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Resumen

Se investigó la estructura genética, ultraestiuctura y morfometría de tres poblaciones de
langostinos del género Macrobrachium, las que se caracterizan por presentar desarrollo
abreviado y distribución puntual. Hay que destacar que una de estas poblaciones es el
primer registro de langostinos epígeos con tales características para México y América del
Norte, recientemente descrita como Macrobrachium. tuxtlaense, proveniente del arroyo las
Margaritas, Catemaco, Veracruz. Las otras poblaciones fueron denominadas como
Macrobrachium sp. 1, del Arroyo Santiaguillo, en Santiago Tuxtla, Veracruz y
Macrobrachium 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 epígeas de langostinos con desarrollo abreviado para México o si
estas son poblaciones de una nueva especie o poblaciones en proceso de especiación.,
Para responderla se ha propuesto encontrar evidencia utilizando diferentes
aproximaciones.

En primer lugar se determinó la variación y la estructura genética de las
poblaciones mediante electroforésis en acetatos de celulosa, analizando ocho loci
enzimáticos. Para las tres poblaciones de desarrollo abreviado los estimadores de
variación genética fueron altos y el número promedio de alelos por locus fluctuó entre
1.75 y 2,62. Los niveles de heterocigosidad y polimorfismo fueron altos principalmente
para las poblaciones de M. tuxtlaense (Hs = 0.248) y Macrobrachium. sp., 2 (Hs = 0.371)
con un polimorfismo del 75.0% en ambos casos mientras que Macrobrachium sp. 1
presentó una Hs =0.096 y P=37.5%.

El análisis de la estructura genética de las poblaciones se hizo a partir de las
frecuencias aléHcas y genotípicas con los estadísticos F de Wright y las distancias
genéticas de Nei,, Los resultados indican que las poblaciones tienen un alto porcentaje de
homócigos, lo que puede deberse, principalmente, a la endogamia local También se
observa diferenciación genética entre las poblaciones y la variación genética observada se
encuentra más entre las poblaciones que dentro de ellas. Lo anterior está 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 Macrobrachium tuxtlaense y
Ma.crobrachium sp 1 son más cercanas en cuanto a distancia genéticamente que la
población de Macrobrachium sp,, 2,,

En segundo lugar, se realizó un estudio de ultraestructura de las cerdas apicales
del apéndice masculino, mediante microscopía electrónica de barrido. Los resultados
indican que éste atributo es categórico, especie específico y constante en cada una de las
poblaciones estudiadas. Así, los machos de Macrobrachium tuxtlaense presentan cuatro
cerdas apicales y los de Macrobrachium sp. 1 y Macrobraclvum sp, 2 presentan tres y
cinco cerdas apicales, respectivamente.

La tercera aproximación fue un estudio morfométrico para 37 caracteres y 12
proporciones. Se estimó el coeficiente de variación de los caracteres y las proporciones,
se hizo un análisis de varianza, un análisis multivariado de componentes principales y
discriminante canónico, los que revelaron que las poblaciones están diferenciadas tanto
por sitio como por sexo,

Para tener un punto de comparación de los resultados obtenidos en cada
aproximación, se realizaron los mismos tres estudios para cuatro poblaciones de
Macrobrachium acanthurus, especie cercana al complejo anterior, pero con desarrollo
completo y distribución continua.

Como conclusión de los resultados obtenidos, tanto en el ámbito genético, de
ultraestructura y morfométrico, se puede establecer que existe evidencia suficiente, para
proponer que las tres poblaciones epígeas de Macrobrachium, con desarrollo abreviado y
distribución puntual estudiadas, podrían tratarse como especies diferentes y nuevas para
México.
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Introducción General

México es considerado un país megadiverso debido a su ubicación

geográfica, a la interacción de las regiones biogeográficas neártica y neotropical

y por su heterogeneidad de hábitats, producto de la intrincada topografía de su

territorio (Toledo, 1988). Características que, en el caso particular de los

crustáceos dulceacuícolas, han favorecido la formación y el establecimiento de

un elevado numero de especies (Villalobos et al , 1993).

La historia geológica y el clima pasado y actual de México, han sido

factores claves tanto en la dispersión de las especies como en los procesos de

especiación que han sufrido estos invertebrados, tal vez desde el Mesozoico

tardío, cuando en la configuración del relieve mexicano empezaron a aparecer

cadenas montañosas como la Sierra Madre Oriental y Occidental y el Eje

Neovoícánico, así como la extensa planicie central, delimitada por las

cordilleras recién formadas (Cantü et al, 1991). Estos levantamientos

orográficos, así como los que posteriormente ocurrieron en el sur de México,

entre los que se destacan la emersión de la península de Yucatán y la

formación de las cadenas montañosas en el Estado de Chiapas, han sido las

principales causas del intrincado patrón de distribución geográfico que

presentan muchos géneros de decápodos dulceacuícolas (Villalobos, 1982).

Los crustáceos decápodos, en general, presentan cinco pares de

pereiópodos, articulados a la región torácica, de éstos, los tres primeros pares

pueden o no estar quelados. Tienen un cefalotórax que cubre las somitas

cefálicas y torácicas y un abdomen que se extiende, distalmente, para terminar

en los urópodos y el telson (Álvarez y Villalobos, 1997). Los patrones

reproductivos difieren marcadamente entre especies marinas y dulceacuícolas;

en éstas últimas, las posibilidades de dispersión son reducidas debido a la

naturaleza discontinua, y en ocasiones efímera de los cuerpos de agua, por lo

que hay especies que presentan desarrollo abreviado o directo, con producción

de pocos huevos de gran tamaño y provistos de mucho vitelo y estadios

juveniles que tienden a permanecer cerca de su lugar de origen. El patrón de



estas modificaciones es uno en el que ia variación geográfica y la especiación

son comunes, debido al reducido flujo génico entre poblaciones. Por este

aislamiento espacial, las únicas oportunidades que dichas poblaciones tienen

para invadir nuevas áreas y establecer contacto con poblaciones previamente

aisladas, son los eventos catastróficos como inundaciones, cambios en el curso

de los ríos o movimientos terrestres, (Álvarez y Villalobos, 1997).

Entre la vasta fauna carcinológica mexicana se encuentra la familia

Palaemonidae, que incluye a organismos marinos y dulceacuícolas (Holthuis,

1952) Morfológicamente se caracterizan por tener un cuerpo alargado y

comprimido lateralmente, por presentar los dos primeros pares de pereiópodos

quelados; el segundo par es más grande que el primero y su carpo no se

encuentra subdividido; rostro con espinas y las mandíbulas casi siempre tienen

un proceso incisivo (Camacho et al., 1997). La familia Palaemonidae está

integrada por tres subfamilias: Euryrhynchinae, Pontoniinae y Palaemoninae.

La mayoría de los géneros que incluye la subfamilia Palaemoninae habitan en

ambientes dulceacuícolas en estado adulto y se caracterizan por tener una

pleurobranquia en el tercer maxilípedo y presentar, en el margen posterior del

telson, dos pares de espinas y uno o más pares de cerdas (Villalobos, 1982). Sin

lugar a dudas, el género más relevante de esta subfamilia es Macrobrachium,

cuyas especies son conocidas comúnmente como: "acamayas", "camarones de

río", "cauque", "chacales", "piguas" o "langostinos", dependiendo de la especie

que se trate, de su ubicación geográfica y de las estructuras particulares que

presenten. El género se caracteriza por presentar un palpo mandibular con tres

articulaciones, dáctilos de los .últimos tres pares de pereiópodos simples,

presencia de una espina hepática y ausencia de espina branquiostegal

(Holthuis, 1993).

Estos crustáceos representan un interesante material de estudio tanto

por el elevado número de especies que lo integran, su amplia distribución

geográfica y diversificación, así como por la biología de los organismos y la

importancia económica de algunas especies (Villalobos, 1982). Se han

reportado alrededor de 175 especies y subespecies del género Macrobrachium



en eí mundo (Chace y Bruce, 1993). En el continente Americano se encuentran

a lo largo de ambas vertientes, desde el nivel del mar hasta altitudes cercanas a

los 1500 msnm, altitud que en la mayoría de los casos implica una penetración

en las cuencas fluviales de varios centenares de kilómetros. Sobre la vertiente

Atlántica se distribuyen desde Florida hasta el norte de Argentina. A través de

la vertiente del Pacífico, desde la península de Baja California hasta Ecuador

(Chace y Bruce, 1993). En México, se han reportado quince especies (Tabla I),

distribuidas en 21 estados de la República Mexicana (Fig. 1). Además del

"langostino malayo", Macrobrachium rosenbergii (De Man), el cual es una

especie introducida, siendo la más estudiada y de mayor interés comercial.

Once de estas especies tienen desarrollo extendido y sólo Macrobrachium

villalobosi, M. acherontium, M. tuxtlaense y M. uicconi presentan desarrollo

abreviado.

Tabla I Especies del género Macrobrachium repolladas para México.

Vertiente Pacífica Vertiente Atlántica

M. acanthochirus Villalobos, .1966 M. carcinus Linnaeus, 1758
M. tenellum Sraíth, 1871 M. heterochirus Wiegmann, 1836
M. rráchoacanus Nates y Villalobos, 1990 M. hobbsi Nates y Villalobos, 1990*
Ai. digueti Bouvier, 1895 M. olfersii Wiegmann, 1836 *
M. amencanumBate, 1868 M, acherontium Holthuis, 1977**
M. accidéntale Hollináis, 1950 M. villalohosi Hobbs, 1973 **
M- hobbsi Nates y Villalobos, 1990 M. acanthurus Wiegmann, 1836
M. olfersü Wiegmann, 1836* M. tuxtlaense Villalobos y Alvarez, 1999

M uicconi Román et al,., 2000

* Especies vicariantes, se distribuyen en ambas vertientes.
** Especies que viven en cavernas con desarrollo abreviado



Fig. 1 Distribución del género Macrobrachiwn en 21 estados de la República mextcana.

Dentro de la controversia que ha significado el origen del género

Macrobrachium, Villalobos (1967a) consideró a Macrobrachium olfersn como el

tronco original de este complejo faunístico y lo llamó "El grupo olfersif, por una

serie de rasgos característicos que, más o menos modificados, son el

denominador común del grupo. Esta especie se distribuye por todos los

sistemas hidrológicos de la vertiente Atlántica, desde el norte de Tamaulipas,

México, hasta el sur de Brasil; así como muy cerca del litoral Pacífico, donde

pudo establecerse gracias a las condiciones topográficas e hidrográficas del

Istmo de Tehuantepec. La presencia de especies afines al grupo, que pueblan la

costa pacífica, lleva a pensar en una antigua dispersión del tronco original a

través del Istmo de Tehuantepec, hasta establecerse en la costa oriental de la

península de Baja California,teniendo tales especies tiempo suficiente para

evolucionar en forma independiente.



Villalobos (1982) reportó la presencia de especies vicariantes a ambos

lados del Continente Americano, especies que quedaron separadas

definitivamente ai levantarse el Istmo de Panamá. Si ésta barrera

centroamericana se estableció en el Mioceno (Jordán, 1908) o en el Plioceno

(Mayr, 1946), las poblaciones originales ubicadas en las vertientes Atlántica y

Pacífica, imposibilitadas de intercambio genético tuvieron la oportunidad de

evolucionar de manera independiente pero no al grado de adquirir rasgos

específicos que permitan diferenciarlas morfológicamente.

Villalobos (1982) considera que las especies de Macrobrachium en

Mesoamérica se han establecido básicamente en tres tipos de habitat. En las

partes altas de los ríos hasta 1500 m, en donde las corrientes son rápidas, las

aguas cristalinas y templada, con temperaturas de hasta 23 °C y

concentraciones de oxígeno son altas (6 a 7 ml/L), podemos encontrar

permanentemente especies como M. carcinus, M. americanum, M. acanthochirus

y M. occidentale. En las partes bajas de las cuencas hidrográficas, con

corrientes lentas, aguas entre turbia y clara, temperaturas de 23 a 26 °C y

oxígeno 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 oxígeno de 3 a 5 ml/L, son el tipo de ambiente en donde

podemos encontrar a la mayoría de las especies, sobre todo en los primeros

estadios de su ciclo biológico hasta la fase juvenil, en la que remontan a los ríos

hasta llegar a las partes altas donde se reproducen. Las hembras ovígeras de

algunas especies migran hacia las partes bajas de los ríos para liberar a las

larvas, iniciando así un nuevo ciclo.

Los aspectos biológicos de las especies citadas para México (Tabla I),

excepto Macrobrachium villálobosi, Macrobrachium acherontium, Macrobrachium

tuxtlaense y Macrobrachium viconni convergen en características comunes para

el grupo por ejemplo: todas las especies producen cientos de pequeños huevos

(de 0.04 a 0.07 mm de diámetro) por puesta, presentan desarrollo larval

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



distribución (mayores de 3,000 km 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 y b).

Fig. 2a. Macrobrachium acanthurus, especie de desarrollo completo, dependiente de la salinidad

Fíg. 2b Hembra ovigera de Macrobrachium sp. de desarrollo completo con cientos de huevos



Macrobrachium uillalobosi 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 patrón morfológico

sigue siendo el de un langostino, pero debido a las condiciones propias de su

ambiente escaso en luz y de difícil acceso, han sufrido adaptaciones

morfológicas notables, es así como M. villalobosi presenta ojos sin cornea, no

tienen pigmentos corporales y sus apéndices torácicos 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 morfológicos

típicos para considerarla como tal, sus corneas están reducidas y los apéndices

torácicos son esbeltos y poco elongados.

Macrobrachium viconni (Fíg. 3b) y Macrobrachium tuxtlaense presentan

desarrollo abreviado y no son dependientes de la salinidad, su distribución es

puntual, se han encontrado encerrados en cuevas de difícil acceso o en arroyos

que no tienen salida al mar. Sus hembras ovígeras presentan pocos nuevos de

gran tamaño, provistos de mucho vitelo.



Fig 3a Mcic^obrachiuw. ¡Állalohosi, especie cavernícola con desarrollo abreviado.

FALLA

Fig, 3b Macrobrachiura i
mconm especie epígea con desarrollo abreviado.



Hasta 1995 se conocían alrededor de 39 especies epígeas de

Macrobrachium con desarrollo abreviado en el mundo: 17 en Sudamérica, 2 en

Australia, 11 en Asia, 6 en África, 2 en la India y 1 en Japón (Pereira y García,

1995). A finales de 1999, Villalobos y Alvarez describieron la primera especie

epígea 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 año 2000 Román y colaboradores publicaron la segunda especie de

este tipo Macrobrachium viconni proveniente del río 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 tamaño y más desarrollado.

Producen pocos huevos (no más de 50), de gran tamaño (±2 mm de diámetro),

con mucho vitelo y su ciclo de vida se desarrolla en cuerpos de agua dulce que

no tienen acceso al mar; o bien, que se encuentran tan distantes de la costa

que la migración al mar y después río arriba es impracticable., Típicamente, el

desarrollo abreviado implica la independencia de estas especies del agua

salada, siendo mínimos o inexistentes los estadios inmaduros, favoreciendo los

procesos de especiación.

Hasta 1995 el registro de las especies epígeas 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 García, 1995).. Sin embargo, en recolectas de estos últimos años

realizadas por los integrantes de la Colección Nacional de Crustáceos, del

Instituto de Biología, UNAM, en diferentes regiones del sureste de México, se

han encontrado, en principio cinco poblaciones de pequeños langostinos con

desarrollo abreviado (tres en Veracruz, una en Tabasco y una en Chiapas). Los

ambientes en los que se habitan estos palemónidos, se caracterizan por ser

arroyos de montaña que nacen en manantiales aislados y vierten sus aguas a

cañadas para desembocar en ríos más caudalosos o en lagos volcánicos,



Fig. 4a Arroyo Las Margaritas de Catemaco, San Andiés Tuxtla, Veíacmz., Lugar de

recolecta de Macrohrachium iuxilaense.

Fig. 4b Río Perlas, Oconsingo, Chiapas. Lugar de recolecta de Macrobrachium uiconni

TESIS CON 0



Si bien las cinco nuevas poblaciones de Macrobrachium recolectadas

tienen apariencia morfológica muy similar, no son idénticas, por ello la gran

interrogante a resolver es: ¿estamos frente a varias poblaciones de la primera

especie epígea del género Macrobrachium con desarrollo abreviado, frente a

poblaciones en vías de especiación, 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 región tropical de América es muy antigua, ya que sólo así podría

explicarse el patrón el patrón de distribución actual, desde la parte meridional

de México hasta Sudamérica. Este planteamiento coincide con la existencia de

estos langostinos en hábitats de agua dulce estrictamente cerrados por tierra

(Bueno y De Almeida, 1995), particularmente manantiales, pequeños arroyos

de montaña e incluso cuevas, sin ninguna comunicación con la costa

(Villalobos y Alvarez, 1999). De igual forma se debe de considerar la propuesta

hecha Dor Pereira et al. (1995L nuienes en los ñltimns años har nlanteado 1.a

idea de que este grupo de especies, caracterizadas por presentar desarrollo

abreviado ¡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 distribución, tan puntual, de estas poblaciones pueda corresponder a

relictos que lograron sobrevivir en cuerpos de agua epigeos, alejados de la costa

y en ocaciones efímeros producto de los movimientos de los continentes en

épocas remotas?. Ó bien, que las posibilidades adaptativas de las especies les

han permitido independizarse del agua salina y colonizar nuevos ambientes

aún oligotróficos, contrarrestando todas las características desfavorables de

dichos ambientes, logrando una adaptación exitosa?.

Basándonos en este escenario, se propone el presente proyecto de

investigación que tiene como objetivo estudiar la variación genética, la

morfbmetría y la ultraestructura del apéndice masculino, en tres de las cinco

poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado recientemente

u



encontradas; Macrobrachium tuxtlaense (Fig. 5a), Macrobrachium sp. 1 (Fig. 5b)

y 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 distribución continua, a lo largo de la costa este del continente, cercana al

complejo anterior, de amplia distribución y con desarrollo larval extendido, de

esta manera se tendrá un parámetro de comparación con los resultados que se

obtengan.

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 Arroyo SantiaguiHo. Santiago Tuxtla,

Veracruz.

Fig, 5c. Esquema de Macrobrachium sp.2, proveniente del Balneario San Antonio, San José Las

Choapas, Tabasco.

ú



Objetivos generales

1. Determinar, a partir de un análisis isoenzimático, morfométrico y de

ultraestructura, el nivel de variación en tres poblaciones de langostinos

con desarrollo abreviado (Macrobrachium twctlaense, Macrobrachium sp.

1 y Macrobrachium sp. 2).

2. Comparar estos resultados con el grado de variación de cuatro

poblaciones de Macrobrachium acanthurus, especie de amplia distribución

y con desarrollo larval extendido.

3. Determinar si existe evidencia suficiente para proponer que estas

poblaciones, de distribución restringida y desarrollo abreviado puedan

ser tratadas como especies distintas.
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Capítulo I

La Estructura Genética de las Poblaciones

1. Introducción

1.1 Genética de Poblaciones y evolución

Una población 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 población características propias

que la hacen diferente, aún bajo condiciones de asociación simpátrica 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 adaptación, uniendo las ideas de

selección natural de Darwin y Wallace, con las leyes genéticas de Mendel

(Eguiarte, 1986). Los objetivos de la genética de poblaciones son:

a. w.escrioir ¿os nive±es o.e variación genética, neutro y entre pouiaciones, por

medio de las frecuencias de los genes (frecuencias alélicas) y la frecuencia de

los genotipos, y

b. tratar de explicar esta variación, en términos de las distintas fuerzas

evolutivas (selección natural, deriva génica, mutación, migración y sistemas

reproductivos) (Hedrick, 1983).

Se puede definir a la evolución como cualquier cambio en las condiciones

de equilibrio de una población (desequilibrio de las frecuencias alélicas), por la

violación de una o más de las condiciones de equilibrio de la ley de Hardy-

Weinberg. Ya que ninguna población es infinitamente grande, las mutaciones

espontaneas no pueden ser evitadas ni la selección 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 límites establecidos,

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



La evolución en las poblaciones se debe a los cambios genéticos causados

por las fuerzas evolutivas y se determina mediante el análisis de las frecuencias

génicas actuales que permiten explicar cómo han cambiado en el tiempo y

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

1.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La genética de poblaciones, en su afán de investigar cómo se expanden

los genes, a través de las poblaciones de organismos, encontró una base sólida

en los trabajos del matemático inglés Godfrey H. Hardy y el obstetra alemán

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 autosómico (A y a), existen en una población, la frecuencia con la que se

presentan son p y q, (p + q = 1) respectivamente, y si el apareamiento se

produce de forma aleatoria con respecto al gen, entonces, de una generación la

frecuencia de los tres genotipos será,:

¡p + q)2 = p3 + 2pq + q3 = i

D H R
AA Aa aa

Donde p2 es la fracción de la siguiente generación que se espera sea

homocigota AA (D), 2pq es la fracción de heterocigotos esperada (H o Aa), y q2

es la fracción que se espera sea aa (R).Estas fracciones deben sumar la unidad

para explicar todos los genotipos de la población filial. Para obtener el equilibrio

genético, como lo expresa la ecuación de Hardy-Weinberg, las frecuencias

génicas se deben mantener constantes de generación en generación para ello se

deben cumplir las siguientes cinco condiciones:

(a) que el tamaño poblacional sea muy grande,

(b) que todos los apareamientos sean al azar,

(c) que todos los alelos sean igualmente competentes para dejar hijos,
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(d) que no lleguen alelos de fuentes externas, y

(e) que no exista mutación.

