblaciones

Sexos por poblaciones

Hembras entre poblaciones

Machos entre poblaciones

M-H M-H M-H Hembras Hembras Hembras| Machos Maches Machos

Caracteres| Cat-Stgo  Cat-San  Stgo-San| Cat Stgo San Cat- Stgao  Cat-San  Stgo-San |Cat-Satg. Cat-San  Stgo-San
F F F F F F F F F F F F

VARS 11,524 547 S11%
VARG 441
VART Q06 26 194 7 09* 5.81* 23 25 24 TaM
VARS 7.24* 4 BT 7152 Q29
VARG 13 09*** 19 3Q**+ 5 40* 7.20* 4,86+ 17 87+ 12 bb**
VARILO 19 474+ 12 O3 B 2g**
VaR11 290 0.94*
VARIZ 22 1Rt 35157 574 7.11% 13.73* 560 21 95t 25 380
VAR13 4 &67* 4 37+ 536~
VARI14 11.65% & 43* 500 6 15 £33 [SReley
VARLS 8 10** & 00+ B.73s G 5I**
VARILG 7.80%* Q.12 g1 7 3z
VARL7 13,11+ 7.08* 10 43%*
VARS8 B.04 6 50*
VARLY 5 o8+ 6224 4 651% 14 35
VARZ0 5.36 3 83*
VARZ1 14 G7*=* S.A42* & 80 12 Q4 & 7o
VAR2Z 3.09" 6.95* 667
VARZS 7 1o* 6 32 G 09
VARZ24 6 29*
VARZS 6 29* 5607
VARZO = 53* 502
VARZ7
VAR2E 781 8.01*
VAR29 981 4 77 11.0G+* 518+
YARZD 9.81* 4.88*% 5.48* G idrr
VAR31 8.00** 2 59 % 6 15*
VAR3Z2 6.96* 5.04* &.66* 13.34++
VAR33 7.56% B.6G* 7.62%
VAR34 6 02 367 4,945 12 65
VAR3S £ B2 7.20%
VAR36 8.35" 4.84* 7.956* 5.656*
VAR37 6.62* 774
VAR3S 542
VAR39
VARA0 6917 6.08*
YAR41 6.37* 4,982 7.35% 4,807
VAR4Z 5595 20.07*** 745 528 1 65+ 15.08%% 14 30+
VARAS 14 ] Trer 8 30* 4 79 546k 7 0B 5.15* 6.66* 23,74 73t
VAR44 830 7.58*
VARAS 11.30% 10 435+ 4.43* 6.09* 13.32=
VARZO
VARST
VAR48 15 77t
VAR49 12 47+ T.70 11 07+ 37
VARSO
VARS1
VARS2 224 10 87 +71* 584
VARSSE




d. Anélisis de variacién entre especies

Para el analisis de componentes principales de las tres poblaciones de
desarrollo abreviado, de las distintas localidades en estudio, la matriz de datos
estuvo conformada por un numero total de 53 ejemplares, por 37 caracteres, y
se encontré que los tres primeros componentes principales explican el 77.05%
de la varianza (Tabla XXIII).

Tabla XXIII. Muestra el resultado del analisis de componentes principales, para los 37

caracteres medidos en las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrolio abreviado.

No. De % de %
Componentes variacion acumulado
de variacion

1 62.72231 62.72231
2 8.76502 71.48734
3 5.563438 77.05082

Asociados al primer componente se encuentran dieciocho caracteres,
todos relacionados con €l ancho, alto y largo de los artejos del segundo
pereidpodo: longitud rirnﬂtema v externa del dedo fijo, longitud del mero, longitud
total del segundo pereidpodo, longitud del pereiépodo sin dedos, longitud de la
palma y longitud de la quela, ancho de la palma, ancho anterior y posterior del
carpo, ancho posterior del mero, alto anterior y posterior del mero y alto anterior
del isquio (Tabla XXIV).

El segundo componente principal asocia a siete caracteres relacionados al
cefalotorax y el tercero de ellos asocia sbélo a dos caracteres, que son la longitud
de la espina antenal y la posicién de la espina hepatica respecto al margen
suborbital (Tabla XXIV). En la representacion grafica del andlisis de
componentes principales {1 vs 2] (Fig. 27) no se aprecia una evidente separacion

de la nube de datos que representan a cada una de las poblaciones.
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Tabla XX1V. Muestra la relacién de variables asociadas a los tres
primeros componentes principales del analisis, para datos de
Macrobrachium spp, cen desarrollo abreviado.

Caracter Componente Componente Componente
1 2 3
L_TOTAL 0.510820 0.511846 0.512855
L_ABDOM 0.436970 0.084900 0.586358
ESPADA 0.363090 0.826606 0.1550213
CUERPO 0.421000 Q.718200 0.312225
CEFALOTO 0.418330 0.840454 0.243773
ESP_HEPA 0.118540 0411738 G 102321
ESP_ANTE 0134600 0,157735 0.316729
ROSTRO 0.332770 0.820329 0161475
POSC-1-EA 0 083720 0.426192 0.782864
POSC-2-EA 0 016410 0.604940 0.347722
POSC-1-EH 0349650 0.874714 0.186319
POSC -2 - EH 0.272770 0.835751 0360670
DS - EA - EO 0.372320 0.838431 -1.156858
i._DFIJOE 0.810330 0.4084 15 0.123963
A - PALMA 0.888080 0. 102779 0.173543
A_ACARP 0.861210 0.225179 0.308614
A _PCARP 0.702890 0.494562 0.187219
I._CARP 0.686620 0.259941 0.247196
A_A_ MERO 0.771270 0274537 0.318885
A P MERO 0.716710 0271494 0.533122
A AISQUI 0 587070 {.288229 0.552732
L._MERO 0.840580 0127340 0.157094
A PISQU 0 394560 0.009406 0.555265
L_ISQUI 0.612810 0.449397 0.286732
L_DEMOVI 0.862690 0.375227 0.171230
L_DFIJOL 0.839760 0.408264 D. 164500
L_TOTPAT G.889840 0.337047 0.223070
L PALMA 0.912210 0.286383 0.188445
L_PATASI 0.889640 0.316355 0.227679
AL_PALMA 0.876370 0.181201 0149558
AL _ACARPO 0.843370 0.330825 0.160401
AL_PCARPO 0.689720 0.255068 0.202033
AL_A MERO 0.780360 295968 0.335135
AP MERO 0.736520 . 405586 0.1083235
AL_A_ISQUI 0.710060 0 264534 0.142824
AL P I8QUI 0.635620 0 367787 0.016514
L_QUELA 0.864510 H 3882066 0.1853076
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Los resultados del analisis de funcién discriminante, para las tres
poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado integran veintiin
variables de las treinta y siete consideradas en el estudio (Tabla XXV), las que se¢
incluyen en dos factores. De estas veintian variables sélo doce coinciden con las
incluidas en el anélisis de componentes principales. La clasificaciéon de la matriz
indica que los ejemplares de las poblaciones de M. tuxtiaense y Macrobrachium
sp. 2, estan clasificadas correctamente con un 100% de aciertos; mientras que
Macrobrachium sp. 1 tiene un 94% de aciertos en la clasificacion de los
ejemplares (Tablas XXV y XXVI}, lo que se ve representado en la figura 28, donde
la nube de ejemplares de cada una dec las tres poblaciones esta claramente
diferenciada sugiriendo que las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo
abreviado en estudio, estan diferenciadas morfométricamente por localidad o
sitio. Si se hace el mismo analisis discriminante por sexo, para las tres
poblaciones de desarrollo abreviado, se tiene que machos y hembras de cada
poblacién estan clasificados en un grupo independiente con un 100% de aciertos
(Tabla XXVII), representadas en la figura 29, lo que indica que las poblaciones

estan diferenciadas por sexo entre y dentro de ellas.
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Tabla XXV. Resumen del analisis de funcién discriminante. 21 variables incluid

en €l modelo.Wilks' Lambda: 0.03617 aprox. F(42.6) = 6.0833 p < 0.00000

Wilks' Partial F-remove 1-Toler
Lambda Lambda {2,30) p-level Toler (R-Sqr.)
ROSTRO 0.039 0.939 0.968 0.391 0.047 0.953
AL_PALMA 0.044 0.820 3288 0.051 0.076 0.924
A PCARPO 0.039 0.921 1.288 0.291 0.251 0.749
P1_ESPHE 0.039 0.918 1.338 0.278 0.179 0.821
ESP_HEPA 0.041 0.875 2.140 0.135 0.550 0.450
ESPADA 0.054 0.671 7.358 0.003 0.000 1.000
A P MERO 0.045 0.797 3.812 0.033 0.144 0.856
L_ABDOM 0.036 0.998 0.036 0.965 0.367 0.633
A AISQUI 6.045 4.807 3.597 0.040 G.167 0.833
A PISQUI 0.045 0.800 3.747 0.035 0.273 0.727
L_CARPO 0.052 0.691 6.723 0.004 0.222 0.778
P2 _ESHEP 0.043 0.844 2.771 0.079 0.377 0.623
A A MERO 0.040 0.901 1.639 0.211 0.120 0.880
CEFALOTO 0.053 0.687 6.837 0.004 0.000 1.000
CUERPO 0.052 0.691 6.694 0.004 0.000 1.000
L_QUELA 0.045 0.799 3.764 0.035 0.049 0.951
A_PCARPO G.041 0.876 2.129 0.137 0.238 0.762
ESP_ANTE 0.039 0.933 1.070 0.356 0.197 0.803
A ACARPO 0.041 0.882 2.002 0.153 0.073 0.927
L_ISQUIO 0.041 0.886 1.932 0.162 0.291 0.709
A P ISQU 0.039 0.928 1.156 0.328 0.202 0.798
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Tabla XXVII. Clasificarién dc la matriz por sexo, para poblaciones de Macrobrachium spp. De desartollo abreviad
Ciasificacién de la matriz, en las filas se indica la clasificacion observada y en las columnas la clasificacion observ

Tabla XXV1I Analisis discriminante por sitic para poblaciones de
Macrobrachium spp  Clasificacién de la matxiz, en las filas se indica la

clasificacion observada v en las columnas la clasificacién esperada.