Si una población cumple con estas condiciones no sufrirá cambios en las

frecuencias alélicas de una generación a otra y, por lo tanto, no evolucionará

(Stansfield, 1971)

1.3 Fuerzas evolutivas

El efecto de las distintas fuerzas evolutivas (mutación, selección natural,

flujo génico, deriva génica, sistemas de apareamiento), sobre los alelos de un

locus hace que éste sea mono o polimórfico. Hay fuerzas evolutivas que pueden

aumentar la variación genética (mutación), o disminuirla como es el caso de la

deriva génica; sin embargo, las restantes fuerzas evolutivas pueden aumentar o

disminuir la variación genética dependiendo de la particularidad del caso

(Hedrick, 1983).

La mutación génica, natural o artificial, es el único fenómeno que

produce modificaciones génicas y como tal contribuye a la generación de nueva

variabilidad genética. Las aberraciones cromosómica.s y la recombinación

génica son también fuentes de variabilidad genética, pero sin modificación de

los genes ya existentes. La mutación génica, considerada en la actualidad como

un cambio en las secuencias de bases en la cadena de ADN, es un fenómeno

raro en la naturaleza {= 1 x 10 -9) (Molina, 1992).

La selección, natural o artificial, es otra de las fuerzas que modifican las

frecuencias génicas y consecuentemente las genotípicas de una población. La

selección puede ser cigótica o gamética, según actúe sobre los individuos o

sobre los gametos (Molina, 1992). Para el cálculo del cambio de frecuencia del

gen a, después de un ciclo de selección, conviene asignar a cada genotipo un

valor W, que refleje su grado de supervivencia; este valor se conoce como "valor

adaptativo", "valor selectivo" o "adecuación". Más simple, la selección natural es

el proceso por el cual genotipos con mayor adecuación (mayor capacidad de
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sobrevivir y de reproducirse en un ambiente determinado), dejan en promedio

más descendencia que genotipos con menor adecuación. Como resultado, los

tipos y frecuencias de alelos en la población cambian para promover una mejor

adaptación de la población al ambiente (Hartl y Clark, 1989).

La endogamia es el apareamiento preferencia! genotípico positivo. Es, por

lo tanto, el apareamiento entre individuos que son parientes, generando una

reorganización de los alelos dentro de los genotipos, donde la frecuencia de

homócigos se incrementa y la frecuencia de heterócigos 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 muestreo de gametos de generación en generación. La

magnitud del cambio de las frecuencias alélicas, en cada generación, es

dependiente del tamaño efectivo de la población, que se entiende como el

número de individuos que se reproducen, (Haxtl y Clark, 1989). El resultado

más importante de la deriva génica es la pérdida de heterocigosidad en las

poblaciones (Hedrick, 1983).

La migración o flujo génico tiene dos efectos; por un lado puede aumentar

la variabilidad genética existente en una población, en un momento dado,

variación sobre la cual puede operar la selección natural y conducirnos a la

adaptación o puede provocar que intervengan individuos con genes adaptados a

otras condiciones y, en consecuencia, que disminuya el índice de

funcionamiento en la adaptación promedio de la población (Eguiarte, 1986;

1990 y Eguiarte et al., 1990). Aunque el flujo génico puede restringir la

evolución previniendo la adaptación a condiciones locales, también puede

promoverla a través de la dispersión de nuevos genes a través del área de

distribución de las especies (Slatkin, 1987).
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1.4 Variación genética

La descripción de la variación genética dentro y entre poblaciones es una

parte central de la genética de poblaciones (Hedrick, 1983); esta descripción

consiste en analizar las proporciones correspondientes a los distintos genotipos

y su distribución en el espacio y tiempo y nos referimos a ella como estructura

genética de una población (Loveless y Hamrick, 1984 en Eguiarte, 1990).

La base genética de la variación se explica con los trabajos de Mendel,

quien descubre la herencia por segregación de caracteres y distribución

independiente de estos (Hartl y Clark, 1989). La variación, al ser hereditaria, es

la materia prima de la evolución, ya que el cambio de la proporción de

variantes, de una generación a otra, es lo que se llama evolución (Futuyma,

1998).

La manera como se distribuye la variación genética dentro y entre

poblaciones, constituye su estructura genética e involucra el sistema espacio

temporal de las frecuencias genotípicas (Allendorf, 1983)

La variación genética puede ser medida a través de la proporción de loci

polimórficos, o a través de la frecuencia promedio de individuos heterócigos por

locus. El uso de cálculos estadísticos, permite expresar el nivel de

diferenciación genética entre poblaciones geográficamente separadas. Es así

como Nei (1972), propuso un método útil para estimar la diferenciación

genética entre poblaciones utilizando datos electroforéticos definiendo la

distancia genética, que estima el número de sustituciones alélicas por locus

que han ocurrido en la evolución independiente de las poblaciones (Ayala y

Kiger, 1984). A partir de estas distancias es posible reconstruir las relaciones

entre las poblaciones.

Otro índice que permite expresar el nivel de variación genética entre

poblaciones es el índice de diferenciación Fst) para el que Wright consideró el

caso donde una población original se dividió en un número grande

(teóricamente infinito) de poblaciones y se alcanzó el equilibrio después de



muchas generaciones. Este índice 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 acuñar el término de

isozymas, para describir las diferentes formas moleculares de las enzimas, en

una especie, que presentan una actividad catalítica común. Estas enzimas

funcionales confieren flexibilidad, versatilidad y precisión a los organismos

desde el punto de vista de funciones metabólicas (Acquaah, 1992).

La electroforésis es una técnica bioquímica versátil que detecta la

variación genética. Fue introducida por Tiselius en 1937 y consiste,

básicamente, en la migración de las proteínas en una matriz de almidón,

agarosa, policridamina o acetato de celulosa., Este movimiento se debe a la

carga de las cadenas de aminoácidos básicos (NH3+) o ácidos (COO ), donde

la carga neta de cada nroteína varía con el ph. La migración de las proteínas

también se ve afectada por el tamaño y la forma de éstas. En sí, el objetivo que

se persigue con la técnica de electroforésis, es el de encontrar cambios

ocurridos por mutaciones, en las secuencias de aminoácidos que codifican

locus específicos de ADN, los que pueden observarse en la alteración de la

forma, carga neta, eficiencia catalítica y estabilidad de la molécula (Hillis y

Moritz, 1990; Helena laboratories, 1993).

Los genes que codifican proteínas tienen dos propiedades que les

confieren ciertas ventajas como marcadores genéticos: la primera, es que una

fracción significativa de estos genes son polimórficos en la mayoría de los

organismos; y la segunda, es que estas diferentes formas o alelos generalmente

son codominantes, lo que permite relacionar los fenotipos observados

(electromorfós) con determinados genotipos (Weeden y Wendel, 1989).

Los estudios de electroforésis de isoenzimas, particularmente en

crustáceos, han sido utilizados para evaluar el status genético de poblaciones

naturales, para el mejoramiento genético de especies cultivables, identificación
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de especies cercanamente relacionadas, estimación del grado de parentesco de

diferentes taxa y en la reconstrucción 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 variación genética entre y dentro de

ellas. Es común encontrar que las poblaciones naturales estén físicamente

separadas o subdivididas en pequeños demos o subpoblaciones aisladas

geográficamente (modelo de islas o stepping-stone), en las cuales la cantidad de

similitud genética puede diferir. También, podemos encontrar especies en las

cuales la población entera puede constituir un ente panmíctico (potencialmente

todos los individuos se pueden entrecruzar), o el caso en el cual la especie es

una población única continua, geográficamente dentro de la cual ios individuos

se entrecruzan solamente con los organismos más próximos.

Cuando la población tiene subpoblaciones localizadas en las cuales existe

deriva génica, o el apareamiento entre individuos no es al azar a lo largo de la

población, o si la migración no tiene probabilidades iguales a través de la

población, se considera que la población esta estructurada (Hedrick, 1983).

La estructura genética de las poblaciones se ve afectada por el tamaño,

número y edad de los individuos de cada población [Hartl y Clark, 1989). La

importancia de conocer la estructura genética de una especie radica en poder

predecir la evolución de sus poblaciones.

1.7 Estimadores usados en genética de poblaciones:

1.7.1 Variación genética

Los índices más utilizados para conocer la variación genética dentro de

una población son:
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1). Proporción de locipolimórficos (P). Un locus es polimórfico cuando presenta

más de un alelo. Ya que la probabilidad de encontrar más de un alelo en un

locus se incrementa a medida que aumenta el número de individuos

muestreados, se determinó un criterio arbitrario para decidir si un locus es

polimórfico, independiente del número muestral. Por ello se dice que un locus

es polimórfico cuando la frecuencia del alelo más común no excede el 95% ó el

99% (Hedrick, 1983; Hartly Clark, 1989). Para estimar el polimorfismo, se debe

calcular la proporción de loci que fueron polimórficos con relación al total de

loci estudiados. Toma valores entre 0 y 1, cercanos a cero indican la no-

existencia de variación genética y cercanos a 1 indica que todos los gene/loci

tienen dos o más alelos.

2). Heterocigosidad promedio esperada (Hj. Es el porcentaje promedio de loci

heterócigos por individuo, o equivalente, el porcentaje promedio de individuos

heterócigos por locus. Se calcula obteniendo la heterocigosidad en cada locus

como H = 1-Z pi2; donde pi es la frecuencia de cada uno de los alelos presentes

en el locus, y luego se obtiene el promedio para todos los loci estudiados Este

índice puede tomar valores desde 0 (cuando no existe variación genética) a 1,

(Hartl y Clark, 1989).

3). Número promedio de alelos por locus (A). Es simplemente el resultado de

obtener el promedio aritmético del número 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 población. El coeficiente de endogamia

(F) de Wright (1921) y mide la reducción en la heterocigosidad dentro de una

población debido al entrecruzamiento entre parientes, con respecto a la

heterocigosidad esperada en equilibrio Hardy-Weinberg.

El índice F, se define como: F = 1-(proporción de heterócigos

observados/proporción de heterócigos). F es igual a cero (0) si la población se

encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg, dado que 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 población

y de +1 si sólo se presentan individuos homócigos.

Además de expresar la endogamia promedio de todos los miembros de una

población en una generación particular, el coeficiente de endogamia también es

una medida de la probable identidad alélica de un solo individuo endogámico.

"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 común (Castañeda, 1996).

1.7.3. Estadísticos F de Wrigt

Los estadísticos F probablemente sean la medida de diferenciación de las

poblaciones, más utilizada, están basados en la partición de la varianza

genética dentro y entre las poblaciones, midiendo el grado de endogamia y

aislamiento en términos de la distribución de la varianza genética (Costa y

Ross, 1994; En Eguiarte. 1990). Estos estadísticos permiten analizar las

proporciones de heterocigotos en tres niveles jerárquicos, dentro de cada

subpoblación ¡P¿s), entre subpoblaciones (F3Í) y en la población en conjunto {Fit}.

Una población subdivida tiene tres distintos niveles de complejidad:

individuos (i(, subpoblaciones (S) y la población total (7). Que en términos de

heterocigosidad son Hi - la heterosigocidad de un individuo en una población,

Hs = la heterocigosidad esperada de un individuo en una población equivalente

con apareamiento al azar. Hi es la heterocigosidad observada promediada a

través de todas las subpoblaciones. Hs representa el nivel de heterocigosidad

que podría ser encontrado en una subpoblación si la subpoblación tuviese

apareamiento al azar. Ht, representa cual sería 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 subpoblación s, y Hs es la heterocigosidad esperada en Hardy-



Weimberg en la subpoblación s entonces Hs = 1-X p2^ donde la sumatoria es

sobre todos los alelos.

/-/ 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, HT = 1-S p2
x. Los estadísticos F son calculados a partir de las

frecuencias genotípicas en cada locus.

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

esperada bajo apareamiento al azar, se define como:

Fu = (Hs - Hi) / Hs

Donde Hs y H¡ son las proporciones de heterocigos promedio observada y

esperada, respectivamente, dentro de la subpoblación (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 y Clark, 1989),.

Fu = mide la reducción en la heterocigosidad de un individuo relativo a la

población total, incluye la contribución debida al apareamiento al azar dentro

de las subpoblaciones y a la subdivisión por si misma, se define como:

(Fu = (Ht - Hs) / Ht)

Donde Hs es la heterocigosidad observada en la subpoblación y Ht es la

proporción de heterocigos esperada en el ámbito global. En términos simples el

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

Fst = se conoce como índice de fijación subpoblacional total o de

diferenciación y mide la fijación 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 Fst por lo tanto depende de la cantidad de divergencia

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

Fst = (Ht - Hs) / Ht,

Donde Hs es la proporción promedio de heterócigos esperada en la

subpoblación y Ht es la proporción de heterócigos promedio esperada a nivel

global (Wright, 1978; Hartl y Clark, 1939). Si ^sí es igual a cero, se tiene que la

población está en equilibrio de Hardy - Weimberg y si es igual a uno todas las

poblaciones son diferentes entre si, esto se entendería si hay alelos fijos para

las distintas poblaciones.

Weir y Cockerham (1984) introdujeron los estimadores f, theta y F} que

son equivalentes a FlSj Fst y Fu, pero tienen la ventaja de considerar la

posibilidad de diferentes tamaños de muestras en términos de poblaciones

observadas, individuos muestreados, loci registrados y aíelos observados, los

cuales se interpretan como un signo de que la estructura poblacional es

demasiado pequeña para ser detectada.

1.7.4 Distancia e Identidad genética

Son otros índices capaces de estimar las diferencias entre poblaciones en

términos de su composición genética. La distancia genética, es el grado de

diferenciación genómica entre pares de poblaciones o especies. La manera más

común 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

alélicas son iguales, la distancia genética será igual a cero y su valor irá

aumentando conforme las frecuencias alélicas se vayan diferenciando (Nei,

1987). Es común pensar que las poblaciones de una especie que están más

próximas geográficamente, sean las más 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 población tienden a aparearse con los más

próximos geográficamente, de lo esperado por el azar. La distancia genética se

ha descrito como D - - In I; donde 7, es la identidad genética y se define como la

probabilidad de escoger un par de alelos idénticos, uno proveniente de la

población X y otro de la población Y. 7, toma valores que van de O a 1, es de 1 si

las poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas y de cero sino comparten

átelos, (Nei, 1987).

Los métodos de distancia tienen la finalidad de reducir los datos a una

matriz de distancia entre taxa y permiten construir un árbol 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 genotípicas a distancias genéticas (Wrigt, 1978). Las

distancias comúnmente usadas son las de Nei (1972 y 1978). La distancia

genética de Nei intenta medir el número de sustituciones de codones por locus

que han ocurrido después de la divergencia entre un par de poblaciones (taxa)

(Swofford y Olsen, 1990). Esta interpretación es valida sólo si la tasa de

sustitución génica por locus es uniforme a través de los loci y los linajes (Hillis,

1984). Existen varias formas de agrupamíentos 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

posición adecuada a lo largo del eje de distancia. Cada vez que se selecciona un

elemento de la matriz se construye una nueva con un número 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 más pequeño. En cada ciclo del proceso de agrupamiento,

los OTUs son agrupados de acuerdo a la distancia más pequeña de los taxa

involucrados (Avise, 1994). La principal suposición de este método de
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agrupamiento, es que la tasa de sustitución 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 árbol aditivo. Esta

conceptualmente relacionado con el UPGMA, pero permite tasa desiguales de

cambio molecular entre ramas. En términos prácticos no supone que todos los

linajes han divergido en iguales cantidades. Esto lo hace construyendo en cada

paso del análisis una matriz de distancias transformadas que tienen el efecto

de ajustar la longitud de las ramas entre cada par de nodos. El árbol se

construye uniendo los pares de nodos de menor distancia en la matriz de

distancia transformada (Avise, 1994).

1.8 Genética poblacional en crustáceos

Los crustáceos decápodos presentan niveles relativamente bajos de

polimorfismo enzimático (Tabla II). La heterocigosis media reportada para

crustáceos, en general, es de 0.082 (Nevo eí al, 1984) y de 0.048 para

decápodos (n = 65 especies, intervalo 0.000 - 0.128) (Hedgecock eí al, 1982).

Lester (1979) reporta niveles de heterocigosidad media para Farfantepenaeus

aztecas de 0.089, de 0.084 para Litopenaeus setiferus y de 0.070 para

Farfantepenaeus duóranim, considerándolos valores intermedios con relación a

otros crustáceos marinos. Dalí eí al (1990) establecen que la diversidad

genética en los Penaeídae aparece entre los niveles más bajos reportados para

animales, lo que es confirmado más tarde por Tam y Chu (1993), donde se

reportan valores de heterocigosidad entre 0.007 y 0.049, para Farfantepenaeus

y Metapenaeus, respectivamente. Valentine y Avala (1976) reportan diferencias

considerables en los niveles de variación isoenzimática en las especies de krill,

Euphausia superba (H = 0.057), Euphausia mucronata (H = 0,141) y Euphausia

distinguenda (H = 0.213), encontrando que estas diferencias están

inversamente correlacionadas con la latitud. Los valores de variación genética

son igualmente bajos para langostas del género Homarus. Tracey eí al. (1975)

observan una heterocigosidad media de 0,04 en H americanus. Hedgecock et



al. (1977) estudiaron dos poblaciones de H. gammarus de aguas europeas para

las que reportan valores de 0.03 y 0.055, respectivamente.

En relación 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 río y un

lago conectados al Río 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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Objetivos particulares:

1. Obtener las frecuencias alélicas de los distintos loci analizados, medíante

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 abreviado y cuatro de desarrollo

extendido.

2. Determinar los estimadores de variación genética intrapoblacional,

Heterocigosidad (H), Polimorfismo (P) y Número de alelos compartidos

{Ac), para cada una de las siete poblaciones en estudio.

3. Determinar el coeficiente de endogamia (F) como un estimador de la

estructura poblacional, en cada una de las siete poblaciones estudiadas.

4. Determinar los índices de Wright (1951), Fu, Fis y Fst, con la finalidad de

describir la estructura genética de las poblaciones de Macrobrachium en

estudio.

5. Calcular los índices de distancia e identidad genética, para estimar las

diferencias entre poblaciones en términos de su composición genética.

Hipótesis de trabajo

1. La separación geográfica y el desarrollo abreviado que presentan las

poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp. 1 y

Macrobrachium sp. 2, constituyen una barrera para el flujo de genes entre

ellas.

2. Sí las poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp.l y

Macrobrachium sp. 2 se encuentran fijas para diferentes alelos, o si las

frecuencias alélicas son distintas, entonces las poblaciones estarán

diferenciadas genéticamente,.
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Fig. 6 Mapa de la ubicación geográfica de las siete poblaciones en estudio-

Los ejemplares fueron recolectados entre la vegetación de las orillas de

los arroyos y lagunas con redes de cuchara. Los animales fueron mantenidos

vivos en cubetas de plástico, con agua y aireadores, hasta el momento en que

se midió su longitud total (Lt) y la longitud del cefalotórax (Le). Los animales,

aún vivos, fueron envueltos en papel aluminio con su respectiva tarjeta de

identificación y congelados en nitrógeno líquido a una temperatura de -80 °C.



2. Materiales y Métodos

2.1 Recolecta del material biológico

Entre los días 27 y 29 de septiembre de 1997, se recolectaron ejemplares

de Macrobrachium tuxtlaense y Macrobrachiutn sp. 1 en dos localidades del

estado de Veracruz. La tercera población de Macrobrachium sp. 2 fue

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

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

referencia para comparación, fueron recolectados entre los días 12 y 14 de

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

fue recolectada el día 25 de enero de 1998 en la Laguna Horizonte, en el estado

de Tabasco, México (Tabla III, Fig. 6).

Tabla III Localidades, ubicación geográfica y tamaño de muestra de las siete poblaciones en
estudio.

u OlCclClOli L-ocanaaa municipio .especie n

18° 24' N
95° 01'W

18° 28' N
95° 17'W

17° 51' N
94° 05' W

18° 30' N
95° 01' W

18° 37' N
95° 05' W

18° 461 N
95" 48' W

18° 14' N
92" 50' W

Las Margaritas
Lago de Catemaco

Río Santiago
Santiago Tuxtla

Balneario San Antonio
San José Las Caoapas

Lago de
Sontecomapan

Arroyo cerca del Río
Máquinas-Montepío

Laguna de Alvarado

Laguna Horizonte

San Andrés Tuxtla M. tuxtlaense 36
Veracruz

Santiago Tuxtla M,sp 1 48
Veracruz

Las Choapas .
Tabasco

M. sp, 2 28

Catemaco , Ai. acanthurus 35
Veracruz

San Andrés Tuxtla , M. acanthurus 30
Veracruz

Alvarado f M acanthurus 35
Veracruz

Nacajuca, M. acanthurus 30
Tabasco



2.2 Separación del tejido blando

Una vez en el laboratorio, con especial cuidado y rapidez, se separó el

exoesqueleto del cefalotórax (caparazón) 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 disectó el segundo pleópodo (Fig. 7), el que fue

observado con microscopía óptica para la identificación del apéndice masculino,

estructura propia de los ejemplares machos. De esta manera sé identificó el

sexo de cada animal. Finalmente, los segundos pleópodos de los machos se

conservaron en alcohol al 70% para el análisis de ultráestructura de igual

forma se conservaron el exoesqueleto del cefalotórax (caparazón) y los segundos

pereiópodos mayores, de todos los ejemplares para el estudio de morfología y

morfometría (Fig. 7).

tñi\L -i.

1%
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Fig. 7 Separación de los distintos tejidos y estructuras, para los análisis correspondientes.