Grupo Percent G_1:1 G_2:2 G_3:3
Correct p = 0.49057 p=0232075 p=0,188068

G- 10 100.0000 26 0 0

G- 22 24 1176 1 16 4]

- 3:3 100.0000 0 0 Lo

Totat 98 1132 a7 16 10

Percent G_1:1 G _2:2 G 3:3 G_1:4 G_56:5 (_6:6
Correct p=-3018% p=.18868 p=-16981 p=.15094 p=094134 p=.094134
G- Ll 1000 16 aQ 0 ] 0 0
G- 2:2 100.0 0 10 0 0 a 4]
G-3:3 100.0 ] 0 9 0 0 0
G- 100.G (W] 0 0 8 0 o
G- 515 100.0 0 0 0 0 3 0
G- 6:6 100.0 8] 0 0 0 0 3
Total 100.0 16 10 9 3 o 2
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Con el agrupamiento de las poblaciones, estilo UPGMA, mediante
caracteres morfométricos se pretendia determinar que tan dispersos estan los
organismos de cada poblacidon, ver si la variabilidad morfométrica entre
poblaciones permite que los organismos se agrupen como poblaciones
independientes. El fenograma de la figura 30 indica que hay una tendencia a
ernicontrar agrupados a los organismos que definen a cada poblacion, la parte
superior del fenograma hay tres grupos que incluyen a las poblaciones de
desarrollo abreviado aunque lns organismos estan mezclados principalmente los
de la poblacion de Macrobrachium sp.2. En la parte inferior del fenograma hay
' una tendencia a encontrar cuatro grupos de M. acanthurus de desarrollo
completo; el primero mezcla a ejemplares de las cuatro poblaciones pero
principalmente incluye a organismo de la poblacion de Tabasco, el segundo
grupo incluye a ejemplares de la poblacion Alvarado y los ultimos dos grupos,
mejor definidos que los antericres agrupan a las poblaciones de Montepio y

Sontecomapan respectivamente.

A partir del analisis de comparacion de medias se caracterizaron los
caracteres morfométricos (37 atributos) conformando una matriz de presencia /
ausencia de (7 x 122). A partir de ésta matriz y mediante el método de
parsimonia, con un boostrap de 100 réplicas, se construy6 el fenograma de la
figura 31 en el que se observa una politomia conformada por cuatro ramas
principales. La primera rama soporta a la poblacién de M. tuxtlaense, la segunda
a Macrobrachium sp. 1 y la tercera a Macrobrachium sp.2. La cuarta rama esta
resuelta con una consistencia del 100% teniendo en cada uno de sus extremos a
un par de poblaciones de M. acanthurus. La rama superior tiene una rama
pequena también resuelta a un 100% y soporta a las poblaciones de M.
acanthurus de Sontecomapan y Montepio v la pequefia rama inferior también
resuelta a un 100% soporta a las poblaciones de M. acanthurus de Alvarado v
Tabasco. Las cuatro poblaciones estan dibujadas exactamente iguales, sin

cambios que se indiquen en la extensién de las ramas.
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Fig. 30. Agrupamiento de las
Poblaciones de langostinos
estudiadas, estilo UPGMA,
a partir de 37 caracteres
morfométricos. Los numeros
indican la poblacion a la que
corresponde cada ejemplar
M. wxtlaense (1);
Macrobrachium sp. 1 (2);
Macrobrachaum sp. 2 (3);

M. acanthurus de Montepio (4);

H

Sontecomapan (5);

Alvarado (6) y Tabasco (7)
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M tuxtiaense

M.sp. 1
M. sp. 2
M. acanthuius S
100
M. zeanihurus M
Jix
M. acanthurus A
120

M acanthurus T

Fig. 31. Fenograma construido a partir de la caracterizacién de los 37 caracteres morfométricos

medidos. Mediante el Método de parsimonia {boostrap = 100 réplicas).
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3.4. Analisis Morfolégico

Mediante la superposicion de pares de imagenes en el plano cartesiano, el
programa TPS gener6 la imagen consenso o promedio que caracteriza la forma
del caparazon y de la quela sin dedo moévil, de cada una de las tres poblaciones
de Macrobrachium de desarrollo abreviado en estudio (Figs. 32 ay by 33 ayb).
La forma promedio de estas estructuras, al ser una imagen no deformada,
conserva su ortogonalidad en todos sus angulos; por ello la comparacion
angular de: (1} la inclinacion del rostro con respecto a la horizontal; (2) de la
orbita con respecto al margen posterior del rostro y (3) el angulo que forman el
dedo fijo y la base del dedo movil de la quela del segundo pereiépodo, permiten
encontrar diferencias entre las poblaciones.

Como resultado, se tiene que los ejemplares de Macrobrachium de
desarrollo abreviado, de las tres poblaciones estudiadas, tienen el rostro
inclinado hacia abajo de la horizontal. En la poblacion de Macrobrachium sp. 1,
esta inclinacién es menor que en las otras dos poblaciones (7.6°). En las
imagenes promedio del caparazon de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2, el
angulo de inclinacién del rostro con respecto a la horizontal es de 9.2° v 9.0°,
respectivamente,

El angulo formado por la drbita v el margen suborbital en la poblacion de
Macrobrachium sp. 1, es de 70.5°; mientras que en las poblaciones de M.
tuxtluense y Macrobrachium sp. 2; los angulos fueron de 66.0° y 68.5°%,
respectivamente (Fig. 32 ay b).

Finalmente, el angulo formado por el dedo fijo con relacién a la base del
dedo mévil es de 131° en promedio, para los ejemplares de M. tuxtlaense y de
123° v 123.5°, para la figura consenso de Macrobrachium sp. 1 v Macrobrachium
sp. 2 (Fig. 33 ay b).
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Fig. 32 a. Forma consenso del caparazdn de cada una de las tres poblaciones de Macrobrachium

spp con desarrollo abreviado. (en linea recta).

140



Macrobrachium sp. 2

A0:4g
| . 0
-d6 $0.4 0 * 0

0.I4 ﬂ/ 6 _0_*3
e

Macrobrachium sp.1

M. tuxtlaense

0.4 ,&e 08

Fig. 32b. Forma consenso del caparazon de cada una de las tres poblaciones de Macrobrachium

spp con desarrolio abreviado, (en linea curva).
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spp. con desarrollo abreviado (Linea recta).
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M. tuxtluense l]

045 ____ Macrobrachium sp.2

—

Fig. 33b. Forma consenso de la quela, sin dedo movil, de las tres poblaciones de Macrobrachium

spp. con desarrollo abreviado (Linea curva).
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4. Discusiéon

La clasificacion taxonémica de las especies del género Macrobrachium
esta basada completamente en caracteristicas generales de la palma, el carpo y
el rostro (Holthuis, 1952; Villalobos, 1967). Caracteres que con €l incremento
del nimero de especies muchas veces no son lo suficientemente robustos, para
diferenciar certeramente a los taxa. Esto, en gran medida, se debe a la similitud
morfolégica y al incompleto conocimiento de la variacion de los caracteres
dentro de cada especie. Por ejemplo M. olfersii y M. hobbsi; a la variacion
ontogénica, a la variacion dependiente del sexo y del estado de desarrollo, al
ambiente y a su propia distribuciéon geografica.

En las nuevas poblaciones de Macrobrachium, con desarrollo abreviado, el
problema es mas apremiante, ya que al ser organismos pequeflos que a
primera vista pareciera que todos son iguales.

En este estudio se consideraron 37 caracteres entre los que se incluyen
los comunmente utilizados en la literatura, y otros que surgen de la
observacion de muchos ejemplares y en los que se podria pensar que presentan
diferencias como son: las longitudes de las espinas hepaticas y antenales y la
distancia entre la base-de estas estructuras y puntos de referencia claros que
no lleven a error, y registrar las mediciones del largo como el alto y ancho de los
artejos. De los caracteres medidos se ¢stablecieron doce proporciones, que
reflejan la misma tendencia de los caracteres por si solos, algunas de ellos
marcando diferencias significativas y corroborando el resultado de que la
variacién en tallas no es significativa para considerarla "ruido" estadistico por
alometria de los caracteres.

Los valores mas altos de coeficientes de variacién tanto en ejemplares
machos como hembras, de cada poblacion, coincidieron en ser mediciones
relacionadas al isquio. La explicacién a ello pudiera ser que el isquio, y por
ende todo el segundo pereiopodo, se unen al cefalotorax mediante una fragil

articulacion de la coxa. Esta articulacion tiende a romperse con mucha
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facilidad quedando poco definida la terminacion de la estructura y por ende el
largo, ancho y alto del isquio. Esta posibilidad se ve reflejada en el anélisis, en
la determinacion del error de medicién, donde los datos relacionados al isquio
son los mayores valores de error.

Los ¢jemplares hembras de las tres poblaciones presentan coeficientes de
variacion menores y mas constantes que en los machos. Pero, las hembras de
cada poblacién estan menos diferenciadas, morfologicamente que las
poblaciones de machos. Esto puede atribuirse al efecto de seleccion sexual,
pensando en que la diferenciacién en inversién parental implica un mayor
gasto de energia por parte de las hembras, la mayor veces de los casos,
partiendo desde la producciéon de gametos, copula, cuidado de huevos o
embriones y cuidado v alimentaciéon de embriones, larvas y juveniles. Pero,
también se ha visto que son las hembras las que seleccionan al macho que las
va a fecundar.

Por otro lado, son los machos quienes presentan un mayor desarrollo de
sus estructuras secundarias para atraer a las hembras, por lo que nuestros
resultados concuerdan al encontrar una mayor variabilidad morfolégica en los
machos dentro y entre las poblaciones.

Segun Darwin, el comportamiento de seleccion sexual de las hembras, a
las que llamd “recatadas”, era el de seleccionar a los machos a los que llamo
“entusiastas”, porque debian competir por el apareamiento con una hembra. A
nivel de escala zoologica, son muchos los ejemplos de machos gue destacan sus
estructuras secundarias con la finalidad de atraer a las hembras, por ejemplo:
cuernos vy astas grandes y drnamentados, plumajes vistosos, cantos y
movimientos de cortejo, aparato reproductor ornamentado. En el caso de los
langostinos, se ha observado que hay: dimorfismo sexual, que los machos son
de mayor tamano y presentan mayor desarrollo de sus quelas. Particularmente,
los machos tienen un comportamiento diferente entre juveniles y adultos. Los
machos juveniles son mas activos y copulan con todas las hembras que les es
posible. Los machos adultos o alfa, son territorialistas y cuidan el harem dentro

del mismo, tienen estrategias de seleccién sexual como es quitarles el



espermatoforo a los machos jévenes de la espermateca de la hembra y depositar
el suyo. También, secretan una hormona que inhibe el crecimiento del resto de
los machos dentro del territorio (Eberhard, W., 1985 y Malte, 1994).

El analisis de variacién entre poblaciones, mediante componentes
principales, justifica un 77% de la varianza, la cual esta explicada,
principalmente, con caracteres relacionados con el alto, ancho y largo del
segundo pereidpodo, el segundo componente involucra solo a componentes
relacionados con el cefalotérax pero aun asi, la grafica no revela nubes de
puntos definidas que distingan a cada poblacion. Si a los mismos datos se les
aplica un analisis discriminante con mayor resolucion en la mezcla de los
caracteres, éste permitira graficar nubes de datos independientes con
diferencias significativas para cada poblaciéon.