2,3 Electroforésis en acetatos de celulosa

En los ejemplares de tamaño pequeño (< 3.0 cm) se utilizó todo el tejido

blando para este análisis, y en los animales de mayor talla, el tejido blando fue

cortado longitudinalmente, obteniendo una porción de cada uno de sus órganos

y apéndices. Los ejemplares enteros y las mitades de éstos, fueron colocados en

tubos de eppendorf de 1.5 mi y macerados en 400 ul de agua destilada. El

homogenado se centrifugó en frío, por 10 minutos a 15,000 rpm. Se utilizaron

alícuotas 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 enzimáticos.

En el caso de las enzimas Mpi e Idh, el corrimiento se hizo por 30

minutos; con las enzimas Gópdh, Pgi, Me y Got, por 60 minutos, y con las

enzimas Mdh y Pgm, por 90 minutos (Tabla IV), utilizando la técnica de

Richardson et al, 1986. Las recetas utilizadas para la tinción de las enzimas

son de Herbert y Beatón (1993). Las recetas y los sistemas amortiguadores se

muestran en los anexos I y II.

De la lectura de los electromorfos se construyó la tabla de presencia

alélica para cada población. Se determinó el porcentaje de alelos compartidos,

entre las poblaciones y utilizando los alelos como caracteres y su presencia /

ausencia como estado del carácter se construyó un fenograma de similitud

alélica mediante en método de parsimonia, utilizando el programa PAUP

(Phylogenetic analysis using parsimony, Swofford, 1990).

En el análisis de datos, se estimó la variación genética de cada población

de la siguiente forma. Los electromorfos (genotipos 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 población,

a partir de las cuales se calcularon: las frecuencias genotípicas, porcentaje de

locí polimorficos (P), la heterocigosidad (H), el número de alelos por locus (A), el

número de alelos por íocus polimórfico, el número efectivo de alelos por locus



(Ap) y el numero efectivo de alelos por locus polimórfico. También se estimaron

para cada población, los coeficientes de endogamia (F) y los estadísticos F de

Wright (Fit, Fis, Fst). Para los valores promedio de los estadísticos 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 estadísticos Fis y

Fk, por locus, fueron significativamente distintos de cero, se utilizó la prueba de

x2 de Liy Horvitz (1953):

{ x2 = I" N (K - 1) }

Donde: gl = K (K - 1), K= número de alelos y N= tamaño muestral.

Para probar la significancia distinta de cero, del Fst, se utilizó la prueba

de x2 de Workmam y Neiswander (1970):

{x2 =2 NFst(K-l)}

Donde: gl- (k-l)(s-l), a - número de subpoblaciones.y K= número de alelos.

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 resultados 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 geográficas entre las distintas

poblaciones. Las correlaciones entre los logaritmos de las distancias genéticas

vs los logaritmos de las distancias geográficas, se analizaron mediante el test de

Mantel, utilizando el programa TFPGA con 10,000 permutaciones al azar.



3. Resultados

3.1 Variación ísoenzimáíica y frecuencias alélicas

Debido a los escasos estudios de electroforesis de isoenzimas en acetatos

de celulosa para crustáceos decápodos, fue necesario ensayar distintos

sistemas de extracción, enzimas y sistemas amortiguadores de corrida y lograr

un protocolo adecuado para el género Macrobrachium.

Para la extracción de las enzimas, se hicieron pruebas con agua destilada

y los siguientes sistemas amortiguadores: tris HC1, tris citrato/borato y tris

malato EDTA. En principio, se ensayaron las siguientes catorce enzimas:

malato deshidrogenasa (Mdh), malato-6-fosfoisomerasa (Mpi), enzima málica

(Me), glucosa-6-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 (óPgdh), xanthine deshidrogenasa (Xdh) y

glutamato oxalacetato (Got). Todas estas enzimas se corrieron en los siguientes

sistemas buffer, adecuándolos a un ph óptimo: citrato fosfato 0.01M, tris

malato 0.05M. tris maleato 0,015M, tris citrato y tris glicina.

En la extracción 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 más de la mitad de los ejemplares de algunas

poblaciones, por lo que decidimos retirarlas del estudio para evitar algún sesgo

en el análisis de los resultados. Entonces, el estudio se realizó en función de la

variación isoenzimática de las siguientes ocho enzimas: Mdh, Mpi, Me, G6pdh,

Idh, Pgi, Pgm y Got



En los siguientes seis sistemas enzimáticos (G6pdh, Me, Mdh, Pgm, Mpi e

Idh), el sistema amortiguador donde se obtuvo la mejor resolución y número 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

electrofoiesis

Enzima

G6pdh-1

Pgi-1
Me -1
Mdh-1
Pgm-1
A .»__ • r\
IVipi-^r

Idh-1
Got-1

Código

EC 1.1,1,49
EC.5.3,1 9

EC, 1.1.1.40
EC.,1.,1 1.37
EC 2.7.5.1
EC.,5.3. i.,8
EC. 1.1.142
EC.2.,6.,1.,1

Amortiguadoi
de conida

Tiis malato 0,05
Citi-ato fosfato 0,01
Tris malato
Tris malato
Tiis malato
Tris malato
Tris malato
Tris citrato

0 05
0 05
0.05
0,05
0.05
0.05

M
M
M
M
M
M
M
M

p h

7.8
6.4
7 8
7,8
7., 8
7.,8
7.8

8.2

Tiempo
(min)

6 0

60
60
80
90
30
30

60

Voltaje
(volt)

80
80
80
80
80
80
80
80

Amperage
(mA)

5

5
5
5
5

5
5
5

Las enzimas: G6pdh, Me, Pgm y Got presentaron sólo un loci de

actividad en las siete poblaciones en estudio; sin embargo, la enzima Pgi

presentó dos loci de actividad, pero en todas las poblaciones se trabajó con el

Pgi-1, ya que el segundo loci en la mayoría 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 sólo se observó el locus Idh-1; por lo que,

necesariamente, se leyó este locus con la finalidad de estandarizar los datos y

hacer comparables los resultados. Finalmente, la enzima Mpi presentó dos loci

de actividad para las siete poblaciones; pero Mpi-1 no era suficientemente



legible, por lo que se decidió leer el loci Mpi-2, en las siete poblaciones, (Figs. 8

a-k) .

* Individuo heterócigo

Fig.Sa., Zimograma del Sistema Mdh. Se muestran los dos loci resueltos para las tres

poblaciones de MacrobracMum 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 pata las siete

poblaciones del género MacrobracMum.

Individuo heterócigo

Fig.Sb. Zimogiama del Sistema Mdh Se muestran los dos loci resueltos paia las tres

poblaciones de desarrollo abreviado del género Macrobrachium y los alelos 1 y 2 del loci 1 con

el que se hizo la comparación isoenzim. ática
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Fig.8c. Zimograma del Sistema Me-1. Se muestra el único locus resuelto para las siete

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

FigSd. Zimograma del Sistema Got-1. Se muestra el único locus resuelto para las tres

poblaciones del género Macrobrachium. con desarrollo abreviado, con dos de los cuatro alelos

resultantes

Fig.8e. Zimograma del Sistema Got-1. Se muestra el único locus resuelto paralas cuatro

poblaciones Macrobrachium acanthuru.^ con los dos alelos resultantes

! FILá ;



Fig.Sf, Zimograma del Sistema G6pdh-1,, Se muestra el único locus resuelto para las

siete poblaciones de Macrobrachium con los cuatro alelos resultantes.

* Individuo heterócigo

Fig.Sg. Zimograma del Sistema Gópdh-1. Se muestra el único locus resuelto para las siete

poblaciones del género Macrohrachium con los cuatro alelos resultantes Los individuos cuatro

y seis (de izquierda a derecha) son heterócigos (14 y 23 respectivamente)..

i "•
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Fig..8h. Zimogratna del Sistema Idh-1. Presentó dos loci de actividad sólo para ejemplares de

las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado,, El locus 1 que fue el común para las

siete poblaciones de Macrobrachium es monomórfíco para las poblaciones de M, acaníhurus

(alelo 2} y polimórfico para las tres poblaciones de desarrollo abreviado (alelos 1 y 2 ).,

FigSi Zimograma del Sistema Mpi-2. Presentó dos loci de actividad para todas las

poblaciones de Macrobrackiurru pero el locus 1 es muy poco legible y se comparó sólo el locus

dos Se señalan dos de tres alelos resultantes.,

\ -í h
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* Individuo homócigo.

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

de Macrobrachium Se señalan tres de los cuatro alelos resultantes.

* Individuo heterócigos.

FigSk Zimograma del Sistema Pgm-1., Presentó un loci de actividad para las siete poblaciones

de Macrobrachium^. Se señalan 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 señalar

que las cuatro poblaciones de Macrobrachium acanthurus presentan los mismos

alelos para los loci enzimáticos analizados en las enzimas Mpi-2, Idh-1, Pgm-1,

Pgi-1 y en las otras cuatro enzimas al menos un alelo es común 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

patrón establecido, excepto para la enzima Idh-1, en donde los alelos 1 y 2

están presentes en las tres poblaciones.

La población de Macrobrachium twctlaense es la que presenta un mayor

numero de alelos, por ejemplo en los loci enzimáticos de la Mdh-1 y Me-1 tiene

cuatro variantes alélicas; sin embargo, la población de Macrobrachium sp. 1

está fija para el alelo 2 en ambas enzimas y la de Macrobrachium sp. 2 está fija

para el alelo 2 en la Me-1 y presenta los alelos 2 y 4 para la Mdh-1.,

En el caso de la G6pdh-1 el máximo de variantes alélicas encontradas es

de cuatro, los mismos cuatro alelos presentes en la población de

Macrobrachium sp. 1. Macrobrachium sp. 2 presenta tres de estos alelos, sólo 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 más alelos para la

población 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.

3.2 Variación genética

Proporción de loci polimórficos. De los ocho loci determinados, todos

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



V); lo anterior, según el criterio de que el alelo más común no exceda el 95% de

la población.

Así, los loci G6pdh-1, Mpi-2 y Pgm-1 resultaron ser polimórficos para

todas las poblaciones. El Mdh-1 también lo fue, excepto para la población de

Macrobrachium sp. 1 del arroyo Santiaguillo y la población de M. acanthurus de

Tabasco. Respecto a la PGI-1, fue polimórfica para todas las poblaciones,

excepto para la población de Macrobrachium sp. 1 de Santiaguillo y las

poblaciones de M. acanthiirus de Tabasco y Alvarado. La Idh-1, sólo fue

polimórfica para las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, y la

Got-1 fue polimórfica sólo para M. twctlaense y las poblaciones de M.

acanthurus de Montepío y Tabasco. La enzima Me resultó ser monomórfica 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, Montepío y Tabasco

(Tablas V y VI).

Los valores de polimorfismo [F), calculados al 95% para las cuatro

poblaciones de M. acanthurus están dentro del intervalo de 37.5% - 62.5% que

en promedio presentan un polimorfismo del 50%. Las poblaciones de M.

twctlaense y Macrobrachium sp. 2 de San Antonio tienen un polimorfismo del

75%. Sin embargo, la población de Macrobrachiumsp. 1 del arroyo Santiaguillo

sólo 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. tuxtlaense, 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,,

Población 1: Macrobrachium tuxtlaense

Población 2: Macrobrachium sp 1

Población 3: Macrobrachium sp. 2

Poblaciones 4, 5, 6 y 7: Macrobrachium acanthurus

Locus Alelo

1

Catemaco

P O
2

Santiago

B L A
O

San
Antonio

C I O N
4

S ontecomapan

5

Montepío

6

Alvarado

7

Tabasco

MDH-1

ME-1

GóPDH-1

MPI-2

ÍDH-1

PGM-1

PGI-1

GOT-l

1
2
3

4

1
2

3

4

1

2

4

1

2
3

1

2

1

2

3
4

1
2
3

1

2

3

4

1
2
3
4

1
2
3

4

1
2

2

1

2

2

3

1

2

2

3

4

2

2

1

2
~io
4

2

1
2

1
2

1

2

4

2

2
3

4

1
2
oo

1
2

2

3

4

1

2

3

2

2

4

3

1

2

2
n

2

2
3

1

2

2

1
2

4

3

1
2
3

2
3

2

2
3

1
2

1

2

2

4

3

1

2

3

2
O

2

2

3

2

1

2

1
2

4

3

1
2
3

2
3

2

2
3

2

2

á 4 5 a
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Heterocigosidati 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).

Número 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

número alélico por loci polimórfico, entonces [A] aumenta a 2.20; mientras que

para M. tuxtlaense, A es igual a 2.62. Para Macrobrachium sp. 1 el número

alélico es de 1.75, el cual aumenta a 2.5 si se considera sólo el número de

alelos de los loci polimórficos. El valor de A calculado para la población de

Macrobrachium sp. 2 es de 2.25 ó de 2.67, si se considera sólo el número de

alelos en los loci polimórficos (Tabla VI).

El valor promedio de número de alelos efectivos por loci (Ap), para las

cuatro poblaciones de M. acanthurus fue de 1.34, pero considerando sólo los

alelos de los loci polimórficos, este índice toma el valor promedio de 1.54. Para

M tujcflaense, Ap es igual a 1.46 y para Macrobrachium sp. 1 el número de

alelos efectivo por loci es equivalente a 1.12, pero considerando sólo los loci

polimórficos, Ap adquiere el valor de 1.25. Finalmente, la población de

Macrobrachium sp. 2 es la que tiene el mayor valor de alelos efectivos por loci,

Ap es igual a 1.82 y/ó de 2.09, si se cuentan sólo los alelos efectivos de los loci

polimórficos (Tabla VI).
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En un análisis de alelos compartidos entre las siete poblaciones en

estudio, se pudo constatar que el porcentaje más alto lo presentan las cuatro

poblaciones de la especie Macrobrachium acanthurus (desarrollo completo), con

porcentajes que están 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 están más cercanas

geográficamente son las que menos alelos comparten y viseversa. Por ejemplo;

M, tuxtlaense y Macrobrachium sp. 1 sólo comparte el 46% de los alelos y están

separadas por tan solo 15 kilómetros.en cambio Macrobrachium sp.l comparte

con Macrobrachium sp. 2, un 52% de los alelos y están separadas por 147.2

kilómetros. Lo mismo sucede con las poblaciones de Macrobrachium.

acanthurus por ejemplo las poblaciones de Alvarado y Montepío tienen el menor

porcentaje de alelos compartidos dentro de su grupo (71%) sin embargo son las

más cercanas geográficamente (17 kilómetros) en cambio las poblaciones de

Tabasco y Montepío son las que comparten el mayor porcentaje de alelos (88%)

y son las más alejadas geográficamente (316 kilómetros) (Tablas VII y VIII).

También es interesante hacer notar que las poblaciones con desarrollo

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 población de M.

acanthurus y sólo entre el 46% y 50% con las otras poblaciones de desarrollo

abreviado (Tabla VII).

Utilizando a los alelos como caracteres y su presencia / ausencia como

estados del carácter se construyó 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 politomía. La

primera rama, esta resuelta y une a las cuatro poblaciones de Macrobrachium,

acanthurus que comparten once de los dieciseis alelos. M. acanthurus de

Montepío, Alvarado y Tabasco son básicamente iguales en su conformación

alélica comparten trece de dieciseis alelos y difieren de la población de M.



población de M. acantkurus de Sontecomapan en un solo cambio. La segunda

rama es una rama resuelta y esta sustentada por un 79%, une a las

poblaciones de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp, 2, que comparten

once de veintiún alelos. La tercera rama separa completamente la población de

Macrobrachium tuxtlaense del resto de las poblaciones analizadas (Fig. 9).

Las frecuencias alélicas para cada locus por población, 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 mayoría 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 la Pgi-1 y de la Got-1. Las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo

abreviado (poblaciones 1 a 3), en cambio presentan frecuencias alélicas

distintas sin un patrón establecido y el número de alelos fijos en estas

poblaciones varía entre ellas, es así como M. tuxtlaense no presenta alelos fijos

en ningún 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 y la población de

Macrobrachium sp. 2 tiene claramente dos loci fijos para algún alelo, la Me-1 y

la Got-1 (Tabla IX). Sin duda la población de Macrobrachium sp, 1 es la que

presenta un mayor número de alelos fijos para los distintos loci ensayados, y

por ende, un menor polimorfismo enzimático.
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M. tuxiiaense

M sp 1

M sp2

M. acanthurus S

M.acanthurus M

M,acanthurus A

M acanthurus T
5 changes

Fig. 9 Fenograma paia siete poblaciones del género Macrobractum tomando como caracteres ia

piesencia / ausencia de los alelos Mediante el método de parsimonia con un boostrap = Í00



Tabla LX. Piecuencias alclioas, por locus para las siete poblaciones fie Macrobrachiitm en estudio

Locus 1

Cate maco
2

Santiago

P O
3

San Antonio

B L A C I O
4

So n teco m apaii

N
5

Montepío

6

Alvarado
7

Tabaseo

MDH-1
N / Alelos

1
2

3

4

ME-1

N / Alelos

1

2
3

•1

G6PDH-1

N / Alelos

1

2
3

4

MPI-2

N / Alelos

1

2

3

IDH-1

N / Aleios

1

2

PGM-1

N / Alelos

1

2

3

4

P G M

N / Aleloa

1

2

3

GOT-1

N / A lelos
1

2

3

4

4 8

0 083
0 6-16
0 063
0 208

4 8

0 250

0 552
0 177

0 021

48

0..125

0.875
0.000

0.000

-18

0.000

0..042
0.958

4 8

0 990
0 010

-18

0 000
0 927
0 073
0 000

48

0,927

0.073
0.000

48

0 000

0..865

0 083
0 052

36

0 000
1.000

0,000
0.000

36

0.000
1.000
0.000

0.000

36

0 014

0 042
0 847

0 097

3 6

0 000
0.125

0.875

36

0 972
0 028

36

0.. 125

0.875
0,000
0.000

36

1 000
0.000

0 000

36

0 000
0 000

0 000
1 000

28

0.000
0.929

oooo
0 071

28

0 000
1 000

0 000

0 000

28

0 000

0 214

0 571

0 214

28

0 179

0 500

0 321

28

0.429

0 57 5

28

0.000

0 411

0 518

0.071

20

0.225

0 625

0.150

28

0.000

1.000

0 000

OOOO

35

0 000

0 771

0 000

0 229

35

0 000

0 000

1 000

0 000

35

0.429

0,571

0,000

0.000

35

0.000

0..O29

0.971

35

0 000

1.000

35

0.000

0.857

0 143

0.000

35

0.071

0.929

0.000

35
0 000

1 000

0 000

0 000

30

0.117

0.650

0 000

0.233

:'.o
0 000
0 000

1 000
0 000

30

0 117
0 783

0 100
0 000

30

0 000
0.167

0.833

30

0.000

1 000

30

0.000

0.900
0.100

0.000

30

0.150
0 850

O.UÜO

30

0 033

0 967
0 000

0 000

35

0.000
0.629

0.000
0.371

35

0.000

0.000

1.000

0.000

22

0.205

0.409

0.386

0 000

35

0.000

0 043

0.957

3 4

0 000

1 0 0 0

3-1

0.000

0 676

0 279

0.044

35
0 000

1.000

0 000

35
0 029

0 971

0.000

OOOO

3 0

0 000

1 0 0 0

0 000

0 000

3 0

0 000

0 083

0 917

0 000

30

0 183

0 683

0 133

0 000

30

0 000
0 150
0 850

2 8

0 000
1 000

3 0

0 000

0 767
0 233

0 000

30
0 000

í 000
0 000

30

Ü 000
1 000
0 000

0 000



La I y 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 ± 0.052, y 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 proporción de réplica que

soportan cada nodo están 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 completo) 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, aún

cuando la población de Macrobrachium sp. 2 esta más 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, 1 y

Macrobrachium sp. 2 tienen una distancia genética de 0.31 y están en una

rama resuelta del fenograma (Fig. 10).

En la Tabla VIII, se presentan los valores de distancia geográfica (en

kilómetros), entre las siete poblaciones en estudio. Al correlacionar el logaritmo

de las distancias genéticas contra el logaritmo de las distancias geográficas, se

observa que en las poblaciones con desarrollo abreviado hay una tendencia a

encontrar mayor distancia genética a mayor distancia geográfica, lo que podría

indicar un patrón de aislamiento por distancia. Sin embargo al realizar el test

de Mantel para estas tres poblaciones se comprueba que no hay significancia

estadística 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

encontró significancia estadística 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 y después de 10 000
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permutaciones Z = 31.036, r = - 0.1731, p = 0.6713)(Figuras 12 y 13). Sin

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

bajo numero de poblaciones incluidas en los ensayos.

Tabla X Sobre la diagonal se presentan los valores de distancia genética y bajo la diagonal los de idc.nridad genética
de Nsi (1978], para ias siete poblaciones estudiadas

0
m
n
0
ÍH

E!
Izl

M sp i

.Vf sp 2

Af acflntfe.tís

S
M aainV-urus

U
M acanthurus

A
Af acanthurus

T

1

M tuxtkiense

Catcmaco

0 7328

0 6635

0.6633

0 6566

0 5757

0 6240

2

M sp 1
Santiago

0 3108

0 6308

0 3597

0 3675

0 3625

0 3854

P
3

Ai sp 2
San Antonio

0 4102

0 4608

0 6501

0 6598

0 6845

0 7243

O B L A C I 0
4

Ai aoimfiuru?
Sontecomapan

0 4569

1 0225

0 4307

0.9858

0 9787

0 9832

N

- 1
Af acanThurus

Montepío

0 4208

1 .001 0

0 41 58

0 0143

0 9711

0 9810

ó
M acantfruTUS

A ¡varado

0 5521

1 0148

0 3791

0 0215

0 0294

0 9687

7
Ai acanthurus

Tabaseo

0 4716

0 9534

0 3225

0 0169

0 0192

0 0318
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0.4-r

0.3--

0.2

0 . 1 -

0.0

r= 0,9604

1 2 3 4 5

Log, distancia geográfica

Fig. 1 1. Análisis de aislamiento por distancia paia las tres poblaciones de Macrobrachium

con desarrollo abreviado., (Z original = 4.3303, Z después de 10 000 permutaciones = 4,1974,

r= 0.9604, p= 0.1672),

c

0,04-r

0.03-

0..02- -

0.01

0.00

r= -0.2070

a

1 2 3 4 5

Log. distancia geográfica

Fig 12, Análisis 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= -0 207 y p = 0 6637).,



• r

0-6-

0,4-

0,2-

0 0

1

•

r="O 1731

B

•

• & |
•

1 2 3 4 5

Log., distancia geográfica

Fig 13. Análisis de aislamiento por distancia pata las siete poblaciones de Macrobrachium en

estudio. (Z original = 30.260, Z después de 10 000 permutaciones = 31.036, r = -0.1731 y p =

0.6713).