Es comun encontrar referencias bibliograficas en las que se concluye que
mediante ensayos isoenziméticos se revelan diferencias significativas entre
poblaciones; sin embargo, los e¢jemplares son similares morfolégicamente
(Abdullah & Shukor, 1993} o con poca diferenciacion morfologica (Armada,
1993). Estos resultados muchas veces confunden ya que se tiende a pensar que
"algo” es genéticamente distinto. Pero no hay que perder de vista que la parte
del genoma que se relaciona con el fenotipo (morfologia) esta dada por los genes
reguladores y la -variabilidad de los loci enzimaticos depende del
comportamiento de los genes estructurales,

Los distintos valores de heterosis encontrados en diversos estudios, se
han relacionado con la variabilidad morfolégica vy se plantea que los animales
con menor variabilidad morfolégica, presentan mayor heterocigosidad y por
tanto mayor homeostasis (Espinosa, 1989; Fevolden y Hensen, 1989). Zourus y
IFoltiz (1987), plantean que la variacién alélica sugiere que los individuos
heterdcigos presentan niveles mas bajos de fluctuacion asimétrica y variacion
morfolégica que los e¢jemplares homoécigos. Una explicaciéon para la asociaciéon
entre heterocigosidad y asimetria, es que los heterocigos se desarrollan mas
rapidamente que los homécigos y son menos propensos a accidentes durante la

ontogenia.
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En nuestro caso, se encontrdé que la poblacion de Macrobrachium sp. 2,
presenta menor variacion morfolégica que la poblacion de Macrobrachium sp. 1
vy éstas 2 menor variacién morfolégica que la poblacion de M. tuxtiaense. En
cuanto a la variacion genética, medida como heterocigosidad, se observd el caso
contrario. La poblacién de Macrobrachium sp. 2 presenta mayor heterosis que la
de M. tuxtlaense y éstas 2 presentan mayor variacidon en heterosis que la
poblacion de Macrobrachium sp. 1, concordando con la regla que a menor
variacion morfologica hay una mayor heterocigosidad y por ende mayor
homeostasis.

El fenograma de la figura 22, hecha a partir de caracteres morfométricos,
grafica en forma clara la agrupacion de las poblaciones de M. acanthurus como
poblaciones de una misma especie. Si las poblaciones de desarrollo abreviado
correspondieran también a poblaciones de una misma especie seria razonable
esperar que al agruparlas, seglin su semejanza moriométrica, se comportaran
en forma similar a M. acanthurus.

Finalmente en relacién a la técnica no convencional que se utilizé para la
toma de datos, mediante la digitalizacién del caparazén y segundo pereidpodo
mayor, resta por mencionar que es una eficiente herramienta para formar bases
de datos. Permite un trabajo rapido y con mayor precision de la que podria
ofrecer un vernier o un ocular graduado Ademéas de ofrecer una rapida
repetibilidad de las mediciones. Del programa Thin Plate Splines, Relative Warps
(Rohlf, 1999), se puede senalar que es una técnica con la que se pueden lograr
distintos enfoques de comparacién, de la forma consenso, de las poblaciones
independientemente del factor talla. En esta ocasion se presentd un ensayo muy
simple de comparacién angular entre estructuras de las formas consenso de
cada poblacion, lo que ha permitido confirmar que la inclinacion del rostro de la
poblacion de Macrobrachium sp. 1, es menor de la que presentan las otras

poblaciones analizadas.
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Discusién Final

Pereira (1995) menciona que alrededor de 29 especies de palemonidos de
agua dulce en América del Sur presentan hembras que portan pocos huevos
grandes, provistos de suficiente vitelo, lo que sugiere un desarrollo larval
abreviado. Especies con desarrollo abreviado son originadas en las riveras
tropicales y subtropicales alrededor del mundo. El autor argumenta que ya que
palaemonidos  primitivos como los BEuryrhynchidae, Troglomexicanus,
Palaemonetes primitivo v Pseudopalaemon (ver Strenth 1976, Pereira 1985)
poseen desarrollo abreviado, esta caracteristica puede ser considerada entonces
una peculiarmente primitiva. Si este es el caso, el desarrollo abreviado surge
debido a eventos evolutivos que ticnen lugar temprano en ¢l origen de la familia
Palaemonidae, esta propuesta es consistente con la actual distribuciéon de las
especies con desarrollo abreviado alrededor del mundo, habitantes de grandes
cuencas con una larga historia geologica.

En América del Sur la mayoria de las especies estan asociadas con la
rivera del Amazonas-Orinoco, cuencas que poseen una gran y compleja historia
paleogeografica. Si el desarrollo abreviado es relacionado con el origen de la
familia, probablemente durante el tiempo Cretacico, entonces es comun que el
origen de los palemoénidos estrictamente de agua dulce pueda ser explicado con
base en un solo evento de especiacidn mas que por una convergencia debida a
presion de seleccion (Pereira y Garcia, 1995). Pereira no hace referencia de como
se daria el origen de este grupo de desarrollo abreviado inicial y céomo surgirian
las especies de desarrollo completo que actualmente conocemos. Villalobos com.
pers. en el afan de entender la propuesta de Pereira y Garcia (1995). propone
dos procesos de invasion de las especies con desarrollo abreviado: el primero
durante el periodo Cretacico, donde las especies de desarrollo abreviado
originarian a las especies de desarrcllo completo vy por alguna razon
desaparecerian; v segundo, que posteriormente habria una segunda invasién de
las especies de desarrollo abreviado que serian las que actualmente conocemaos.