Los índices de fijación (F) por enzima para cada población 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 población de M. tuxtlaense y la Pgm-1 en las poblaciones de M. tuxtlaense y

Macrobrachium sp.l. La F para la Idh-1 en la población de M. tuxtlaense es

igual a cero lo que indica que la población está en equilibrio Hardy-Weinberg,

para ese loci. De estos dieciocho índices de F estimados para las poblaciones

con desarrollo abreviado, doce fueron significativamente positivos. Los

promedios de Fpor población 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 índices de

fijación de los cuales todos resultaron positivos, excepto para la Mpi- 2 y la Got-

1 de la población de Alvarado, De estos veinte valores de F, catorce son

significativamente positivos y los promedios por población iguales a: +0.764;

+0.619 y +0.467 para Sontecomapan, Montepío y Tabasco, los que fueron

significativamente positivos, La población de Alvarado también tiene un F

positivo, pero no significativo, F = + 0.346 (Tabla XI ). Se puede decir que, en

general, los índices de fijación tanto para las poblaciones de desarrollo

abreviado como para las de M. acanthurus (desarrollo extendido) son positivos y

significativamente positivos en más de la mitad de los casos (68.4%), lo que

pone de manifiesto un exceso dehomócigos en la población.

Los estadísticos F de Wright: Fis, Fit y Fsi se muestran en las Tablas XII,

XIII Y XIV, respectivamente. Están 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 y para el promedio de todos los loci

de cada uno de estos grupos poblacionales.

Todos los valores de Fis (Tabla XII), para cada uno de los grupos

poblacionales establecidos, para el análisis, en el párrafo 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 Idh en el grupo de las poblaciones de M. acanthurus

y la Me-1 y Got-1 en el grupo de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp. 2,

tienen valores iguales a cero. Las FiS promedio para todos los loci, por grupo de

poblaciones, están en el intervalo de (0.42 - 0.62) y todos son significativamente

positivos y distintos de cero. De los cuarenta índices significativamente

positivos, el 60% tiene valores superiores a 0.50 tendientes a 1, lo que indica

que las poblaciones tienen un exceso de homócigos. Esto permite pensar que la

diferenciación entre las poblaciones se debe a la endogamia local.

Los valores de F¡T. (Tabla XIII), se comportaron de manera similar a las FiS.

Todas las F¡t 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 resultó

ser negativo y no significativo. La Idh-1 en el grupo de las poblaciones de M.

acanthurus y la Me-1 en el grupo de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp.

2 tienen valores iguales a cero. De un total de 44 valores significativamente

positivos, para todos los conjuntos de poblaciones del género Macrobrachium,

en ios ocho loci, el 72% tiene valores superiores a 0.50 con tendencia a uno, lo

que puede indicar que la diferenciación entre poblaciones se deba a la

endogamia local y deriva génica. Los valores promedio para todos los loci, por

grupos de poblaciones, están en el intervalo de (0.64-0.84) y sin excepción son

significativamente distintos de cero.

Los valores de Fst (Tabla XIV) se comportan de manera similar a los

Índices de FiS y FR, (Tablas XII y XIII), respectivamente. Todos los valores de Fst

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 y Macrobrachium sp. 1. Los Fst

para la Idh, en el grupo de las poblaciones de M. acanthurus 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

A/li
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poblacionales establecidos, en los ocho loci, sólo el 35% fueron superiores a

0.5, esto debido a que el grupo de las cuatro poblaciones de M. acanthurus para

todos los íoci presenta valores de Fst muy bajos tendientes a cero. Esto se hace

notar al comparar los promedios de Fsi para todos los loci por grupos

poblacionales. El valor de Fsi promedio, para las siete poblaciones

Macrobrachium estudiadas fue de Fst = 0.555, pero al analizar las poblaciones

por separado con la finalidad de determinar cuales son las que se diferencian,

se tiene que el promedio de Fst para las cuatro poblaciones de M. acanthnurus

es sólo de 0.0767, por lo tanto estas poblaciones son similares en términos de

variación genética. Sin embargo, el valor de Fst para las tres poblaciones de

Macrobrachium con desarrollo abreviado fue de 0.501 y entre M. twctlaense -

Macrobrachium sp. 1, M. tuxtlaense - Macrobrachium sp. 2 y entre

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

variación genética, que no comparten muchos de sus alelos y la mayor parte de

la variación genética se observa entre las poblaciones más que dentro de ellas,

ya que cada población está fija para algún (os) alelo(s) . Sin embargo, los valores

de Fst 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 podría indicar que en este caso la diferenciación genética

posiblemente sea generada por adaptación a condiciones locales mediante

selección natural, además de la deriva génica que sugieren los altos valores de

Fst para otros loci.

Los estimadores de variación genética más usados (Hs, F, Fis, Fic, Fst),

determinados en este estudio se resumen en la tabla XV.
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Tabla XV Heterocigosis (H), índice de fijación (F), Coeficiente de endogamia (Fis),
Diferenciación por endogamia y deriva génica (Fit) e índice de fijación

subpoblacional (Fst), para tas siete poblaciones en estudio

Hs
|D.S)

F
(D.S)

Fis Flt Fst

Todas las poblaciones

M acanthurus

M.. tuxtlaense
y Manobrachtum sp (1) y (2)

M tuxtlaense y
MrJrvnhrrirh-íum un 1

M.. tuxtlaense v
Macrobrachium sp. 2

íacrobrachium sp. (1) y sp (2)

M tuxtlaense

M SP (i)

M sp. (2)

0.209
(0 08)

0 187
(0,02)

0.238
(0 11)

0 172

0,309
(0 06)

0.233
{0 14)

0.248
(0.07)

0.096
(0.04)

0 371
(0.09}

0.683
(0 14)

0.723
(0.09)

0 63
(0.. 17)

0 574
(0.. 19}

0.562
(0.18)

0.755
(0 01)

0.38]

0.7675

0.74417

0.5716 0 8096 0.5555

0 6108 0.6407 0.0767

0.53 0 7717 0.5101

0.4261 0 7401 0 5472

0.5518 0 7486 0 4391

0.6294 0.8428 0.5758
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4. Discusión

Los índices de Heterocigosidad y Polimorfismo presentan algunas

desventajas por las que hay que tener cuidado en su aplicación. El

polimorfismo es muy sensible al número y tipo de enzima, al comparar los

resultados hay que tener cuidado con la subjetividad de usar el criterio del 95%

o 99% y una tercera desventaja es el desconocimiento estadístico de la

distribución de P. Respecto a la heterosis, este es un índice más confiable ya

que es más robusto para el uso de distinto número y tipo de enzimas, sin

embargo es más sensible a número de muestras pequeñas (Avala y Kiger,

1984).

Al comparar los resultados de heterosis y polimorfismo, obtenidos para

las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, en este estudio con

los valores de variación genética reportados para especies epicontinentales

(Tabla II) del mismo género, se desprende que las poblaciones aquí analizadas

presentan altos valores de heterosis y 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 variación genética en igual orden de magnitud, sin

embargo en ese estudio D' Amato y Corach, 1996 utilizaron marcadores RAPS';
técnica que teóricamente presenta una mayor sensibilidad en el análisis

Los altos valores de heterosis obtenidos en el presente estudio se debe

principalmente a que el número de loci analizado es menor que en cualquiera

de los trabajos reportados en la tabla II y segundo a que en estos estudios la

heterosis se determinó considerando el total de locus, tanto monomórficos

como polimórficos, siendo estos últimos pocos en porcentaje, en cambio en este

estudio se analizaron ocho loci (en su mayoría polimórficos) de los cuales

después de aplicar el criterio del 95% con el que se discriminó el polimorfismo,

las poblaciones de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2 presentaron un 75% de

polimorfismo, este alto porcentaje pudo sobreestimar' los valores de heterosis

encontrados.
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La población de Macrobrachium sp. 1 presenta el valor más bajo de

heterosis en este estudio (He = 0.096), sin embargo este valor resulta ser más

alto que lo reportado en promedio para crustáceos He = 0.082 (Nevo et al,

1984) y para decápodos He = 0.048 ( Hedgecock et al, 1982). Se podría pensar

que la población 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 más alta reportada aquí, también presenta alelos

fijos, entonces la diferencia radica básicamente en que esta última población

tiene sistemas enzimáticos con dos o tres alelos dominantes que presentan

similares valores de frecuencias alélicas.

Ahora bien, las diferencias en los valores de heterosis pueden atribuirse,

además de lo planteado, al tipo de sistema enzimático utilizado. El efecto de loci

específico sobre la variabilidad puede estar determinado por el tipo de enzimas

que se utilicen en cada estudio; por ejemplo enzimas del Grupo í que son las

que presentan un substrato generado intracelularmente (como las enzimas

glucolíticas y las del ciclo del ácido cítrico) o si se utilizan enzimas del Grupo II

con posibilidades de orígenes múltiples, no específicas que funcionan en las

vías metabólicas periféricas, donde procesan una variedad de substratos (por

ejemplo las esterasas, fosfatasas, deshidrogenasas), afectará de forma

inequívoca la estimación de la heterosis. (Gillespie y Langley, 1974; Gillespie,

1991). En este estudio los ocho sistemas enzimáticos utilizados pertenecen al

Grupo I, son enzimas centrales del metabolismo.

Nelson y Hedgecock (1986) proponen, para decápodos adultos, que las

especies que escogen una estrategia adaptativa, de grano fino, presentan un

mayor mecanismo de regulación fisiológica y conductual y además, son

generalistas troncos, mostrando bajos valores de heterocigosidad para las

enzimas del grupo I y 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 regulación fisiológica y tienden a ser especialistas tróficos,

presentando una heterocigosidad alta para las enzimas del grupo í y 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 podría

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 ningún estado de

desarrollo por tanto no tiene que regular eficientemente su medio interno. En

cuanto a la especificidad trófica, al menos las larvas lecitotróficas la presentan

ya que se alimentan del vitelo contenido en el huevo hasta ser una larva

librenadante con estructuras bucales funcionales y en estado adulto la

especificidad trófica habría que determinarla con base al medio dulceacuicola

oligotrófico en que habitan. Las tres poblaciones de Macrobrachium con

desarrollo abreviado efectivamente presentaron altos valores de heterocigosidad

para las enzimas del Grupo I. Por lo tanto la hipótesis de Nelson y Hedgecock,

1986 aplica para las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,

analizadas en este estudio.

Finalmente, con relación a los altos valores de variación genética

encontrados en las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado, en

este estudio, se pueden considerar como un problema para su conservación

desde el punto de vista genético y evolutivo, ya que para preservar la variación

genética de una especie, entre mayor heterocigosis y polimorfismo presentan

sus poblaciones, se va a requerir de un mayor número de ejemplares

recolectados. Más aún, si se trata de las poblaciones que tienen una

distribución puntual y están dentro de pequeños charcos o arroyos, que en un

período de sequía podrían desaparecer con facilidad. O como la población de M.

twctlaense que se pueden considerar, potencialmente, en peligro de extinción

por presentar muchas limitaciones en su capacidad de dispersión y por ocurrir

en un área que cada vez esta siendo más explotadas para forrajeo de ganado.

Uno de los resultados de la diferenciación genética, durante la

especiación, es la sustitución de uno o de un grupo de alelos. El punto terminal

de la sustitución de alelos es la fijación de uno de ellos en una población y la

divergencia de loci durante el proceso de especiación (íkerla et al, 1992).

Entonces si las poblaciones están aisladas geográfica o

reproductivamente, éstas pueden tender a acumular genes diferentes. En este
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estudio la población de M. tuxtlaense, está separada geográficamente de la

población 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 más difícil 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 separación geográfica entre estas poblaciones se

refleja en la presencia de alelos fijos en la población de Macrobrachium sp. 1

(TablaV). En las últimas recolectas hechas en las áreas bajo la cascada del

Salto de Eyipantla, siguiendo la rivera del río, se han encontrado otras

poblaciones de desarrollo abreviado, cercanas geográficamente a

Macrobrachium sp.l. Que posiblemente sean poblaciones de esa misma especie

que están encerradas en ese lugar limitadas de dispersión por un lado por la

imposibilidad de remontar la cascada y por el otro por no poder extenderse río

abajo debido a la exclusión competitiva que ofrecen las poblaciones de

Macrobrachium de desarrollo completo. Las poblaciones de M. tuxtlaense y

Macrobrachium sp. 1, están separadas geográficamente de la población de

Macrobrachium sp. 2 lo que también se refleja en la caracterización alélica de

éstas poblaciones Macrobrachium sp. 1 tiene alelos fijos para cuatro locus

enzimáticos (alelo 2 dé" la enzima Mdh-1 y Me-1, alelo 1 de la enzima Pgi-1 y

alelo 4 de la Got-1). La población 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 resultados se aceptan ambas hipótesis de trabajo planteadas.

Los indicadores de identidad y distancia genética de Nei, (1972, 1978) se

utilizan para medir de diferenciación genética en el proceso de especiación

(Ayala y Kiger, 1984). La distancia genética es la diferencia genética entre

poblaciones, expresada como frecuencia de genes. Nei (1972), desarrolló un

método estadístico por el cual el número 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 índice para la
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estimación del grado de divergencia genética entre especies de relación estrecha

o cerrada. Asimismo, planteó que la distancia genética (D), en toda la variedad

de animales, tiende a valores distintos dependiendo de la relación 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 índices 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 crustáceos decápodos.

En este estudio la distancia genética entre las tres poblaciones de

desarrollo abreviado, permite discriminan a nivel de especie. La distancia

genética entre M. twctlaense y Maxcrobrachium sp.l es de D = 0.318; entre M.

tuxtlaense y Macrobrachium sp.2 es de D = 0.410 y entre Macrobrachium sp. 1 y

Macrobrachium sp. 2 es de D = 0.460.

En el dendrograma obtenido a partir de las distancias genéticas de Nei

(1978), (Fig.íO)) ^as cuatro poblaciones de Macrobrachium acanthurus, están

perfectamente agrupadas en una rama del árbol 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 y

Macrobrachium sp.2, que es la población genéticamente más variable, se ubica

más 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 más reciente que el de los otras poblaciones. Pero también se puede

que la posición de los "otus" se vea distorcionada por los niveles de variación

genética por ello se construyó un fenograma, como resultado del análisis de

presencia / ausencia de caracteres, a partir de los alelos presentes en cada

población. En este fenograma se corrobora la agrupación 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 población a
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Macrobrachium tuxtlaense. Estos resultados eran esperardos ya que esta

última población no tiene alelos fijos y es la que más presencia alelica presenta,

sin embargo Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium sp.2 presentan y comparten

alelos fijos. Aunque esta ordenación de las poblaciones de desarrollo abreviado

es distinta a la que presenta el dendrograma por distancia genética.

Una de las publicaciones más interesantes en relación a la distancia

genética lo presenta el artículo de Armada (1993) quien estudiando 32

poblaciones de Macrobrachium nipponense encuentra una división 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 prácticamente 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 genéticamente

iguales pero con distinta estrategia reproductiva, debida quizás a la presión por

selección „

Para todas las poblaciones se detectó un exceso de homócigos al analizar

el índice de fijación F y con los estadísticos de Wright (FiS, Fstj Fit), también se

observa este exceso de homocigotos, por lo que se puede pensar que la

diferencia entre las poblaciones se deba a la endogamia local. En el caso de la

Fit, el 72% de los loci tienen un valor superior a 0.5 y la tendencia indica que la

diferenciación entre poblaciones se debe a la endogamia local y a la deriva

génica. Estos resultados corresponden con la realidad geográfica de éstas

poblaciones de crustáceos, con distribución puntual, separadas por el Salto de

Eyipantla y distantes geográficamente.

El valor de Fst, para la combinación de las 7 poblaciones del género

Macrobrachium estudiadas, fue alto (Fst=0.555). Pero al separar las poblaciones

de M. acanthurus y determinar el Fst para ellas, éste valor es igual a 0.076,

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 Fst cercanos a
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1, dando evidencia para afirmar que son poblaciones de especies genéticamente

distintas y menos estables que las de M. acanthurus.

Los valores de Fst para las 3 poblaciones de Macrobrachium, con

desarrollo abreviado, indican que éstas poblaciones son distintas en términos

de variación genética, que no comparten muchos alelos y que la mayor parte de

la variación observada está entre las poblaciones más que dentro de ellas. Pero,

en los valores de Fst, por loci para pares de éstas poblaciones, no todos tienden

a la unidad y por el contrario, varias de ellas están más próximas al cero, lo que

indica que la diferenciación genética puede ser generada por adaptaciones

locales, mediante selección natural, además del efecto de deriva géníca.
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Capítulo II

Ultraestructura del Apéndice Masculino

1. Introducción

1.1 Microscopía electrónica

Más de cuarenta años de aplicación a la biología no han agotado la utilidad de

la microscopía electrónica. Lejos de ello, el desarrollo de los sistemas

computacionales de análisis de imágenes y la complementariedad ofrecida por

la microscopía óptica confocal, son algunos de los avances que han dado nuevo

vigor y han redoblado el interés por la utilización biológica de la microscopía

electrónica tanto de transmisión como de barrido (MEB).

El MEB proporciona imágenes y datos físico-químicos 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 señales

que de ella emanan transformándolas en corrientes eléctricas que se emplean

en formar una imagen en un monitor de televisión (Vázquez y Echeverría,

2000).

La utilización de la microscopía electrónica en el estudio de los crustáceos

se ve impulsada desde la década de los 80 con los avances tecnológicos del

MEB y por la publicación de técnicas específicas para la preparación de

muestras y especímenes (Felgenhauer, 1987). Hoy en día, mediante técnicas

específicas de MEB es posible describir detalles finos de estructuras como por

ejemplo: el aparato reproductivo o copulatorio, aberturas genitales (gonóporos y

espermatóforo), y células gaméticas, (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 encuentra ubicado en los basipoditos del segundo par de pleópodos sobre el

inicio del endopodito y el borde interno del apéndice interno (Fig. 14). Es un
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segmento pequeño de tamaño variable respecto al endopodito, su extremo distal

es generalmente aplanado y está cubierto de cerdas en número y disposición

variable dependiendo de la especie (Holtschmit, 1988).

El apéndice masculino es un carácter taxonómico utilizado en el grupo de

los Palaemonidae para la determinación a nivel genérico y específico (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 el medio ambiente, al igual que todas las estructuras

reproductivas y las que tienen estrecha relación con el proceso copulatorio y/o

reproductivo, en crustáceos decápodos. En el género Macrobrachium es una

estructura que permite la diferenciación sexual ya que está presente sólo en

los ejemplares machos.

La utilización del apéndice masculino como carácter taxonómico surge

con la necesidad de clasificar algunas especies de Pálaemonetes del sureste de

los Estados Unidos. Holthuis (1952), había clasificado dos especies epígeas de

Palaemonetes utilizando la espinación del caparazón^ del t.elson y de los

urópodos, pero posteriormente al querer clasificar ocho distintas especies de

Palaemonetes de Estados Unidos utilizando los mismos caracteres no fue

posible, por ello Fleming (1969), investigó los caracteres sexuales secundarios

de machos del género Palaemonetes proponiendo toda una nomenclatura

asociada al apéndice masculino, dando principal importancia al número de

cerdas apicales y subapicales. Con esta nomenclatura logró 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. schmitti con ocho cerdas apicales

y una subapical; P. suttkusi (Smauley, 1964) con cinco cerdas apicales y una

subapical y 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 prácticamente



imposible diferenciarlas sólo considerando los atributos de esta estructura; por

ello se recurrió a utilizar la longitud del apéndice interno con relación al

apéndice masculino. Posteriormente, Villalobos y Hobbs (1974), basándose en

la nomenclatura establecida por Fleming (1969) clasificaron una nueva especie

de Palaemonetes de San Luis Potosí, México, P. lindsayi, la cual presenta cuatro

cerdas apicales y dos subapicales, al igual que P. intermedium 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.

Más tarde, Strenth (1976), en una revisión de la sistemática y

zoogeografía de las especies de Palaemonetes de Norte América, caracteriza a P.

holthuisi con nueve cerdas apicales, P. texanus con seis y a P. mexicanas con

cinco cerdas apicales. Por último, Strenth (1994) describió a P. hobbsi, que

presenta cuatro cerdas apicales, como P. vulgaris y P. intermedium pero que

puede diferenciarse de estas últimas por la dentición del rostro, la morfología

del primer maxilípedo y la producción isoenzimática.

Pereira (1986) describió para Venezuela, la especie P. mercedae y 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

señalar que las seis especies de Palaemonetes descritas actualmente para

México, pueden ser clasiñcadas utilizando el número de cerdas apicales y

subapicales del apéndice masculino.

Sin embargo, en la clasificación taxonómica de las especies del género

Macrobrachium es poco común la utilización de los caracteres asociados al

apéndice masculino.

Pereira (1986) esquematiza los caracteres del apéndice masculino para

seis especies venezolanas del género Macrobrachium, atributos con los que

podría diferenciarlas con éxito. El mismo autor en el año 1993, describió M.

depressimanum basado sólo en la morfología de ejemplares machos adultos

pero sólo esquematiza ai 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 últimos años, el apéndice masculino tampoco es considerado

como un carácter importante en la clasificación a nivel específico, pero al

menos es mencionado en las descripciones. Es así como para M. villalobosi se

menciona que el apéndice masculino alcanza más allá de la mitad del

endopodito (Hobbs, 1973); para M. acherontium se señala que el apéndice

masculino alcanza cerca de dos veces la longitud del apéndice interno y que

está provisto de espinas o cerdas (Holthuis, 1977). Villalobos y Alvarez (1999)

en la descripción de Macrobrachium tuxtlaense indican que el apéndice

masculino es esbelto, llegando al tercio distal del endopodito y que el borde

mesial está provisto de dos filas de cerdas agudas. Román et al (2000) en la

descripción de M. uicconi, señalan que este apéndice es casi dos veces la

longitud del apéndice interno y que está provisto de 16 pares de cerdas lisas

dispuestas en los márgenes internos de la estructura.

Objetivos:

I. Determinar, mediante el estudio de la ultraestructura del apéndice

masculino, si existen caracteres para identificar las especies de

Macrobrachium tratadas en este estudio.

En particular se requiere determinar el número, disposición y

ornamentación de las cerdas del extremo apical del apéndice masculino

en los ejemplares machos de las siete poblaciones en estudio mediante

microscopía electrónica de barrido.
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2. Materiales y método

2.1 Identificación del sexo

El sexado de todos los ejemplares utilizados en el estudio se realizó

mediante la observación al microscopio de disección del segundo pleópodo, que

está 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 población se cuantifícó el número de cerdas apicales y la distribución de

éstas en el apéndice mediante microscopía óptica; observaciones que fueron

confirmadas con el análisis de microscopía electrónica de barrido de ocho

ejemplares de cada población.

2.2 Ultraestructura del apéndice masculino mediante MEB

A ocho ejemplares machos de cada población se les disectó el apéndice

masculino para ser observado en el microscopio electrónico de barrido y

determinar la forma, el número y disposición de las cerdas del penacho apical.

También se observó la ornamentación que pudieran tener las cerdas del

apéndice en su parte apical, media y basal. Las muestras ya disectadas y

limpias se colocaron en una batería creciente de alcoholes (80%-absoluto),

durante 15 minutos en cada uno de ellos y luego se secaron a punto crítico lo

que consiste en alcanzar el punto óptimo de secado bajo las siguientes

condiciones: 1073 lb/ln de presión y 35 - 40 DC de temperatura.

Posteriormente, las muestras fueron montadas en soportes de bronce para

recibir un baño de oro por ionización y ser observadas y fotografiadas.

Finalmente, a tres muestras por población se les desprendieron todas 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 Presentación de los resultados

Los resultados se presentan como una descripción del apéndice

masculino considerando tanto la forma de la estructura como el número y/o

disposición y/u ornamentación de las cerdas apicales, medias y básales. Con la

finalidad de ver en forma más 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 variación de

estos caracteres entre poblaciones se hizo una matriz de presencia / ausencia

de caracteres, la que se analizó mediante el método de parsimonia en el

programa Paup, con un boostrap de 100 réplicas.

3. Resultados

Macrobrachium tuxtlaense

Arroyo Las margaritas, Catemaco, Veracruz

(n = 8)

El apéndice masculino es elongado, tiene forma de vaina semicilíndrica

(Fig. 15 a). Su extremo apical es redondeado y porta cuatro robustas cerdas

(Figs. 15 b, c). Las cerdas apicales están provistas a su vez de espinas largas y

delgadas dispuestas en hileras donde las espinas van encimándose una sobre

la otra ó en otras hileras donde hay un espacio considerable entre una y otra

espina (Fig. 15 d). A su vez, las espinas están ornamentadas con espínulas

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 y

delgadas 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 y 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 están provistas de espinas

largas y delgadas que a su vez están ornamentadas con espínulas

semicompuestas (Figs. 15 j , k). Las cerdas de la parte basal de la estructura

están provistas de espinas aún más delgadas y también ornamentadas con

espínulas (Figs. 15 1, m).

MacrobracMum sp. 1

Arroyo Santiaguillo, Veracruz

(n = 8)

El apéndice masculino es elongado, tiene forma de vaina y está

comprimido lateralmente (Fig. 16 a). Su extremo apical es también comprimido,

dando una apariencia semicircular, porta tres robustas cerdas apicales

dispuestas en hilera, más una cerda subapical (Figs. 16 b, c). Las cerdas

apicales tienen espinas cortas y pequeñas no ornamentadas dispuestas en

hileras o libres sobre la cerda, no se enciman o sobreponen (Figs. 16 d, e¡. Por

la cara ventral de la estructura y a continuación 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 y delgadas sin orden aparente (Fig. 16 g). La 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 están ornamentadas con espínulas compuestas (Figs.

16 i, j). Las cerdas de la zona basal presentan espinas muy delgadas también

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



Macrobrachium sp. 2

Arroyo San Antonio, Tabasco

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 ápice y las otras cuatro rodeando a ésta (Figs. 17 c, d). Las cerdas

apicales están armadas con espinas que corren en hileras longitudinales a

través de toda la cerda. Las espinas son robustas y están provistas de

espínulas compuestas (Fig. 17 e, i). Longitudinal al apéndice y a continuación

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 y

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

Macrobrachium acanthurus

Laguna de Sontecomapan, Veracruz

(n = 8)

El apéndice masculino es cilindrico, elongado, más 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

triángulo equilátero, muy 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 continuación del penacho apical se extienden dos hileras de

cerdas una con cerdas largas y delgadas y la otra con cerdas cortas (Fig. 18 g).

Por la cara lateral externa del apéndice se extienden dos hileras de cerdas

largas y delgadas (Fig. 18 h). La cara lateral interna carece de cerdas (Fig. 18 1).

Las cerdas de la zona media del apéndice pueden o no tener espinas (18 i,

j). En el caso de tenerlas éstas no son ornamentadas y no tienen orden

aparente (Fig. 18 j). Las cerdas básales, 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).

Macrobrachium acanthurus

Montepío, Veracruz

(n = 8)

El apéndice masculino en los ejemplares de esta población tiene un

aspecto semicilíndrico. 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 c). Las cerdas apicales carecen de espinas (Fig.

19 d). Por la parte ventral del apéndice y a continuación 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 más

abundantes y van en pares alternados (Fig. 19 e, f). La hilera paralela a ésta

tiene pocas cerdas dispuestas una tras otra, ésta hilera no llega a la base del

apéndice. En 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).



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,

m).

Macrobrachium acanthurus

Laguna de Alvarado, Veracruz

(n = 8)

El apéndice masculino en esta población tiene un aspecto de vaina aún

cuando es semicilíndrico (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 c, d y e). Las cerdas

apicales no tienen espinas (Figs. 20 f, g). Por la parte ventral del apéndice y a

continuación del penacho apical se proyectan dos hileras de cerdas delgadas y

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 y

delgadas, ordenadas en tríos alternados (Figs. 20 j , k, 1). La cara lateral interna

carece de cerdas (Fig. 20 k). Las cerdas de la zona media y 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



dispuestas en dos hileras paralelas, una con cinco cerdas (o seis) y la otra con

dos (o una) (Figs. 21 c, d, ey í ) . Las cerdas apicales no tienen espinas (Figs. 21

g, h). Por la parte ventral del apéndice y a continuación 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 más y van dispuestas en pares alternados (Fig. 21 i). En la cara

lateral externa del apéndice se extiende una hilera de abundantes cerdas más

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,o, p).

En la tabla XVI se resumen las principales características del apéndice

masculino de cada población, en relación a forma del apéndice, forma del ápice

del apéndice, número de cerdas apicales y presencia de espinas, espínulas y/o

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

Utilizando la presencia / ausencia de los caracteres se construyó 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 politomía. Una rama separa completamente a

la población de Macrobrachium twctlaense y otra a la de Macrobrachium sp. 2.

La tercera rama esta sustentada por un 86% y resuelve por un extremo a la

población de Macrobrachium sp. 1 y por el otro agrupa a las cuatro poblaciones

de M. acanthurus, sustentando esta agrupación con un 92%. Las poblaciones

de M. acanthurus de Alvarado y Tabasco son idénticas, en cuanto a

caracterización de la ultraestructura del apéndice masculino, se refiere al igual

que las poblaciones de M. acanthurus de Sontecomapan y Montepío. Estas dos

ultimas poblaciones de Macrobrachium acanthurus se diferencian de las

poblaciones de Sontecomapan y Montepío en un cambio de extención de rama

(Figura 22).
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Fig 22. Fenogiama para las siete poblaciones del género Macrobrachium tomando como
caracteres la presencia/ausencia de los atributos del apéndice masculino., Mediante el
método de parsimonia con un boostrap = 100.
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3. Discusión

En el presente trabajo de investigación el estudio del apéndice masculino

indica que el número de cerdas apicales y la disposición de éstas es un carácter

categórico, constante y especie especifico. Las cuatro poblaciones de M.

acanthurus estudiadas presentaron seis cerdas apicales, excepto para la

población de Tabasco en la que un ejemplar presentó siete. En las poblaciones

de desarrollo abreviado, M. twdlaense se caracterizó por presentar un apéndice

masculino provisto de cuatro cerdas apicales, Macrobrachium sp. 1 presentó

tres cerdas apicales y Macrobrachium sp. 2 cinco cerdas apicales.

Al ver la ordenación 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.

acanthunxs, de manera esperada considerando que son poblaciones de una

misma especie. Lo contrario sucede con las poblaciones de desarrollo

abreviado, cada una se ubica en una rama independiente del fenograma

afirmando entonces que hay evidencia a nivel de ultraestructura del apéndice

masculino para proponer que las poblaciones de M. tuxtlaense, Macrobrachium

sp. 1 y Macrobrachium sp. 2, son especies distintas (Tabla XVI, Fig. 22).

Ahora bien, si se piensa que la función del apéndice masculino y,

principalmente su ornamentación espinosa, sirve para la sujeción de la hembra

en el momento del apareamiento, es posible esperar que el enganche de las

cerdas del apéndice masculino a la hembra sea específico. Asi, también se

podría explicar la presencia de espinas sólo en la cara externa del apéndice.

Villalobos (1967 a), mucho comentó la problemática de la taxonomía de las

especies del género Macrobrachium, ya que su clasificación está basada

completamente en las longitudes, proporciones y características en general, de

la palma, artejos del segundo pereíopodo y el rostro de cada especie del género.

Sin embargo, estos caracteres se confunden con el dimorfismo sexual y con los

caracteres aún no definitivos que presentan los juveniles en el proceso de llegar

a ser adultos,. En esta etapa de transformación, juveniles de algunas especies
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podrían confundirse con adultos de otras. Este eí> el caso de M. olfersü, cuya

palma es muy característica en un adulto, pero en estado juvenil fácilmente

podría confundirse con la palma de M. michoacanus y/o M. hobbsi. Por ello, si

los atributos del apéndice masculino fueran indiscutiblemente especie

específicos, serían un buen carácter taxonómico; sin embargo, hay que

considerar como inconveniente el que no sea un carácter externo conspicuo.

Otra desventaja es el hecho de que el apéndice masculino lo presentan solo los

ejemplares machos por lo que no es posible hacer el mismo tipo de

comparación entre hembras de distintas poblaciones, aún cuando sería

interesante describir el gonoporo femenino y caracterizar algún tipo de

especificidad al apéndice masculino en cada especie. Finalmente un tercer

inconveniente, aunque de orden logístico y/o de pericia del investigador, se

presenta en la definición de los límites de distribución de las poblaciones de

cada especie principalmente las de distribución continua, como las once

especies de Macrobrachium de desarrollo completo, en dónde no son claros los

límites geográficos que ocupan las distintas poblaciones de una especie, ¿dónde

termina la ubicación geográfica de una y donde comienza la de la otra? Por

ejemplo, en la costa Pacífica de México es posible encontrar coexistiendo a seis

o siete especies distintas; M. americanum, M. tenellum, M. michoacanum, M.

olfersi, M hobbsi, M. acanthochirus y M. occidentale, Esta coexistencia es un

serio problema taxonómico en las diferentes etapas de desarrollo, donde todos

ios organismos están mezclados sin poder definir certeramente a qué especie

pertenecen, cosa que no sucede en las especies de desarrollo abreviado ya que,

hasta el momento sólo se conocen poblaciones puntuales separadas unas de

otras.
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Capítulo III

Variación Morfométrica

1. Introducción

Los estudios morfométricos tienen la finalidad básica de comparar, mediante

métodos de distribución y análisis estadístico la variación, de la forma entre y

dentro de muestras de organismos. Estas muestras de organismos pueden

representar localidades geográficas, 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 morfometría es una fusión empírica de la geometría

con la biología, ya que con este método se obtiene información biológica y

geométrica de los individuos con un propósito comparativo.
H.Tl 1 r\ Q n n m p r n c p c t n n m o r"ri(""ifT7"jrYi¿1"TM/'ir~\o ly-jo /-lotizo oo nKlofi ían mo/ í ion+o

reglas graduadas y vernier y se guardaban en esquemas o dibujos de los

caracteres observados o, sofisticadamente, en películas fotográficas.

Posteriormente aparecieron accesorios como el vernier digital y aquellos que

están conectados a una computadora para la inmediata captura de datos. Para

la observación de pequeñas estructuras o rasgos se han utilizado reglillas

graduadas dentro del ocular microscópico hasta llegar a los sofisticados métodos

de microscopía de contraste de fases, o mejor aún? microscopía electrónica de

transmisión o de barrido, con la consecuente desventaja de que estas últimas

técnicas son costosas y requieren de un tratamiento previo del tejido a analizar.

Con el desarrollo de la computadora la adquisición de imágenes y recolección de

datos se ha logrado con mayor eficiencia y menor esfuerzo; también con ello ha

disminuido el grado de imprecisión y ha favorecido el análisis estadístico de los

datos (Molvry et al, 1993). Actualmente, con las técnicas de digitalización de

imágenes se superan considerablemente las limitantes del material fotográfico y
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se logra una rápida y poco costosa captura y almacenamiento de datos,

impresiones de alta calidad, rápida reproducción y envío inmediato, mediante

correo electrónico, de archivos de información. Una alternativa más es la de

adaptar a la computadora una cámara de video y a un paquete de cómputo para

procesar dichas imágenes (Rohlf y Marcus, 1993).

También es atribuible a estos últimos años el avance en el análisis

estadístico de un grupo de variables mediante análisis multivariados Este tipo

de análisis ha sido una herramienta útil en el análisis de la taxonomía numérica

(Eknath et al., 1991) estos métodos son utilizados cuando las especies o

poblaciones están tan relacionadas que los caracteres por si mismos no pueden

separarlas (Vreven et al ., 1998 y Teugels y Vreven, 1998).

Entre los diferentes análisis multivariados que se pueden realizar se

encuentran los métodos que son descriptivos y exploratorios y que no requieren

de una hipótesis previa como por ejemplo el análisis de componentes

principales. Dentro de los comprobatorios y que requieren de una hipótesis

previa se encuentran el análisis discriminante. El análisis de componentes

principales no requiere que los organismos sean idénticos a priori, por lo que se

puede examinar el patrón de los valores de los organismos en las gráficas para

evaluar la premisa inicial de que todos los organismos petrenecen a la misma

especie o población (Báfbour y Chernoff, 1984) y/o para buscar la relación que

liga a los caracteres que determinan la variabilidad morfológica en cada especie

o población (Castello, 1983). El análisis de Componentes principales está

diseñado para reducir el número de variables que se deben considerar a un

numero pequeño de componentes (componentes principales) o índices los

cuales son combinaciones lineales de las variables originales, el análisis no se

considera como valido, por lo que los mejores resultados se obtienen cuando las

variables originales están altamente correlacionadas positiva o negativamente

(Manly, 1986).

El análisis discriminante en cambio, es utilizado para analizar muestras

de diferentes especies o poblaciones que presentan una dispersión común que
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les permita localizarse en el modelo "más parsimonioso" capaz de describir

efectivamente las diferencias entre los grupos analizados.

En los artrópodos, y en particular los crustáceos, 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, así como la talla describe la magnitud de un carácter, la forma

relaciona dos o más caracteres (Somers, 1986). En los análisis de comparación

entre especies se debe eliminar el factor alometría que significa disparidad en

las tallas de los organismos a analizar lo que se puede dar, por ejemplo, si se

trata de ejemplares en distinto estado de desarrollo o madurez en el caso de los

crustáceos juveniles y adultos. Para eliminar tal efecto se han propuesto varios

métodos de transformación de datos como de ajuste de datos con relación a

una talla común, usar proporciones y extraer el primer componente en el

análisis de componentes principales (Rohlf y Marcus, 1993; Somers, 1986).

Finalmente, el resultado de un grupo de datos morfométricos es una

representación abstracta de datos originales, como un valor asignado para

patrones de distancia o por coordenadas cartesianas o vectores como se usa

actualmente (Rohlf y Marcus, 1993).

En este trabajo de investigación se propone hacer una comparación tanto

morfométrica como morfológica de ejemplares de las tres poblaciones de

langostinos del género Macrobrachium con desarrollo abreviado. Los datos para

estos análisis serán obtenidos mediante un método no convencional en la

taxonomía de los crustáceos. Empezaremos por proponer una técnica de

filmación de imágenes para este grupo de palemónidos. La digitalización y

captura de datos se realizará mediante el programa Morphosys (veri. 26). El

análisis estadístico de los datos se realizará utilizando un test multivariado de

componentes principales y un discriminante canónico. Para ei análisis

comparativo de la forma consenso del caparazón y segundo pereiópodo mayor

se utilizará el programa TPS Relatíve Warps.
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Objetivos:

1. Obtener el protocolo de una técnica apropiada para la filmación de

estructuras taxonómicas comparables en langostinos del género

Macrobrachium.

2. Evaluar el nivel de precisión del sistema de captura y digitalización de

imágenes utilizados en este estudio.

3. Comparar, mediante un análisis multivariado (factores principales y

discriminante canónico), la morfometría de distintas estructuras en

langostinos de desarrollo abreviado.

4. Comparar la forma consenso del caparazón y la palma (sin dedo móvil) que

caracteriza a cada una de las tres poblaciones de desarrollo abreviado en

estudio.

2. Materiales y método

Se trabajó 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 cefalotórax (caparazón) y el segundo pereiópodo izquierdo, las

cuales se preservaron en alcohol al 70% para los análisis de tamaño y forma.

2.1 Análisis de tamaño

Las dimensiones de los artejos se obtuvieron mediante la digitalización de

imágenes de video del caparazón y del segundo pereiópodo mayor izquierdo. La

primera parte de esta técnica consistió en realizar grabaciones laterales del

caparazón así como dorsales y laterales del segundo pereiópodo izquierdo de

cada ejemplar. Para ello se montó un sistema de soporte para una cámara de

video digital, un sistema de iluminación y una base porta muestras. Dentro de

cada toma se incluyó una etiqueta de identificación y una reglilla graduada que
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permitió escalar cada imagen de manera independiente del acercamiento y como

referencia para calibrar y registrar las medidas en milímetros, ya que el

programa expresa las medidas espaciales en pixeles. La segunda parte consistió

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 caparazón se marcaron 12 puntos (Fig. 23 a), en las

tomas laterales del segundo pereiópodo mayor izquierdo se ubicaron 20 puntos

(Fig. 23 b) y 27 puntos en la vista dorsal de éste apéndice (Fig. 23 c).

Finalmente, se elaboró un sencillo programa de comandos que ordena leer la

distancia entre los puntos que se estimen convenientes para el estudio, io que es

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

C E F A L O T O R A X

E S P A D A

espina antenal

esp. hepát ica

Fig 23a . Esquema lateral del caparazón de un langostino, indicando los puntos 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 cefálotorax; (7-8) Longitud de la espina hepática; (9-10) Longitud
de la espina antenal; (6) margen suborbital; (11) centro de la órbita (12) punta de la primera
espina del del margen inferior del rostro.

•^ r- O ¥
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QUEL A C A R P O M E R O I S O U I O

1H

16

23b Esquema dorsal del segundo pereiópodo de un langostino. Indicando los puntos
digitalLzados, a partir de los cuales se hicieron las mediciones de los artejos. (1-15} Longitud total
del pereiópodo; (l-7)Longitud de la palma; (7-10) Longitud del carpo; (10-13) Longitud del mero:
(13-15) Longitud del isquio; (26-27) Longitud del dedo móvil; (1-25) Longitud del dedo fijo; (25-
15) Longitud del pereiópodo sin dedos; (3-24) Alto mayoi de la palma; (4-23) Alto posterior de la
palma; (5-22) alto anterior del carpo; (8-20) Alto 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

Q U E L A C A R P O M E R O I S Q U I O

ir

23c. Esquema lateral del segundo pereiópodo de un langostino Indicando los puntos
digitalizados, a partir de los cuales se hicieron las mediciones de los artejos. (1-20) Longitud total
del pereiópodo; (1-2) Longitud del dedo ñjo; (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
isquio; (18-19) Ancho posterior del isquio; (7-12) Longitud del carpo; (12-17) Longitud del mero;
(17-20) Longitud del isquio.
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2.2 Calibración del error de medición

La variación que pueda existir en las medidas morfométricas tomadas

sobre el mismo carácter se denomina error de medición (EM). El que puede

deberse a la falta de puntos bien definidos al digitalizar las imágenes, flexibilidad

de las estructuras a medir, pericia del operador, variación entre observadores,

precisión del aparato de medición, continuidad con que se tomen las mediciones

y tamaño de las estructuras a medir con respecto al método de medición, entre

otros (Yezerinac et al, 1992). Por ello, en los análisis morfométricos se ha

utilizado el concepto de error de medición como la variación que aporta el

sistema de medición a un carácter particular. El error de medición puede

determinarse por la medición repetida de un carácter y se expresa como

porcentaje. Este porcentaje es el valor de la variación de la muestra asociada a

la imprecisión de la medida (Bailey y Byrnes, 1990)

s2 dentro
%EM = X 100

s2 entre + s2 dentro

%EM = Porcentaje de error de medición

s7 entre = Variación entre individuos (n=10)

s2 dentro = Varianza dentro de la población (la varianza que

aporta el programa de medición que resulta de medir varias veces un mismo

carácter).