evidentemente con un origen mas reciente.
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Sin embargo son muchos los autores, que contrariamente plantean que
los palemoénidos son de origen muy reciente y su dispersion, a partir de sus
ancestros marinos pudo haberse iniciado durante el Pleistoceno o Postmioceno.
Pero la ocupacién de los medios dulceacuicolas, al menos, para las especies de
Macrobrachium es mas reciente aun, en el Mioceno (Villalobos 1982, Magalhaes
y Walker, 1988; Mashiko, 1992; Shokita 1979 a, b;). Magalhaes y Walker (1988)
sugieren que el origen de las formas de desarrollo abreviado es una condicidén
derivada, una convergencia miltiple, intergenérica y masiva hacia este tipo de
ciclo de vida en los Palaemonidos, principalmente por la presion de seleccion a
vivir en aguas pobres en plancton. En general los palaemonidos parecen estar
recientemente emergiendo del medio marino original y estar en el proceso de
intrusion al medio dulceacuicola (Ortman, 1902; Tiwari, 1955 a). Este proceso
de transicion parecer ocurrir via estuarina (Sandifer y Smith, 1979).

En esta dispersion biogeografica e invasion a ambientes terrestres, el
género Macrobrachium ha ido incrementando el tamano del huevo y decreciendo
el tamano de la puesta como asi mismo se han ido desarrollando varios tipos de
desarrollo larval (Ortman , 1902; Tiwari, 1955 a y Jaalihal 1993). Basado en el
numero de estados larvales, Jalihal, 1976 propone tres tipos de desarrollo:

Tipo I: Prolongado, normal o completo que se subdivide en Tipo IA: con
mas de diez estados larvales y el Tipo IB: con ocho o nueve estados larvales.

Tipo I . Parcialmente abreviado que se subdivide en Tipo IIA: con tres
estados larvales v en el Tipo /IB: con dos estados larvales.

Tipo III : con desarrollo completamente abreviado.

Macrobrachium nipponense se incluye dentro del primer

Rioja (1943), presenta un ensayo particularmente interesante referente a
la inestabilidad e intercambio de las faunas marinas, dulceacuicolas v terrestres
en los dominios biogeograficos continuos. Planteando que los euribiontes que
esitan en la fase de ampliar su area de distribucion biogeografica, o de invadir
nuevas areas, estan dotados de mecanismos organicos peculiares v favorables
para hacerlo. Este tipo de organismos capaces de invadir, colonizar, adaptarse y

actuaren un medio ambiente nuevo, estan dotados de condiciones a las que el
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para hacerlo. Este tipo de organismos capaces de invadir, colonizar, adaptarse y
actuaren un medio ambiente nuevo, estan dotados de condiciones a las que el
llama preadaptaciones. Por ejemplo los organismos que viven en aguas dulces
presentan un caracter de adaptaciéon convergente, como es la presencia de
huevos grandes bien dotados de vitelo, como los que presentan algunos
paleménidos de agua dulce.

Segun Jalihal et al.,(1993)el género Macrobrachium durante el proceso de
invasion al medio terrestre, adquiere algunas interesantes caracteristicas como:
(1) reduccion del tamafo de los adultos con pérdida del dimorfismo sexual, (2)
aumento del tamafio del huevo y reduccion del tamafic de la puesta, (3} larvas
de gran tamafo con pereiépodos funcionales y pleépodos, (4) rostro dentado. (5)
telson redondeado con incremento en el numero de procesos, (6) ausencia de
espina supraorbital como de espina epigastrica o posterolateral en el caparazon
y de la espina en el quinto segmento abdominal durante el desarrollo larvario,
(7) algunos dependen de la salinidad para la metamorfosis; (8) reduccion del
numero de estados larvales y de la duracion del periodo larval (9) incremento en
el porcentaje de sobrevivencia larval.

Particularmente, pienso que el desarrollo abreviado es una condicién
derivada del desarrollo larvario completo, como resultado de una adaptacion al
medio ambiente favorecida por la plasticidad adaptativa de los organismos.
Probablemente, pueda ser una respuesta a la presidon de seleccion por
establecerse en ambiente oligotroficos asegurando el éxito reproductive y
evitando la exclusién competitiva. Pero sin duda nada de esto se puede afirmar
sin tener una buena filogenia, un reloj molecular e historias de vida que
establezcan el origen primero del grupo Macrobrachium.

Estas nuevas poblaciones, de desarrollo abreviado, del género
Macrobrachium tanto para México y América Norte, son particularmente
interesantes desde el aspecto biogeografico, ya que la historia geologica de
Meéxico es distinta y mucho mas reciente que la del Amazonas, asi como por las
adaptaciones que prescntan estos organismos para lograr existir donde lo hacen,

por ejemplo: su especializacién en un habitat dulceacuicola; reducen su rango

150



geografico (dando pie al endemismo); adquieren una independencia nutricional
debida a la presencia de pocos huevos de gran tamano provistos de suficiente
vitelo; abrevian el desarrollo larvario; dando proteccién a la camada ; las larvas
presentan tolerancia al estrés fisico-quimico, entre otros. Las adaptaciones
anteriores son similares a las que plantea Anger (1995}, para algunos cangrejos
grapsidos que se mueven del ambiente marino al dulceacuicola y al terrestre,
este tipo de conducta también se ha observado en crustaceos Cambaridos,
Pseudothelphusidos y Tricodaytilidos Villalobos com. pers.