Se tomaron diez organismos al azar, de una misma población, y se

midieron diez veces los 37 caracteres morfológicos a analizar, simultánea e

independientemente, para calcular el error de medición.
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2.3 Análisis estadístico de los datos

a. Estadísticos descriptivos

Se calculó 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 desarrollo abreviado a comparar y como medida de dispersión de los valores

respecto a la media se calculó la desviación standard (DS). El coeficiente de

variación (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 variación de distintos atributos en la

misma muestra (Lewontin, 1966), se utilizó para comparar la variación de los

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

b. Análisis de varianza

Este análisis permite explorar las diferencias significativas de los

caracteres entre poblaciones (por sitio) y dentro de las poblaciones (por sexo) y

el efecto en conjunto sitio por sexo.

c. Análisis de variación entre especies

Componentes principales: este tipo de análisis multivariado permite

conocer qué parte de la varianza total se atribuye a cada componente del

análisis. Para el análisis de componentes principales se determinó el número de

componentes que eficientemente representa la información contenida en las

variables por medio de la elaboración de una matriz de correlación lineal

compuesta por cada par' de variables (análisis tipo R), utilizando el coeficiente de

correlación de Pearson. Posteriormente se encontraron los vectores

característicos de la matriz de correlación que generan los ejes o componentes

principales y las raíces características que representan la longitud de los ejes.



Análisis discriminante: es un test comprobatorio, utilizado para analizar

muestras de diferentes especies o poblaciones que permite diferenciar

efectivamente entre los grupos comparados. El análisis discriminante, se utilizó

entre especies por medio del cálculo de distancias generalizadas, ya que estas

eliminan los efectos de correlación entre los caracteres utilizados y explican las

diferencias entre cada grupo con su centroide, es decir su dispersión (Libosvarky

y Kux, 1982). Para estos análisis se utilizó el programa de cómputo STATISTICA

versión 4.5 (Starsoft Inc. 1998).

d. Análisis de agrupamiento

Queriendo comparar la distribución de los ejemplares de cada población

mediante su caracterización morfométríca total se hizo un fenograma estilo

UPGMA, utilizando el programa de cómputo STATISTICA versión 4.5 (Starsoft

Inc. 1998). Y mediante una ANOVA se hizo una comparación de medias

mediante el test de Tukey (HSD) for unequal N (Spjotvoll/stoline test) se

determinaron los estados de carácter de los 37 caracteres o atributos

morfbmétricos medidos. Con estos resultados se elaboró una matriz de presencia

/ ausencia de caracteres con la que se hizo un análisis de parsimonia con el

programa Paup (Swofford, 1990), la confianza estadística se estimó por el

porcentaje de veces que la hipótesis es sustentada entre el número de réplicas,

boostrap = 1000.

2.4. Análisis de forma

Para caracterizar la forma del caparazón y la quela sin dedo móvil, se

utilizaron los mismos puntos marcados en el análisis de tamaño. La variación en

la forma del caparazón y de la quela se estimaron utilizando el Programa TPS

(Thin Píate Splines) Relative Warps versión 1.9 (Rohlf, 1999), que se basa en las

ideas de Thompson (1917).
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Este programa funciona creando una retícula virtual muy delgada sobre la

que se ubica la posición de los diferentes puntos de los objetos a comparar. Para

ello es necesario obtener primero una imagen consenso o promedio, que se

obtiene mediante ia superposición de pares de imágenes, comparando la imagen

de cada individuo de la muestra contra el primero, obteniendo una imagen con

la posición promedio en un plano cartesiano de los diferentes puntos (Rohlf y

Slike, 1990). Esta imagen promedio, entonces, es considerada una imagen no

deformada, por lo tanto la retícula sobre la que está montada conserva su

ortogonalidad en todos sus ángulos.

Debido a que las imágenes originales fueron filmadas en posiciones y

escalas distintas, las coordenadas de las diferentes imágenes tuvieron que ser

escaladas y rotadas para que siempre guardaran la misma orientación y

proporción.

3. Resultados

3.1 Obtención de imágenes

El primer resultado obtenido fue la estandarización de un modelo para la

captura de imágenes. Primeramente, se estableció un protocolo de filmación de

las estructuras (tanto laterales como dorsales). La filmación de las estructuras

se realizó utilizando: un soporte universal que portaba una cámara de vídeo de 8

milímetros (fija en una misma posición) lo único que varió fue la distancia focal

entre los 47 y 86 cm, dependiendo del tamaño de la estructura. A ambos lados

del soporte se ubicó un par de lámparas para iluminación, a no más de 20 cm

del plano focal. El plano focal o base porta muestra fue un transiluminador de

diapositivas, que permitió iluminar las estructuras desde abajo para obtener

imágenes claras libres de sombras, contrastes o artefactos de distorsión. Sobre

el transiluminador se colocó una caja de Petri que portaba la estructura a

filmar, rodeada de agua para evitar la deshidratación, cambio de forma y/o

ruptura de la estructura, por la temperatura emitida por las lámparas. Junto a

la muestra se colocó una reglilla graduada de papel milimétrico, con el propósito
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de estandarizar las imágenes filmadas independientemente del aumento

utilizado. Cada filmación duró 13 segundos y se obtuvieron en total 159

imágenes: 53 del exoesqueleto del cefalotórax en posición lateral, 53 del segundo

pereiópodo izquierdo en posición lateral y 53 del segundo pereiópodo izquierdo

en posición dorsal.

Posteriormente, se capturaron, digitalizaron y midieron las imágenes

filmadas, mediante la utilización de una computadora con el programa

MorphoSys versión 1.26 (Meacham y Duncan, 1989), un monitor de televisión y

una videograbadora con reproductor de imágenes. El resultado final es una base

de datos en una matriz (53 x 39) de todos los caracteres morfométrícos

registrados, en milímetros.

3.2 Error de medición

Al calcular el error de medición asociado a cada carácter morfbmétrico se

obtuvieron valores que fluctuaron entre 1.12 x 1O3 y 0.40% (Tabla XVII). Con los

valores anteriores se puede considerar que el método de filmación de imágenes y

el programa utilizado son de alta precisión y confiabilidad.

i 14



Tabla XVIi Porcentaje de er-ior de medición (EM) asociado a cada carácter morfometrico.
Se señalan caracteres y proporciones con su respectiva abreviación y numero de variable.

ariabl Abr-eviacióri Carácter % Error
Medición

v5

v6
v7

v8

v9

v l O

v i l

V12

v l 3

v l 4

v l 5

vlG

v l 7

v l 8

v ] 9

v2O

v21

vi 2
v 2 3

v 2 4

v2o

v 2 ñ

v27

vi 8
v 2 9

v30

v31

v32

v 3 3

v34

v35

v36

v37

v 3 8

v 3 9

v i O

v41

','42
•.-43

VÍ4

-,-45

7 4 6

v47

v4S

v49

v5O

-.51
• • • 5 2

Lt
Labd
Rspada
Cuerpo
Ceíáloto
Ksp - Hepa
Esp - Ante
Rostro
Pose - 1 - KA
Pose - 2 -EA
Pose - 1- EH
Pose -2 - FÍH

Dss - EA - EH
L - dfijoe
A - palma
A - acarp
Aa - pcaí p
L - cai'p
A - a - mero
A - p - mero
A - aisqu
b - mero
A - pisqu
L - pisqu
L - isqui
L - dfijoi
L - totpat
L - palma
L - patasí
Al - palma
Al - acarpo
Al - pcarpo
Al - a - mero
Al - p mero
Al - a - isqui
Al - p - isqui
L - quela

Logitud total del ejemplar-
Longitud del abdomen
Largo del margen preorbital dentado superior 3.6 x 10 -3
Cefalotorax sin espada 0.067
Largo total del cefálotorax 0.015
Largo de la espina hepática 0.. 19
Largo de la espina aiitenal 0.33
Largo margen postorbital dentudo supeiioi 7.3 xlO-3
Distancia, desde la dase da la espina antcnal al borde suborbital 0.29
Distancia, desde la dase da ¡a espina antenal al centro de la órbita 0.33
Distancia, desde la dase da la espina hepática al borde suborbital 0.078
Distancia, desde la dase da la espina hepática al centro de la órbita 0.091
Distancia entre la base de la espina hepática y ai Henal 0,39
Laigo, externo, del dedo fijo 0.039
Ancho de la palma 0.075
Ancho anterior del carro 0.. 118
Ancho posterior del carpo 0,08
Largo del carpo 1.012 X 10-3
Ancho anterior del mero 0.. 1
Ancho posterior del mero 0.12
Ancho anterior del isquión 0 i
Largo del mero 4.2 x 10-3
Ancho posterior del isqirión 0.073
Largo del isquión 0.37
Largo del dedo móvil 1.73 x 10-3
Largo, interno, del dedo ñjo 0.01
Largo total del 2" pereiópodo 6.3 x 10-3
Largo de la palma 3 6 x 10 3
Largo del 2" pereiópodo sin dedo 9.01 x 10-3
Alto de la palma 0.35
Alto anterior del carpo 0.3
Alto posterior del caipo 0.19
Alto anterior del mero 0.19
Alto posterior del inero 0.14
Alto anterior del isquión 0.18
Alto posterior del isquión 0 1
Largo de la quela 0.012
Relación i ostro / eeíalolorax
Relación esparía / cefalotoraxrostro / eeíalotorax •"ET'1*-**-—
Relación ccfalotorax / longitud total del pereiópodo ,j

Relación longitud del carTX) / longitud total pereiópodo J

Relación longitud del mero / Longitud total del pereiopodo , ¿
Relación longitud total del isquio / longitud total del pereiópodo *"*»«.„,.

Relación ongitud de la quela / longitud total del pereiópodo "" "
Relación ancho de la quela / longitud de la quela
Relación alto de la quela / ancho de la quela
Relación longitud del dedo móvil / longitud (Je la quela
Longitud interna del dedo lijo / longitud de la qmla

externa del dedo lijo / longitud de la qmla
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3.3 Análisis estadístico

a. Estadísticos descriptivos

Los ejemplares de M. twctlaense, Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium

sp. 2, utilizados en este estudio fueron adultos que no presentaron mayor

variación en su longitud total, evitando con ello el posible efecto de la talla o

alometría. Aún así se hicieron doce (12) proporciones a partir de las medidas de

los artejos, que se esperaría solucionara dicho efecto si lo hubiese.

El número muestral, la media, varíanza el rango y el coeficiente de

variación 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

fluctúa en torno a los 33 mm. para los ejemplares de M. twctlaense y

Macrobrachium sp. 1; la varianza en torno a estos promedios es similar en todos

los casos. Los ejemplares de la población de Macrobrachium sp. 2 son de menor

talla y la varianza en torno a ésta es considerablemente menor que la que

presentan las otras poblaciones; esto probablemente se observa de esta manera

porque ei número muestral para esta población es muy pequeño. Los valores de

los estadísticos descriptivos, media, desviación standard y coeficiente de

variación para cada carácter, por sexo, en cada localidad, se presentan en las

tablas XIX? XX, y XXI respectivamente. El coeficiente de variación es una medida

de variación relativa y expresa la desviación standard como un porcentaje de la

media, en ambos sexos para todas las poblaciones; este porcentaje resultó ser

alto en las mediciones relacionadas con el isquio, excepto para las hembras de

Macrobrachium sp. 2, en donde el más alto coeficiente de variación lo presentó la

longitud de la espina hepática.
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Tabla XIX Estadísticos descriptivos pata 37 caracteres, medidos (mm) para
machos y hembras de la población de Macrobrachium tuxtlaense de Catemaco

Longitd total

Longitud abdomen

Espada

Cuerpo

CefaJoto

Esp - Hepa

Esp - Ante

Rostro

Pose - 1- EA

Pose - 2-EA

Pose - 1- EH

Pose -2 - EH

Dis - EA - EH

L - dfíjoe

A - palma

A - acaip

Aa - pcarp

L - carp

A - a - mero

A - p - mero

A - aisqu

L - mero

A - pisqu

L - pisqu

L. - ÍSCjÜL

L - dfíjoi
L - totpat
L - palma
L - patasí
Al - palma
Al - acarpo
Al - pcarpo
Al - a - mero
Al - p mero
Al - a - ísqui
Al - p - isqui
L, - quela

Mean
34.906
19.113
8.671
7.161
15.793
0.721
0.647
6.587
0.795
1 .325
2 623
2 704
1 839
3,124
1.377
1.220
0 737
4.038
0.924
0.739
0.711
4.327
0612
3 455
3 684
3 300
19.733
4.814
16.592
1.193
1.239
0.725
0 947
0.850
0.814
0 736
8 380

Machos
Std.Dev.

3 484
2.948
0 965
0 921
1 744
0 105
0.200
0.753
0.147
0.174
0.350
0.327
0.303
0.708
0.406
0 306
0 182
0 640
0 249
0 196
0.216
0.843
0.233
0.619
0.840
0.693
3.835
1.417
3215
0 351
0.326
0 206
0 258
0.208
0 172
0.216
2,255

Cv

9.982
15 424
11 130
12 857
11 046
14.626
30.954
11.425
18.468
13.146
13 324
12.081
16.471
22.655
29.490
25 057
24.720
15.850
26 918
26 555
30 383
19 487
38 081
17 923
22.807
21.006
19 434
29.438
19.376
29.376
26.308
28.372
27.275

24.475

21.145

29 323

26.909

Mean

33.750

19.536

7.648

6,601

14.214

0.723

0.636

5.831

0 712

1.181

2.259

2.303

1,552

2.869

1.155

1 057

0 635

3 914

0 6S2

0 620

0.623

3 812

0.508

3.281

3.036

2.898

17.728

3.994

14 956

1.018

1.072

0.714

0 824

0.706

0.690

0 657

6.616

Hembras

Std.Dev.

3600

2 213

0.930

0 868

1 583

0 058

0 070

0611

0 070

0 131

0215

0.286

0.194

0.441

0.225

0 239

0.085

0 701

0 173

0.133

0.137

0.795

0.121

0.423

0 517

0.436

2 954

0 984

2 639

0 191

0 202

0 154

0.172

0 233

0.176

0.122

1.335

Cv

10.666

11.328

12.163

13.147
11.140

7.973

10.996

10.477

9.815

11.112

9 520

12.438

12 522

15.359

19 507

22 621

13 407

17 901

25.418

21.528

22.013

20.847

23.876

12.905

17,045

15.037

16.665

24.646

17.643

18.761

18.812

21.628

20.819

33 054

25 549

18.512

20.179
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Tabla XX Estadísticos descriptivos para 37 caracteres, medidos (mm)
para machos y hembras de la población de Macrobrachxum sp. 1 de Santiaguillo

1
Longitd total
Longitud abdomen
Espada
Cuerpo
Ceíaloto
Esp - Hepa
Esp - Ante
Rostro
Pose- 1- EA
Pose - 2-EA
Pose - 1 - EH
Pose -2 - EH
Dis - EA - EH
L - dfijoe
A - palma
A - acarp
Aa - pcarp
L - carp
A - a - mero
A - p - mero
A - aisqu
L - mero
A - pisqu
L - pisqu
L - isquí
L - dfijoi
L - totpat
L - palma
L - patasi
Al - palma
Al - acarpo
Al - pcarpo
Al - a - mero
Al - p mero
Al - a - isqui
Al - p - isqui
L - quela

Mean

32.556
19.846
6 687
6 013
12.693
0.603
0.629
5.169
0.710
1 210
2.149
2.243
1.443
2.497
1 073
0 961
0 497
3 474
0 693
0 555
0.521
3.634
0.530
2.729
2.709
2.570
15 805
3 546
13.330
0 914
0 924
0.543
0.690
0.657
0.675
0.539
6.231

Machos
Std.Dev.

3.557
2.298
1.028
0,872
1 831
0 084
0 134
0 673
0 123
0 239
0.385
0.446
0.277
0.249
0.149
0.125
0.107
0.146
0.151
0 130
0 138
0318
0 153
0 609
0.308
0.252
1.133
0.478
0.936
0.168
0.170
0.133
0.124
0.178
0 196
0 137
0 930

Cv

10,926
11.579
15376
14 504
14.422
13 929
21 348
13,020
17,368
19.781
17.931
19,884
19.172
9,987
13.881
13.016
21.611
4.214

21.821
23.481
26.515
8.744

28.826
22 308
11.354
9 808
7.170
13.467
7.018
18.338
1 8.436
24.464
17.959
27.146
29.020
25.427
14,929

Mean
33,313
19,582
6.870
6 883
13.730
0 606
0 704
5 338
0 844
1 343
2 221
2 428
1.389
2,645
1,174
1.080
0.566
3.749
0.755
0.640
0.558
3.842
0.584
3.106
2-908
2-713
16 879
3 691
14 263
1 016
1.016
0 608
0 785
0 737
0 749
0 702
6 444

Hembras

Std.Dev.
4,088
2.762
0.639
0.943
1.434
0.080
0.129
0 503
0 180
0.239
0 246
0 322
0 194
0 339
0 200
0 161
0.089
0.421
0.135
0.141
0.1 19
0.542
0 125
0.613
0.299
0.290
2.107
0.594
1 817
0.216
0 192
0 109
0 169
0.128
0 100
0 116
0.887

Cv

12.271
14 104
9.302
13 706
10 446
13 258
18 259
9.431

21 357
17 788
11 065
13 251
13 945
12 830
17 070
14.902
15.800
11.243
17.908
22 080
21.320
14.107
21.382
19.741
10 267
10.694
12.484
16.090
12.739
21.309
18.890
17.876
21 542
17.341
13 309
16 569
13 770

119



Tabla XXI Estadísticos descriptivos para 37 caracteres, medidos (mm)
para machos y hembras de la población de Macrobrachium. sp.. 2 de San Antonio.

1
Longitd total
Longitud abdomen

Espada

Cuerpo
Cefáloto

Esp - Hepa

Esp - Ante
Rostro

Pose- 1-EA
Pose - 2 -EA

Pose - 1- EH
Pose -2 - EH

Dis - EA - EH
L - dñjoe

A - palma

A - acarp
Aa - pcatp
L - carp

A - a - mero

A - p - mero

A - aisqu
L - mero
A - písqu

L - pisqu
L - isqui

L - dfíjoi

L - totpat

L - palma
L - patasi

Al - palma
Al - acarpo

Al - pcarpo

Al - a - mero

Al - p mero

Al - a - isqui
Al - p - isqui
L - quela

Media

31.000

18.242
6 373
6.450

12 758

0.667

0 621
4 778

0 701
1,090

2.291
2289

1.597
2.925

1,609

1.201

0 676
3 506

0 942

0 658

0.629
4.215

0.463
3 272
3.339

2.892
18 684
5,008

15.930

1.354
1 139
0 653

0.842

0.861
0.848

0.719
7.564

Machos

Dev. Std

2.915

2,011

0.605
0.763

1.320
0.103
0.064

0.455
0083
0228

0 050

0,159

0.054

0,609

0.385
0.301

0.150

0.497

0.228

0.179
0 163

0 667
0 083

0,510
0.740

0,675

3,230

1.044
2.607

0.302
0.247

0.141
0.184
0.238

0 282
0 253
1 337

Cv

9 405

11.025
9 490
11.827

10.349

15.481
10,241

9.522
1 1 .903

20 915

2,173
6 934

3 397

20.839
23.940

25.054

22.186
14.178

24.233

27.182
25 927
15.824

17 959
15 588

22 152

23 336

17.286
20,844

16.368
22.315
21.717

21.568

21.842

27.672

33.273
35.126

17.682

Media

29.800
17.593

6.542
5.711

12 207

0688

0 529

4.713
0 626
1 011

2,098

2.121

1.473

2.412
1,167

0.892

0.508

3.315

0.682
0,565

0,529

3.516
0.460

3.090
2 693

2 396

15.645

3 589
13.402
1,014

0.937

0.509
0.656

0,654
0.669

0.598
6.093

Hembras

Dev. Std

1.304
0.853

0 576
0257
0641

0 256

0 093

0 382
0 135

0.110
0.239
0.245

0,231

0.244

0.090
0.1 03

0.058

0.170

0.118

0.071
0.064
0.297

0.123
0 586
0251
0.264

1 552
0 462
1 337

0.101
0 086
0 060

0.103
0,083

0.119

0.093
0.668

Cv

4.375

4.849

8 803
4 494
5 255

37,187

17.559
8 111

21,496
10.843

11.368

11.572

15.671
10,105

7.750

11.525

11 338
5.117

17 308

12 620

12012

8 439
26,666

18,973

9.331
11,027

9 922

12.883
9 973
9.987

9,167

11.763

15.691
12.619

17.810

15.557

10.957
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b. Coeficiente de variación

AI analizar el coeficiente de variación (CV) para las tres poblaciones de

desarrollo abreviado, se tiene que los 37 caracteres estudiados (que son las

medidas de los artejos), varían entre 9.98 y 38% para los ejemplares machos de

M. twctlaense, 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 más altos se relacionan al alto y ancho del isquio.

En el caso de las hembras el CV fluctuó entre 7.9 y 25.5% para M.

tuxtlaense, sólo el alto anterior del isquio es el carácter que presenta una mayor

variación (33%), y el total de los caracteres en promedio presentan un CV de

15.39%. El CV para las hembras de Macrobrachium sp. 1, fluctuó entre 9.3 y

22.0%, valor que correspondió al ancho posterior del mero el promedio fue de

16.95%. En el caso de Macrobrachium sp. 2, el CV de las hembras fluctuó entre

4.3 y 37%, valor que correspondió a la longitud de la espina hepática, el

coeficiente de variación promedio para esta población fue de 12.44%.