De este modo, las especies del género Macrobrachium se han ido
independizando del medio salino para ir colonizando aguas oligotroficas,
contrarestando la carencia de alimento con la produccién de huevos con
suficiente vitelo para alimentar a una larva lecitotréfica hasta que sea
librenadante y con estructuras bucales funcionales. Sin duda esto lleva consigo
un periodo de transicion y adaptaciones fisiologicas, morfologicas y ecologicas-
conductuales.

Una de las de las adaptaciones fisiologicas mas importantes es la que
implica pasar de ser estrategia r (en su forma reproductiva} a ser estrategas K.
Pensando ahora que el tipo de estrategia reproductiva r es la que presentan la
mayoria de los crustaceos decapodas, se podria considerar como la estrategia
mas exitosa, pero no-necesariamente la de origen primero. Sin embargo también
es vaiido pensar que las poblaciones de langostinos de desarrollo abreviado {con
huevos grandes) estan recién encontrandose y en algin momento podria ser que
este tipo de estrategia fuese el mas exitoso en funcion de fitness reproductivo.
Un antecedente para pensar en esto es gue en el ano 1998, cuando se inici6 este
estudio, se conocian cinco poblaciones con dichas caracteristicas y tres afios
mas tarde se tienen reportes de a lo menos 18 poblaciones con similares
caracteristicas para las que se postula la misma interrogante ¢Son 18
poblaciones de una unica especie de Macrobrachium con desarrollo abreviado?,
¢Son poblaciones en proceso de especiacidon? o ¢Son distintas especies de

Macrobrachium spp. que estan evohicionando en forma independiente?.



Los principales resultados obtenidos, en cada una de las tres
aproximaciones se resumieron en un analisis de parsimonia, €l cual generé un
fenograma para cada una de ellas (Figuras: 9, 22 y 31}. Al reunir los caracteres
de presencia/ausencia de alelos (Tabla V), caracteristicas del apéndice
masculino (Tabla XVI) y los caracteres morfométricos (Tabla XXII} para cada
poblacion una de las siete poblaciones estudiadas como valores de
presencia/ausencia de caracteres se obtuvo una gran matriz de (7 x 163). A
partir de esta y mediante el método de parsimonia con un boostrap de 100
replicas se generd un fenograma exactamente igual al obtenido utilizando solo

los caractertes morfométricos (Figura 31).

Por el momento, puedo concluir que se ha obtenido evidencia genética, de
ultraestructura y morfométrica para afirmar que las poblaciones de
Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2 , se

pueden tratar como especies distintas.
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1.

Conclusiones

Mediante la técnica de electroforésis en acetatos de celulosa, se determino
que la poblacion de Macrobrachium sp. 1 presenta cuatro alelos fijos (el alelo
dos de la Mdh-1 y de la Me-1, el alelo uno de la Pgi-1 y el alelo cuatro de lo
Got-1). La poblacion de Macrobrachium sp.2 esta fija para el alelo dos de la
Me-1 y Got-1.La poblacion de Macrobrachium tuxtlaense no presenta alelos

fijos. (Objetivo 1; Capitulo I).

Mediante la técnica de electroforesis en acetatos de celulosa, se determind
que las cuatro poblaciones de Macrobrachium acanthurus estan fijas para el
alelo tres en la Me-1 y el alelo dos en la Idh-1. Las poblaciones de Alvarado y
Tabasco estan fijas para el alelo dos de la Pgi-1, las poblaciones de
Sontecomapan y Tabasco estan fijas para el alelo dos de la Got-1. (Objetivo

1; Capitulo I).

Las siete poblaciones del género Macrobrachium estudiadas presentan altos
niveles de heterosis (comparado con lo reportado en la literatura para otras
especies del género), especialmente, la poblacidn de Macrobrachium
tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2. Sin dejar de mencionar que la heterosis
calculada, en este estudio, estd basada en un alto porcentaje de locus
polimorficos, especialmente para Macrobrachium sp.2 que es polimoérfica para

todos los loci analizados. (Objetivo 2; capitulo I}.
El indice de diferenciacion entre poblaciones (Fs) para las tres pobiacicnes

de Macrobrachium de desarrollo abreviado, indica que se pueden tratar como

especies distintas genéticamente. (Objetivo 4; Capitulo I).
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El indice de diferenciaciéon entre poblaciones Fst para las cuatro poblaciones
de Macrobrachium acanthurus indica que genéticamente son poblaciones de

una misma especie. (Objetivo 4; Capitulo I).

El indice de fijacion (F) y los estadisticos de Wright (Fis. Fst y Fit), indican que
las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, estan bajo la
influencia de fuerzas evolutivas como la endogamia, deriva génica y la

seleccion natural. (Objetivo 3; Capitulo I).

Los valores de distancia genética (D) para las tres poblaciones de
Macrobrachium de desarrollo abreviado, indican que se pueden tratar como

especies distintas genéticamente. (Objetivo 5; Capitulo I).

Las poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp. 1 vy

Macrobrachium sp. 2. estan distantes geografica y genéticamente.

. Los resultados obtenidos para presencia / ausencia de alelos, Distancia
genética e indice Fs, indican que las poblaciones de Macrobrachium
tuxtlaense, Macrobrachium sp.l1 y Macrobrachium sp. 2, se pueden tratar
como especies genéticamente distintas que estan evolucionando de manera

independiente.

10.Mediante el anélisis de ultraestructura de las cerdas apicales del apéndice

masculino, en las poblaciones de Macrobrachium estudiadas, se puede
determinar que el numero de cerdas es un caricter categbrico, constante y

especie-especifico. (Objetivo 1, Capitulo II)

11.El numero de cerdas apicales en el apéndice masculino, es de cuatro para

machos de Macrobrachium tuxtlaense; tres para machos de Macrobrachium
sp. 1 y de cinco para machos de Macrobrachium sp. 2. {Objetivo 2; Capitulo
).
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12.El namero de cerdas apicales en el apéndice masculino para machos de

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Macrobrachium acanthurus es de seis en las cuatro poblaciones analizadas.

(Objetivo 2; Capitulo II).

La medicion de estructuras mediante la técnica no convencional de
programas computacionales (Morphosys} y a partir de la digitalizacion de
imagenes de video resultd tener un confiable nivel de precision.  (Objetivos

1 y 2; Capitulo IIT).

Las poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense y Macrobrachium sp. 1 se
diferencian significativamente en 20 de los 37 caracteres morfométricos

estudiados.

Las poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2 se
diferencian significativamente en 12 de los 37 caracteres morfométricos

estudiados.

Las poblaciones de Macrobrachium sp. 1 v Macrobrachiumsp.2 se diferencian

significativamente en 6 de los 37 caracteres estudiados.

Los resultados del andlisis de componentes principales y discriminante
indican que las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,

estan diferenciadas por sitio. (Objetivo 3; Capitulo III).

Los resultados del andlisis de componentes principales y discriminante
indican que las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,
estan diferenciadas por sexo intra e interpoblacionalmente. (Objetivo 3;

Capitulo III}.
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19. Hay evidencia genética, de ultraestructura y morfométrica para afirmar que
las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado son especies

distintas.
20. Se reporta a Macrobrachium sp.l y Macrobrachiumsp. 2 como dos nuevas

especies del género Macrobrachium, epigeas con desarrollo abreviado y

endémicas para México.
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Recetas de los sistemas buffers utilizados en el analisis electroforético.

ANEXO No. 1.

Buffers de extraccion: agua destilada.

Buffers de corrimiento:

Buffer A

Buffer K

Buffer C

Citratos-fosfatos 0.01 M

pH: 6.4

Receta 1 (1t)

1.42 g NaHPO4
0.53 g Acido citrico

Tris-Maleato 0.015 M
pH: 7.2

Receta 1 (It)

1.82 g Tris

0.81 g Acido maléico

Tris-maleato 0.05 M
pH: 7.8

Receta 1 {it)

6.06 g Tris

2.32 g Acido maléico

Molaridad final
10 mM Na;HFOQO4
2.5 mM Acido citrico

Molaridad final
15mM '.I‘ris
7 mM Acido maléico

Molaridad final
50 mM Tris
20 mM Acido maléico
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Anexo No. 2.
Recetas de las enzimas utilizadas en el analisis electroforético.
ISOCITRATO DESHIDROGENASA (Idh) EC 1.1.142

1.0 ml Tris HCl pH: 7.0
1.5 ml NADP

15 gotas DL-acido isocitrico
8 gotas MgCl;

5 gotas de MTT

2 ml de agar

GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (Got) EC 2.6.1.1

3 ml solucién No. 1

10 gotas fast blue BB salt (solucion saturada)**
2 ml de agar

Solucién No. 1

200 ml 0.1 M fosfato pH: 7.0

10 mg Pyridoxal >-fosfato

460 mg acido L-Aspartico

260 mg acido o-Ketoglutarico

ajustar a pH: 7.4

FOSFOGLUCOSA ISOMERASA (Pgi) EC 5.3.1.9

1.0 ml Tris HCI  pH: 8.0
1.5 ml NAD

5 gotas fructosa-6-fosfato
5 gotas MTT

5 gotas PMS**

10 ml Gopdh**

2 ml de agar

FOSFOGLUCOMUTASA (Pgm) EC 2.7.5.1

1.0 ml Tris HCl  pH: 8.0
1.5 ml NAD

5 gotas MgCl»

5 gotas glucosa-1-fosfato
5 gotas MTT

5 gotas PMS**

20 ml Gépdh**

2 ml de agar
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GLUCOSA-6-DESHIDROGENASA (G6pdh) EC1.1.1.49

0.6 ml HCl pH: 8.0

1.5 ml NADP

12 gotas D-Glucosa-6-fosfato
6 gotas MgCl,

S5 gotas MTT

5 gotas PMS**

2 ml de agar

MALATO DESHIDROGENASA (Mdh) EC1.1.1.37

1.0 ml Tris HCl pH: 8.0
1.5 ml NAD

13 gotas de Sustrato Malico
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS**

2 ml de agar

Sustrato Mailico

180 ml de agua

20 ml Tris HCI pH: 9.0
3.68 g L-acido Malico
Ajustar a pH: 8.0

MALATO DESHIDROGENASA (Me) EC 1.1.1.40

0.6 ml Tris HC1 pH: 8.0
1.5 ml NADP

12 gotas Sustrato Malico
2 gotas MgCl,

5 gotas de MTT

5 gotas de PMS**

2 ml de agar

MANOSA FOSFATO ISOMERASA (Mpi) EC 5.3.1.8

1.0 ml Tris HCI  pH: 8.0
1.5 ml NAD

5 gotas D-manosa-6-fosfato
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS**

S pl PGI**

20 ul Gépdh**

2 ml de agar

“* Labil o fotosensible, agregar inmediatamente antes de usar.

169



ANEXO No. 3.

Graficas del analisis de varianza, para los caracteres que presentaron
diferencias estadisticas significativas, por sitio y por sexo inter e
intrapoblacionales (Tabla XXII).
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