Es interesante mencionar que los coeficientes de variación de los

caracteres, en las hembras de las tres poblaciones, son más uniformes que los

de los machos. Así, tanto en ejemplares machos como hembras los CV más altos

están relacionados con las mediciones del isquio (Tablas XIX, XX y XXI) y (Figs.

24, 25, 26)).

El coeficiente de variación de las doce proporciones establecidas a partir

de algunas mediciones, en las tres poblaciones, es considerablemente menor y

tiende a ser más uniforme (Figs. 24, 25 y 26 desde la variable 42 a la 53).
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c. Análisis de varianza

El análisis de varianza se hizo por sitio, comparando las tres poblaciones

de Macrobrachium de desarrollo abreviado en estudio y por sexo dentro de cada

población y entre ellas, obteniendo los resultados que se resumen en la Tabla

XXII, y 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

hepática, longitud del rostro, distancia desde la base de la espina antenal al

margen supraorbital, distancia entre la espina hepática 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 móvil, longitud,

interna, del dedo fijo, longitud total del pereiópodo, longitud del pereiópodo 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. tuxtlaense puede

diferenciarse significativamente de Macrobrachium sp. 2 por 12 mediciones y 4

proporciones, estos atributos incluyen la longitud total de los ejemplares y las

longitudes del cefalotorax y las espinas antenal y hepática, del segundo

pereiópodo solo se incluyen mediciones relacionadas con el carpo y la quela.

Las diferencias entre las poblaciones de Macrobrachium sp. 1 y

Macrobrachium sp. 2 son mínimas, ya que solo se pueden distinguir por 6 de los

37 caracteres establecidos y por cuatro proporciones; entre los caracteres se

incluyen la longitud del abdomen, del rostro, la distancia desde la base de la

espina hepática al centro de la órbita, el ancho y alto de la palma y el alto

anterior del carpo (Tabla XXII y las gráficas del análisis de varianza se presentan

en el anexo 3)

Las diferencias entre machos y hembras de M. tuxtlaense están dadas por:

la longitud del cefalotorax, la longitud desde la inflexión del rostro, longitud del

rostro, distancia desde la base de la espina hepática y antenal al centro de la.
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órbita, la distancia desde la base de la espina antena! al margen suborbital y la

distancia entre la base de ambas espinas, el ancho anterior del mero, la

longitud del dedo móvil, la longitud de la quela y la relación de la longitud de la

quela con respecto de la longitud total del segundo pereiópodo. (Tabla XXII.

Gráficas del análisis de varianza en el anexo 3). .

Los machos y las hembras de la población de Macrobrachium sp. 1, se

diferencian por el alto posterior del isquio y las proporciones de la longitud del

rostro con relación a la longitud del cefalotórax y la longitud desde la inflexión

del rostro con relación al cefalotórax.

Finalmente, los machos y las hembras de la población de Macrobrachium

sp. 2, se diferencian significativamente por el ancho y alto de la palma, ancho

posterior del carpo, la longitud total del segundo pereiópodo y por las

proporciones longitud del rostro y longitud desde la inflexión del rostro con

respecto al cefalotórax (Tabla XXII, gráficas del análisis de varianza, en el anexo

3)-

Si el análisis se hace entre machos, por sitio, se tiene que los machos de

M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 1, son distintos prácticamente 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 hepática al margen suborbital y al centro

de la órbita como en el ancho posterior del isquio y el alto posterior del mismo

artejo. Machos de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2, son significativamente

distintos solo en seis caracteres: la longitud total, longitud desde la inflexión del

rostro, longitud del cefalotórax, longitud del rostro y la distancia desde las bases

de la espina hepática y antenal al centro de la órbita. En cuanto a las

proporciones, estas poblaciones de machos se diferencian en la longitud del

rostro y desde la inflexión del rostro con relación al cefalotórax, la longitud del

carpo con relación a la longitud total del segundo pereiópodo, el ancho de la

quela con relación a su longitud y la longitud interna del dedo fijo con relación a

la longitud de la quela (Tabla XXII y gráficas del análisis de varianza en el anexo

3).
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Por último, los ejemplares machos de Macrobrachium sp. 1 y

Macrobrachium sp. 2, se diferencian significativamente en caracteres asociados

al segundo pereiópodo como: el largo, ancho y alto de la palma, ancho posterior

del carpo, ancho anterior del mero, largo del mero, longitud del dedo móvil, la

longitud total del segundo pereiópodo y la longitud de la quela (Tabla XXII y

gráficas del análisis de varianza en el anexo 3).

La comparación de varianza entre hembras de las tres poblaciones indica

que la población 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 hepática y la distancia de la espina hepática al margen

suborbital, en cuanto a las proporciones se diferencian en: la longitud del rostro

y desde la inflexión del rostro con relación al cefalotórax. (Tabla XXII y gráficas

del análisis de varianza en el anexo 3).

Las hembras de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2 se diferencian

significativamente por la longitud total de los ejemplares, el largo desde la

inflexión del rostro, la longitud del cefalotórax, 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 cefalotórax, longitud del rostro, longitud del cuerpo,

longitud de la espina antenal, la distancia desde la base de la espina hepática al

margen suborbital y al centro de la órbita y el ancho anterior del carpo (Tabla

XXII y gráficas del análisis de varianza en el anexo 3).
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Tabla XXI!.. Resumen del análisis rie vorinnza en ias tres poblaciones del género Macrohrachhim., con desanollo

abreviado en estudio Comparación entre poblaciones, sexo intrapoblacional, sexo inte: población al

= 0 05, * = p < 0.05, " = p < 01, *" JJ < 0 00 I (Las gráficas del análisis de vaiiatiza se muestran en el anexo 3].

Entre poblaciones Sexos por poblaciones
M-H M-H M-H

Caracteres I Cat-Stgo Cat-San Stgo-San I Cat Stgo

Hembras entre poblaciones Machos entre poblaciones
Hembras Hembras Hembras I Machos Machos Machos

San I Cat- Stgo Cat-San Stgo-San I Cat-Satg. Cat-San Stgo-San

VAR5

VAR6

VAR7

VAR8

VAR9

VARIO

VAK11

VAR12

VAK13

VAR14

VARIS

VAE16

VAR17

VARIS

VAR19

VAR2O

VAK21

VAR22

VAB23

VAK24

VAP25

VAS26

VAJÍ27

VAR28

VAR29

VAB30

VAÍÍ31

VAR32

VAK33

VAR34

VAK35

VAR36

VAK37

VAK38

VAR39

VARIO

VAJÍ41

VAR42

VAB-13

VAK44

VAK45

VAJÍ46

VAK47

VAK48

VAK49

VAK50

VAR51

VAK52

VAR53

24.06***

13 09***

19 47"*

22 12"*

8 10"

13.11*"

8 0 4 "

14 07***

5 09*

6 29**

7 11*

9 . 8 1 "

9 .81"

8.00"

6.96*

7.55**

6 82*

8 35**

6.62*

6.37*

5.55"

14 17"*

8.30"

2 24-

11..52

26 19

7.24

19 301

35.15'

4 67

11.65

6 00

7 80'

6.95

4.88'

4.34

20.07'

8 30*

12 47

10 87

5 47' 5 11"

5 74'

6 43*

7 45*

1 1.30*

5 40'

5 00*

8.73"

10.12*

7 08*

12 03*

4 57'

6 22"

5.42*

691*

5 28*
4 79* S45*

•1 6 5 '

7 0 8 '

5.81*

4 87 '

7 20*

6 29'

13.73*

b 15"

8.80*

5 48*

7.96*

7 15*

4.89*

6.94*

5 60*

5 36'

8.33

5 36

5 15*

23 25***
9 2 9 "

17 57*"

8 20**

21 95"*

9 8 9 "

8 81"

10 43"

6 50*

4 61*

5 83*

12 94"

6 67*

6 32'

6 20*

5 60'

^ 53*

8 . 0 1 "

11 0 9 "

9.14"

8.8S"

6 66*

8..69*1

4.99*

7 20*

5.65*

7.74*

5.42*

6. OS*

7.35*

6 66*

7 58*

4.43*

24 7ñ"*

12 66"

25 38"*

6 00'

7 32*

16 08*"

23.74***

6.09*

14 35

6 79

6 09

5 02

5.18

6 15

13 34

7.62

12 65

4.85

14 30

7 31

13 32

15 77'

5 84'
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d. Análisis de variación entre especies

Para el análisis de componentes principales de las tres poblaciones de

desarrollo abreviado, de las distintas localidades en estudio, la matriz de datos

estuvo conformada por un número total de 53 ejemplares, por 37 caracteres, y

se encontró que los tres primeros componentes principales explican el 77.05%

de la varianza (Tabla XXIII).

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

caracteres medidos en las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,

No. De
C omponentes

% d e
variación

%
acumulado
de variación

62
8.

5.

.72231
76502

56348

62.,
7 1 .

77.,

72231
48734

05082

Asociados al primer componente se encuentran dieciocho caracteres,

todos relacionados con el ancho, alto y largo de los artejos del segundo

pereiópodo: longitud interna y externa del dedo fijo, longitud del mero, longitud

total del segundo pereiópodo, longitud del pereiópodo 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

ceíálotórax y el tercero de ellos asocia sólo a dos caracteres, que son la longitud

de la espina antenal y la posición de la espina hepática respecto al margen

suborbital (Tabla XXIV). En la representación gráfica del análisis de

componentes principales (1 vs 2) (Fig. 27) no se aprecia una evidente separación

de la nube de datos que representan a cada una de las poblaciones.
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Tabla XXIV. Muestra la relación de variables asociadas a los tres

primeros componentes principales del análisis, para datos de
M acrobrachium. spp, con desarrollo abreviado

Carácter

L_TOTAL

L_ABDOM

ESPADA

CUERPO

CEPALOTO

ESP_HEPA

ESP_ANTE

ROSTRO

POSC - 1 - EA

POSO - 2 - EA

POSC - 1 - EH

POSC - 2 - EH

DES - EA - EH

L_DFIJOE

A - PALMA

A_ACARP

A_PCARP

L_CARP

A_A_MERO

A.P._MERO

A_AÍSQÍJI

L_MERO

A.PISQU

LJSQUI

L_DEMOVI

L_DKIJOI

L_TOTPAT

L_PALMA

L_PATASI

AL.PALMA

AL_ACARPO

AL_PCARPO

AL_A_MERO

A.P.MERO

AL_A_ISQUI

AL_P_ISQUI

L_QUELA

Componente

1

0,510820

0.436970

0.365090

0.421000

0.418330

0., 118540

0 134600

0.332770

0 083720

0 016410

0 349650

0,272770

0,372320

0.810330

0.888080

0.861210

0.702890

0.686620
0.771270

0.716710

0 5S7070
0.840580

0 394560
0.612810
0.862690

0.839760

0.889840

0.912210

0.889640

0.876370

0.843370

0,689720
0.780360

0.736520

0.710060

0 655620
0.864510

Componente
2

0.511846
0.084900
0.826606

0.718200

0.840454

0 411738
0,157735
0.820329

0,426192
0,604940
0.874714

0.835751

0.838491

0.408415
0.102779
0.225179
0,494562
0 259941
0 274537
0 271494
ü 283229
0 127340
0,009406
0.449397
0,375227
0.408264
0,337047
0,286383
0 316355
0.181201
0.330825
0.255068
0.295968
0 405586
0 264834
0 367787
0 388266

Componente
3

0.512855
0.586358
0.155213
0 312225
0.243773
0 102321
0.316729

0 161475
0.782864

ü .547722
0 186319
0 360670
-0.156858
0,123963
0.173543
0.308614
0.187219
0.247126
0.318885
0.533122
0.552732
0.157094
0.555265
0.286732
0.171230
0.164500
0.223070
0.188445
0.227679
0 149558
0.160401
0 202033
0.335135
0.108325
0.142824
0.016514
0,185076
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Los resultados del análisis de función discriminante, para las tres

poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado integran veintiún

variables de las treinta y siete consideradas en el estudio (Tabla XXV), las que se

incluyen en dos factores. De estas veintiún variables sólo doce coinciden con las

incluidas en el análisis de componentes principales. La clasificación de la matriz

indica que los ejemplares de las poblaciones de M. tuxtlaense y Macrobrachium

sp. 2, están clasificadas correctamente con un 100% de aciertos; mientras que

Macrobrachium sp. 1 tiene un 94% de aciertos en la clasificación de los

ejemplares (Tablas XXV y XXVI), lo que se ve representado en la figura 28, donde

la nube de ejemplares de cada una de las tres poblaciones está claramente

diferenciada sugiriendo que las poblaciones de Macrobrachium con desarrollo

abreviado en estudio, están diferenciadas morfométricsjnente por localidad o

sitio. Si se hace el mismo análisis discriminante por sexo, para las tres

poblaciones de desarrollo abreviado, se tiene que machos y hembras de cada

población están clasificados en un grupo independiente con un 100% de aciertos

(Tabla XXVII), representadas en la figura 29, lo que indica que las poblaciones

están diferenciadas por sexo entre y dentro de ellas.
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Tabla XXV. Resumen del análisis de función discriminante. 21 variables incluid
en el modelo.Wilks' Lambda: 0.03617 aprox. F(42.6) = 6.0833 p < 0.00000

ROSTRO
AL_PALMA
A_PCARPO
P1_ESPHE
ESP^HEPA
ESPADA
A_P_MERO
L_ABDOM

A_PISQUI
L_CARPO
P2_ESHEP
A_A_MERO
CEFALOTO
CUERPO
L_QUELA
A__PCARPO
ESP_ANTE
A_ACARPO
LJSQUIO
A_P_ISQU

Wilks'
Lambda

0.039
0.044
0.039
0.039
0.041
0.054
0.045
0.036
r\ n A n

0.045
0.052
0.043
0.040
0;053
0.052
0.045
0.041
0.039
0.041
0.041
0.039

Partial
Lambda

0.939
0.820
0.921
0.918
0.875
0.671
0.797
0.998
0.807
0.800
0.691
0.844
0.901
0.687
0.691
0.799
0.876
0.933
0.882
0.886
0.928

F-remove
(2,30)

0.968
3.288
1.288
1.338
2.140
7,358
3,812
0.036

3.747
6.723
2.771
1.639
6.837
6.694
3.764
2.129
1.070
2.002
1.932
1.156

p-level

0.391
0.051
0.291
0.278
0.135
0.003
0.033
0.965
u,u4u
0.035
0.004
0.079
0.211
0.004
0.004
0.035
0.137
0.356
0.153
0.162
0.328

Toler

0.047
0.076
0.251
0.179
0.550
0.000
0.144
0.367
r\ -\ ?- r-t
U.1D /

0.273
0.222
0.377
0.120
0.000
0.000
0.049
0.238
0.197
0.073
0.291
0.202

1-Toler
(R-Sqr.)

0.953
0.924
0.749
0.821
0.450
1.000
0.855
0,633

0.727
0.778
0.623
0.880
1.000
1.000
0.951
0,762
0.803
0.927
0.709
0.798
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Tabla XXVI Análisis discriminante por sitio para poblaciones de

Macrobrachium spp Clasificación de la matriz, en las filas se indica la

clasificación observada y en las columnas la clasificación esperada.

Grupo

G- 1:1

G-2:2

Q - 3:3

Total

Percent
Correct

100 0000

94 1376

100.0000

98 1132

G_l:l

p - 0.49057

26

]

0

27

G_2:2
p = C 32075

0

16

0

16

G_ 3:3

p = 0.18868

0

0

10

10

Tabla XXVII.. Clasificación de la matriz por sexo, para poblaciones de Macrobrachium spp.. De desarrollo abreviad

Clasificación de la matriz, en las filas se. indica la clasificación observada y en las columnas la clasificación obseiv

G - 1:1

G-2:2

G-3:3

G- :4

G- 5:5

G-6:6

Total

Peicent

Correct

100.0

100 0

100.0

100.0

100.0

100 0

100.0

G_l:l

p=.30189

16

0

0

0

0

0

16

G_2:2
p=. 18868

0

10

0

0

0

0

10

G_ 3:3

p=. 16981

0

0

9

0

0

0

9

G_4:4

p=. 15094

0

0

0

8

0

0

8

G_5:5

p=. 094434

0

0

0

0

5

0

5

G_6:6

p=. 094434

0

0

0

0

0

5

5
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Con el agolpamiento de las poblaciones, estilo UPGMA, mediante

caracteres morfométricos se pretendía determinar que tan dispersos están los

organismos de cada población, 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

encontrar agrupados a los organismos que definen a cada población, la parte

superior del fenograma hay tres grupos que incluyen a las poblaciones de

desarrollo abreviado aunque los organismos están mezclados principalmente los

de la población 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 población de Tabasco, el segundo

grupo incluye a ejemplares de la población Alvarado y los últimos dos grupos,

mejor definidos que los anteriores agrupan a las poblaciones de Montepío y

Sontecomapan respectivamente.

A partir del análisis de comparación 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 construyó el fenograma de la

figura 31 en el que se observa una politomía conformada por cuatro ramas

principales. La primera rama soporta a la población 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

pequeña también resuelta a un 100% y soporta a las poblaciones de M.

acanthurus de Sontecomapan y Montepío y la pequeña rama inferior también

resuelta a un 100% soporta a las poblaciones de M. acanthurus de Alvarado y

Tabasco. Las cuatro poblaciones están dibujadas exactamente iguales, sin

cambios que se indiquen en la extensión de las ramas.



Fig., 30. Agrupamiento de las

Poblaciones de langostinos

estudiadas, estilo UPGMA,

a partir de 37 caracteres

morfométricos. Los números

indican la población a la que

corresponde cada ejemplar

M, tuxtlaense (1):

Macrobrachium sp. 1 (2);

Macrobrachium sp.. 2 (3):

M. acanthurusáe Montepío (4);

Sontecomapan (5);

Alvarado (6) y Tabasco (7).



. M.tuxtiaense

• M.sp. 1

. M sp. 2

103

— M. acanthufus S

• M.acanlhurusM

• M acanthunjs A

• M acanthurus T

10

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

medidos. Mediante el Método de parsimonia (boostrap - 100 réplicas).
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3.4. Análisis Morfológico

Mediante la superposición de pares de imágenes en el plano cartesiano, el

programa TPS generó la imagen consenso o promedio que caracteriza la forma

del caparazón y de la quela sin dedo móvil, de cada una de las tres poblaciones

de Macrobrachium de desarrollo abreviado en estudio (Figs. 32 a y b y 33 a y b).

La forma promedio de estas estructuras, al ser una imagen no deformada,

conserva su ortogonalidad en todos sus ángulos; por ello la comparación

angular de: (1) la inclinación del rostro con respecto a la horizontal; (2) de la

órbita con respecto al margen posterior del rostro y (3) el ángulo que forman el

dedo fijo y la base del dedo móvil de la quela del segundo pereiópodo, 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 población de Macrobrachium sp. 1,

esta inclinación es menor que en las otras dos poblaciones (7.6°). En las

imágenes promedio del caparazón de M. tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2, el

ángulo de inclinación del rostro con respecto a la horizontal es de 9.2° y 9,0°,

re spectivamente.

El ángulo formado por la órbita y el margen suborbital en la población de

Macrobrachium sp. 1, es de 70.5°; mientras que en las poblaciones de M.

tuxtlaense y Macrobrachium. sp. 2; los ángulos fueron de 66.0° y 68.5°,

respectivamente (Fig. 32 a y b).

Finalmente, el ángulo formado por el dedo fijo con relación a la base del

dedo móvil es de 131° en promedio, para los ejemplares de M. tuxtlaense y de

123° y 123.5°. para la figura consenso de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachium

sp. 2 (Fig. 33 a y b).
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Macrobrachium sp. 2

Macrobrachium sp.l

0.2 i
M. tuxtlaense

-0.6

Fig. 32 a. Forma consenso del caparazón de cada una de las tres poblaciones de Macrobrachium

spp con desarrollo abreviado, (en línea recta).
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Macrobrachium sp. 2

Macrobrachium sp . l

M. tuxtlaense

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

spp con desarrollo abreviado, (en linea curva).
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M, tuxtktense

—(W5-

MacrobrachhiTn sp.. 1.

^=-» 0 6

Macrobrachium sp.2

Fig. 33a. Forma consenso de la quela, sin dedo móvil, de las tres poblaciones de Macrobrachium

spp. con desarrollo abreviado {Línea recta).
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M. tuxtlaense

QAS-

QAS-
Macrobrachium sp 1

Macrobrachium sp.2

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

spp,. con desarrollo abreviado (Línea curva).

143



4. Discusión

La clasificación taxonómica de las especies del género Macrobrachium

está basada completamente en características generales de la palma, el carpo y

el rostro (Holthuis, 1952; Villalobos, 1967). Caracteres que con el incremento

del número de especies muchas veces no son lo suficientemente robustos, para

diferenciar certeramente a los taxa. Esto, en gran medida, se debe a la similitud

morfológica y al incompleto conocimiento de la variación de los caracteres

dentro de cada especie. Por ejemplo M. olfersii y M. hobbsi; a la variación

ontogénica, a la variación dependiente del sexo y del estado de desarrollo, al

ambiente y a su propia distribución geográfica.

En las nuevas poblaciones de Macrobrachium, con desarrollo abreviado, el

problema es más apremiante, ya que al ser organismos pequeños que a

primera vista pareciera que todos son iguales.

En este estudio se consideraron 37 caracteres entre los que se incluyen

los comúnmente utilizados en la literatura, y otros que surgen de la

observación de muchos ejemplares y en los que se podría pensar que presentan

diferencias como son: las longitudes de las espinas hepáticas 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 establecieron doce proporciones, que

reflejan la misma tendencia de los caracteres por sí solos, algunas de ellos

marcando diferencias significativas y corroborando el resultado de que la

variación en tallas no es significativa para considerarla "ruido" estadístico por

alometría de los caracteres.

Los valores más altos de coeficientes de variación tanto en ejemplares

machos como hembras, de cada población, coincidieron en ser mediciones

relacionadas al isquio. La explicación a ello pudiera ser que el isquio, y por

ende todo el segundo pereiópodo, se unen al cefalotórax mediante una frágil

articulación de la coxa. Esta articulación tiende a romperse con mucha
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facilidad quedando poco definida la terminación de la estructura y por ende el

largo, ancho y alto del isquio. Esta posibilidad se ve reflejada en el análisis, en

la determinación del error de medición, donde los datos relacionados al isquio

son los mayores valores de error.

Los ejemplares hembras de las tres poblaciones presentan coeficientes de

variación menores y más constantes que en los machos. Pero, las hembras de

cada población están menos diferenciadas, morfológicamente que las

poblaciones de machos. Esto puede atribuirse al efecto de selección sexual,

pensando en que la diferenciación en inversión parental implica un mayor

gasto de energía por parte de las hembras, la mayor veces de los casos,

partiendo desde la producción de gametos, cópula, cuidado de huevos o

embriones y cuidado y alimentación 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 secundarías para atraer a las hembras, por lo que nuestros

resultados concuerdan al encontrar una mayor variabilidad morfológica en los

machos dentro y entre las poblaciones.

Según Darwin, el comportamiento de selección sexual de las hembras, a

las que llamó "recatadas", era el de seleccionar a los machos a los que llamó

"entusiastas", porque debían competir por el apareamiento con una hembra. A

nivel de escala zoológica, son muchos los ejemplos de machos que destacan sus

estructuras secundarias con la finalidad de atraer a las hembras, por ejemplo:

cuernos y astas grandes y ornamentados, 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 tamaño y presentan mayor desarrollo de sus quelas. Particularmente,

los machos tienen un comportamiento diferente entre juveniles y adultos. Los

machos juveniles son más 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 selección sexual como es quitarles el
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espermatóforo a los machos jóvenes 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 análisis de variación entre poblaciones, mediante componentes

principales, justifica un 77% de la varianza, la cual está explicada,

principalmente, con caracteres relacionados con el alto, ancho y largo del

segundo pereiópodo, el segundo componente involucra solo a componentes

relacionados con el cefalotórax pero aún asi, la gráfica no revela nubes de

puntos definidas que distingan a cada población. Si a los mismos datos se les

aplica un análisis discriminante con mayor resolución en la mezcla de los

caracteres, éste permitirá granear nubes de datos independientes con

diferencias significativas para cada población.

Es común encontrar referencias bibliográficas en las que se concluye que

mediante ensayos isoenzimáticos se revelan diferencias significativas entre

poblaciones; sin embargo, los ejemplares son similares morfológicamente

(Abdullah & Shukor, 1993) o con poca diferenciación morfológica (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 (morfología) está dada por los genes

reguladores y la variabilidad de los loci enzimáticos depende del

comportamiento de los genes estructurales.

Los distintos valores de heterosis encontrados en diversos estudios, se

han relacionado con la variabilidad morfológica y se plantea que los animales

con menor variabilidad morfológica, presentan mayor heterocigosidad y por

tanto mayor homeostasis (Espinosa, 1989; Fevolden y Hensen, 1989). Zourus y

Foltz (1987), plantean que la variación alélica sugiere que los individuos

heterócigos presentan niveles más bajos de fluctuación asimétrica y variación

morfológica que los ejemplares homócigos. Una explicación para la asociación

entre heterocigosidad y asimetría, es que los heterócigos se desarrollan más

rápidamente que los homócigos y son menos propensos a accidentes durante la

ontogenia.
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En nuestro caso, se encontró que la población de Macrobrachium sp. 2,

presenta menor variación morfológica que la población de Macrobrachium sp. 1

y éstas 2 menor variación morfológica que la población de M. tuxtlaense. En

cuanto a la variación genética, medida como heterocigosidad, se observó el caso

contrario. La población de Macrobrachium sp. 2 presenta mayor heterosis que la

de M. tuxtlaense y éstas 2 presentan mayor variación en heterosis que la

población de Macrobrachium sp. 1, concordando con la regla que a menor

variación morfológica hay una mayor heterocigosidad y por ende mayor

homeostasis.

El fenograma de la figura 22, hecha a partir de caracteres morfométricos,

gráfica en forma clara la agrupación 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 sería razonable

esperar que al agruparlas, según su semejanza moríométrica, se comportaran

en forma similar a M. acanthurus.

Finalmente en relación a la técnica no convencional que se utilizó para la

toma de datos, mediante la digitalización del caparazón y segundo pereiópodo

mayor, resta por mencionar que es una eficiente herramienta para formar bases

de datos. Permite un trabajo rápido y con mayor precisión de la que podría

ofrecer un vernier o un ocular graduado Además de ofrecer una rápida

repetibilidad de las mediciones. Del programa Thin Píate Splines, Relative Warps

(Rohlf, 1999), se puede señalar que es una técnica con la que se pueden lograr

distintos enfoques de comparación, de la forma consenso, de las poblaciones

independientemente del factor talla. En esta ocasión se presentó un ensayo muy

simple de comparación angular entre estructuras de las formas consenso de

cada población, lo que ha permitido confirmar que la inclinación del rostro de la

población de Macrobrachium sp. 1, es menor de la que presentan las otras

poblaciones analizadas.
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Discusión Final

Pereira (1995) menciona que alrededor de 29 especies de palemónidos 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 Euryrhynchidae, Troglomexicanus,

Pálaemonetes primitivo y Pseudopalaemon (ver Strenth 1976, Pereira 1985)

poseen desarrollo abreviado, esta característica puede ser considerada entonces

una peculiarmente primitiva. Si este es el caso, el desarrollo abreviado surge

debido a eventos evolutivos que tienen lugar temprano en el origen de la familia

Palaemonidae, esta propuesta es consistente con la actual distribución de las

especies con desarrollo abreviado alrededor del mundo, habitantes de grandes

cuencas con una larga historia geológica.

En América del Sur la mayoría de las especies están asociadas con la

rivera del Amazonas-Orinoco, cuencas que poseen una gran y compleja historia

paleogeográfica. Si el desarrollo abreviado es relacionado con el origen de la

familia, probablemente durante el tiempo Cretácico, entonces es común que el

origen de los palemónidos estrictamente de agua dulce pueda ser explicado con

base en un solo evento de especiación más que por una convergencia debida a

presión de selección (Pereira y García, 1995). Pereira no hace referencia de cómo

se daría el origen de este grupo de desarrollo abreviado inicial y cómo surgirían

las especies de desarrollo completo que actualmente conocemos. Villalobos com.

pers. en el afán de entender la propuesta de Pereira y Garcia (1995). propone

dos procesos de invasión de las especies con desarrollo abreviado: el primero

durante el periodo Cretácico, donde las especies de desarrollo abreviado

originarían a las especies de desarrollo completo y por alguna razón

desaparecerían; y segundo, que posteriormente habría una segunda invasión de

las especies de desarrollo abreviado que serían las que actualmente conocemos,

evidentemente con un origen más reciente.
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Sin embargo son muchos los autores, que contrariamente plantean que

los palemónidos son de origen muy reciente y su dispersión, a partir de sus

ancestros marinos pudo haberse iniciado durante el Pleistoceno o Postmioceno.

Pero la ocupación de los medios dulceacuícolas, al menos, para las especies de

Macrobrachium es más reciente aún, 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 condición

derivada, una convergencia múltiple, intergenérica y masiva hacia este tipo de

ciclo de vida en los Palaemonidos, principalmente por la presión de selección 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

intrusión al medio dulceacuícola (Ortman, 1902; Tiwari, 1955 a). Este proceso

de transición parecer ocurrir vía estuarina (Sandifer y Smith, 1979).

En esta dispersión biogeográfica e invasión a ambientes terrestres, el

género Macrobrachium ha ido incrementando el tamaño del huevo y decreciendo

el tamaño de la puesta como así mismo se han ido desarrollando varios tipos de

desarrollo larval (Ortman , 1902; Tiwari, 1955 a y Jaalihal 1993). Basado en el

número de estados larvales, Jalihal, 1976 propone tres tipos de desarrollo:

Tipo I: Prolongado, normal o completo que se subdivide en Tipo IA: con

más de diez estados larvales y el Tipo IB: con ocho o nueve estados larvales.

Tipo II : Parcialmente abreviado que se subdivide en Tipo IIA: con tres

estados larvales y en el Tipo IIB: con dos estados larvales.

Tipo HJ: 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, dulceacuícolas y terrestres

en los dominios biogeográficos continuos. Planteando que los euribiontes que

están en la fase de ampliar su área de distribución biogeográfica, o de invadir

nuevas áreas, están dotados de mecanismos orgánicos peculiares y favorables

para hacerlo. Este tipo de organismos capaces de invadir, colonizar, adaptarse y

actuaren un medio ambiente nuevo, están 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, están dotados de condiciones a las que el

llama preadaptaciones. Por ejemplo los organismos que viven en aguas dulces

presentan un carácter de adaptación convergente, como es la presencia de

huevos grandes bien dotados de vitelo, como los que presentan algunos

palemónidos de agua dulce.

Según Jalihal et al,(1993)el género Macrobrachium durante el proceso de

invasión al medio terrestre, adquiere algunas interesantes características como:

(1) reducción del tamaño de los adultos con pérdida del dimorfismo sexual, (2)

aumento del tamaño del huevo y reducción del tamaño de la puesta, (3) larvas

de gran tamaño con pereiópodos funcionales y pleópodos, (4) rostro dentado. (5)

telson redondeado con incremento en el número de procesos, (6) ausencia de

espina supraorbital como de espina epigástrica o posterolateral en el caparazón

y de la espina en el quinto segmento abdominal durante el desarrollo larvario,

(7) algunos dependen de la salinidad para la metamorfosis; (8) reducción del

número de estados larvales y de la duración del periodo larval (9) incremento en

el porcentaje de sobrevivencia larval.

Particularmente, pienso que el desarrollo abreviado es una condición

derivada del desarrollo larvario completo, como resultado de una adaptación al

medio ambiente favorecida por la plasticidad adaptativa de los organismos.

Probablemente, pueda ser una respuesta a la presión de selección por

establecerse en ambiente oligotrófícos asegurando el éxito reproductivo y

evitando la exclusión 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 biogeográfico, ya que la historia geológica de

México es distinta y mucho más reciente que la del Amazonas, así como por las

adaptaciones que presentan estos organismos para lograr existir donde lo hacen,

por ejemplo: su especialización en un habitat dulceacuícola; reducen su rango

150



geográfico (dando pie al endemismo); adquieren una independencia nutricional

debida a la presencia de pocos huevos de gran tamaño provistos de suficiente

vitelo; abrevian el desarrollo larvario; dando protección a la carnada ; las larvas

presentan tolerancia al estrés físico-químico, entre otros. Las adaptaciones

anteriores son similares a las que plantea Anger (1995), para algunos cangrejos

grápsidos que se mueven del ambiente marino al dulceacuícola y al terrestre,

este tipo de conducta también se ha observado en crustáceos Cambáridos,

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 oligotróficas,

contrarestando la carencia de alimento con la producción de huevos con

suficiente vitelo para alimentar a una larva lecítotróñca hasta que sea

librenadante y con estructuras bucales funcionales. Sin duda esto lleva consigo

un período de transición y adaptaciones fisiológicas, morfológicas y ecológicas-

conductuales.

Una de las de las adaptaciones fisiológicas más 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

mayoría de los crustáceos decápodos, se podría considerar como la estrategia

más exitosa, pero no necesariamente la de origen primero. Sin embargo también

es válido pensar que las poblaciones de langostinos de desarrollo abreviado (con

huevos grandes) están recién encontrándose y en algún momento podría ser que

este tipo de estrategia fuese el más exitoso en función de fitness reproductivo.

Un antecedente para pensar en esto es que en el año 1998, cuando se inició este

estudio, se conocían cinco poblaciones con dichas características y tres años

más tarde se tienen reportes de a lo menos 18 poblaciones con similares

características para las que se postula ia misma interrogante ¿Son 18

poblaciones de una única especie de Macrobrachium con desarrollo abreviado?,

¿Son poblaciones en proceso de especiación? o ¿Son distintas especies de

Macrobrachium spp. que están evolucionando en forma independiente?.

151



Los principales resultados obtenidos, en cada una de las tres

aproximaciones se resumieron en un análisis de parsimonia, el cual generó un

fenograma para cada una de ellas (Figuras: 9, 22 y 31). Al reunir los caracteres

de presencia/ausencia de alelos (Tabla V), características del apéndice

masculino (Tabla XVI) y los caracteres morfométricos (Tabla XXII) para cada

población 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 generó un fenograma exactamente igual al obtenido utilizando solo

los caractert.es 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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Conclusiones

1. Mediante la técnica de electroforésis en acetatos de celulosa, se determinó

que la población 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 población de Macrobrachium sp.2 está fija para el alelo dos de la

Me-1 y Got-1. La población de Macrobrachium tuxtlaense no presenta alelos

fijos. (Objetivo 1; Capítulo I).

2. Mediante la técnica de electroforésis en acetatos de celulosa, se determinó

que las cuatro poblaciones de Macrobrachium acanthurus están fijas para el

alelo tres en la Me-1 y el alelo dos en la Idh-1. Las poblaciones de Alvarado y

Tabasco están fijas para el alelo dos de la Pgi-1, las poblaciones de

Sontecomapan y Tabasco están fijas para el alelo dos de la Got-1. (Objetivo

1; Capítulo I).

3. 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 población de Macrobrachium.

tuxtlaense y Macrobrachium sp. 2. Sin dejar de mencionar que la heterosis

calculada, en este estudio, está basada en un alto porcentaje de locus

polimórficos, especialmente para Macrobrachium sp.2 que es polimórfica para

todos los loci analizados. (Objetivo 2; capítulo I).

4. El índice de diferenciación entre poblaciones (Fst) para las tres poblaciones

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

especies distintas genéticamente. (Objetivo 4; Capítulo I).
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5. El índice de diferenciación entre poblaciones Fs tpara las cuatro poblaciones

de Macrobrachium acanthurus indica que genéticamente son poblaciones de

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

6. El índice de fijación (F) y los estadísticos de Wright (Fis. Fst y Fu), indican que

las poblaciones de Macrobrachium de desarrollo abreviado, están bajo la

influencia de fuerzas evolutivas como la endogamia, deriva génica y la

selección natural. (Objetivo 3; Capítulo I).

7. 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; Capítulo I).

8. Las poblaciones de Macrobrachium tuxtlaense, Macrobrachium sp. 1 y

Macrobrachium sp. 2. están distantes geográfica y genéticamente.

9. Los resultados obtenidos para presencia / ausencia de alelos, Distancia

genética e índice Fst, indican que las poblaciones de Macrobrachium

tuxtlaense, Macrobrachium sp.l y Macrobrachium sp. 2, se pueden tratar

como especies genéticamente distintas que están evolucionando de manera

independiente.

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

masculino, en las poblaciones de Macrobrachium estudiadas, se puede

determinar que el número de cerdas es un carácter categórico, constante y

especie-específico. (Objetivo 1, Capítulo II)

11. El número 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; Capítulo

II).
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12. El número de cerdas apicales en el apéndice masculino para machos de

Macrobrachium acanthurus es de seis en las cuatro poblaciones analizadas.

(Objetivo 2; Capítulo II).

13. La medición de estructuras mediante la técnica no convencional de

programas computacionales (Morphosys) y a partir de la digitalización de

imágenes de video resultó tener un confiable nivel de precisión. (Objetivos

I y 2 ; Capítulo III).

14. Las poblaciones de Macrobrachium twctlaense y Macrobrachium sp. 1 se

diferencian significativamente en 20 de los 37 caracteres morfométricos

estudiados.

15. Las poblaciones de Macrobrachium twctlaense y Macrobrachium sp, 2 se

diferencian significativamente en 12 de los 37 caracteres morfométricos

estudiados.

16. Las poblaciones de Macrobrachium sp. 1 y Macrobrachiumsp.2 se diferencian

significativamente en 6 de los 37 caracteres estudiados.

17. Los resultados del análisis de componentes principales y discriminante

indican que las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,

están diferenciadas por sitio. (Objetivo 3; Capítulo III).

18. Los resultados del análisis de componentes principales y discriminante

indican que las tres poblaciones de Macrobrachium con desarrollo abreviado,

están diferenciadas por sexo intra e interpoblacionalmente. (Objetivo 3;

Capítulo 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. 1 y Macrobrachiumsp. 2 como dos nuevas

especies del género Macrobrachium, epigeas con desarrollo abreviado y

endémicas para México.
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ANEXO No. 1.

Recetas de los sistemas buffers utilizados en el análisis electroforé tico.

Buffers de extracción: agua destilada.

Buffets de corrimiento:

Buffer A
Citratos-fosfatos 0.01 M
pH: 6.4
Receta 1 (lt)
1.42gNa2HPO4
0.53 g Ácido cítrico

Molaridad final
10 mM Na2HPO4

2.5 mM Ácido cítrico

Buffer K
Tris-Maleato 0.015 M
pH: 7.2
Receta 1 (lt)
1.82 gTris
0.81 g Ácido maléico

Molaridad final
15mM Tris
7 mM Ácido maléico

Buffer C
Tris-maleatoQ.05 M
pH: 7.8
Receta 1 (lt)
6.06 gTris
2.32 g Ácido maléico

Molaridad ímal
50 mM Tris
20 mM Ácido maléico
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Anexo No. 2.

Recetas de las enzimas utilizadas en el análisis electroforético.

ISOCITRATO DESHIDROGENAS A (Idh) EC 1.1.142

1.0 mi Tris HC1 pH: 7.0
1.5 mlNADP
15 gotas DL-ácido isocítrico
8 gotas MgCla
5 gotas de MTT

2 mi de agar

GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (Got) EC 2.6.1.1

3 mi solución No. 1
10 gotas fast blue BB salt (solución saturada)**
2 mi de agar
Solución No. 1
200 ralO.lM fosfato pH: 7.0
10 mg Pyridoxal 5-fosfato
460 mg ácido L-Aspártico
260 mg ácido a-Ketoglutárico
aiustar a nH: 7.4
• -j — j — —i— • - •

FOSFOGLUCOSA ISÓMERAS A (Pgi) EC 5.3.1,9
1.0 mi Tris HC1 pH: 8.0
l.SmíNAD
5 gotas fructosa-6-fosfato
5 gotas MTT
5 gotas PMS**
10 mi G6pdh**
2 mi de agar

FOSFOGLUCOMUTASA (Pgm) EC 2.7.5.1

1.0 mi Tris HC1 pH: 8.0
1.5mlNAD
5 gotas MgCfe
5 gotas glucosa-1-fosfato
5 gotas MTT
5 gotas PMS**
20 mi G6pdh**
2 mi de agar

168



GLUCOSA-6-DESHIDROGENASA (Gópdli) EC1.1.1.49

O.ómlHCl pH: 8.0
1.5 mi NADP
12 gotas D-Glucosa-6-fosfato
6 gotas MgCla
5 gotas MTT
5 gotas PMS**
2 mi de agar

MALATO DESHIDROGENASA (Mdh| EC1.1.1.37

1.0 mi Tris HC1 pH: 8.0
1.5 mlNAD
13 gotas de Sustrato Málico
5 gotas de MTT
5 gotas de PMS**
2 mi de agar
Sustrato Málico
180 mi de agua
20 mlTrisHCl pH: 9.0
3.68 g L-ácido Málico
Ajustar a pH: 8.0

MALATO DESHIDROGENASA (Me) EC 1.1.1.40

0.6 mlTrisHCl pH: 8.0
1.5 mi NADP
12 gotas Sustrato Málico
2 gotas MgCh
5 gotas de MTT
5 gotas de PMS**
2 mi de agar

MAÑOSA FOSFATO ISÓMERAS A (Mpi) EC 5.3.1.8

1.0 mi Tris HC1 pH: 8.0
1.5mlNAD
5 gotas D-manosa-6-fosfato
5 gotas de MTT
5 gotas de PMS**
5 |il PGí**
20 p.1 G6pdh**
2 mi de agar

** Lábil o fotosensible, agregar inmediatamente antes de usar.
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ANEXO No. 3.

Gráficas del análisis de varianza, para los caracteres que presentaron
diferencias estadísticas significativas, por sitio y por sexo ínter e
intrapoblacionales (Tabla XXII).
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