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RESUMEN

El pargo lunarejo Lutjanus guttatus, es una especie demersal que se distribuye en el Pacifico
Oriental Tropical (POT) desde el Golfo de California y la costa del Pacifico de Baja California,
hasta Perd. El POT se divide en tres provincias biogeograficas: la de Cortés, la Mexicana y
la Pandmica, separadas por barreras que limitan la comunicaciéon de las especies
demersales. El analisis de la variacion en secuencias de la regién control del ADN
mitocondrial, revelé altos niveles de diversidad genética globales (h=0.998; 1=0.018). Sin
embargo, la Provincia de Cortés mostré una diversidad haplotipica relativamente baja
(h=0.971), que debe ser objeto de futuros estudios. Por medio de los indices de fijacidon ®sr,
pruebas de AMOVA y el programa Barrier 2.2, se determind la existencia de un leve grado
de estructura genética entre las poblaciones de las provincias biogeograficas como
consecuencia de barreras que limitan el flujo de individuos entre las provincias. No obstante
es posible que las barreras sean atravesadas por la larva pelagica de la especie y mantengan
ciertos niveles de conectividad genética. Por otro lado, los analisis de demografia histérica
mostraron que hace cerca de 400 mil afos, las poblaciones pasaron por expansiones
demograficas y espaciales, asociadas a periodos interglaciares del Pleistoceno. Sin embargo,
ciertas diferencias a nivel de flujo génico y tamanos poblacionales histéricos durante las
expansiones, varian dependiendo de la provincia biogeografica. De éste modo, datos sobre
diversidad, diferenciaciéon genética y demografia histdrica, permiten distinguir a las
provincias biogeograficas del POT, como fuente de diferenciacion genética en las
poblaciones de L. guttatus, por lo que podrian ser consideradas como unidades separadas

para la conservaciéon y el manejo sustentable de la especie.



1. INTRODUCCION

La filogeografia es el estudio de los procesos que rigen la distribucidon geogréafica de los
linajes genéticos en las poblaciones. Debido a que en ella convergen aspectos macro y
microevolotivos, integra informacion de disciplinas variadas como la genética de
poblaciones, la genética molecular, la demografia histérica, los andlisis filogenéticos, la
paleontologia y la geologia. Con éstas herramientas, busca interpretar la manera en la que
los procesos histdricos alteraron la demografia de las poblaciones y dejaron una huella

evolutiva en la distribucidn geografica de la variabilidad genética (Avise, 2000).

Algunas veces las poblaciones de las especies funcionan como entidades Unicas en las que
procesos como el apareamiento y el movimiento de individuos es uniforme a través de su
espacio geografico, cumpliendo una condicidon que recibe el nombre de panmixia. Sin
embargo, las especies no siempre son genéticamente homogéneas, si no que se estructuran
en grupos de individuos que presentan cierto grado de aislamiento respecto a otros grupos
(Hamilton, 2009). Esto se debe a que a lo largo de la historia de las poblaciones, han surgido
barreras temporales, conductuales o geograficas que separan a la poblacion original y
provocan que la variacién genética quede distribuida de manera diferencial dentro y entre
subpoblaciones de la misma especie, en un fendmeno conocido como estructura genética.
Esta se origina cuando existe intercambio limitado de individuos reproductivos entre y

dentro de los grupos de una poblacién (Laikre, Palm, y Ryman, 2005).

Por ejemplo, en poblaciones grandes, la estructura genética es originada por la probabilidad
de que dos individuos se reproduzcan mas facilmente con un organismo cercano que con
uno lejano, lo que produce un efecto que se conoce como aislamiento por distancia
(Hamilton, 2009). Una vez que las poblaciones han sido divididas en grupos, diferentes
fuerzas evolutivas pueden actuar de manera diferencial en cada uno ellos, incrementando

su diferenciacion genética.

Los procesos evolutivos encargados de modular la variacién genética en las poblaciones son

mutacion, recombinacién, deriva génica, migracion, endogamia y seleccién natural.



La mutacion es el origen de toda la variabilidad genética de las poblaciones, generalmente
se origina por errores en la replicacion del ADN, o por factores exdégenos como la radiacion
o factores quimicos (Herrdez, 2012) que alteran el material genético, y que pueden
comprender a grandes regiones del genoma, o a un solo nucleétido, con la insercién o
delecion (indel) de un par de bases o cambios de una base por otra (transiciones y
transversiones). La recombinacién se produce cuando se intercambia material genético
entre dos pares de cromosomas y tiene como consecuencia la combinacidn de las variantes
genéticas producidas por la mutacién. La deriva génica por su parte, es un proceso
estocastico que modifica de manera aleatoria, las frecuencias alélicas de una generacién a
la siguiente. Esto es una consecuencia de la segregacién de los gametos y estd
estrechamente relacionado con el tamafio de las poblaciones. Por tanto, el efecto de la
deriva genética adquiere un mayor impacto si el tamano de la poblacién que contribuye a
la generacion siguiente disminuye. La migracion es el desplazamiento de individuos de una
poblacién a otra, cuya consecuencia es el flujo génico que mantiene cierta uniformidad
genética y conectividad entre éstas. Cuando el flujo genético se interrumpe o disminuye
entre dos fracciones de una poblacién, conforme pasa el tiempo las frecuencias alélicas y
genotipicas se diferencian de las de la poblacién original. De manera similar, la endogamia,
gue es el apareamiento entre individuos emparentados que se localizan en la misma zona,
tiende a incrementar en poblaciones aisladas, provocando diferencias genotipicas entre
ellas. La seleccién natural funciona como un mecanismo en el que algunos genotipos y
fenotipos, exhiben distintos niveles de adecuacion (medida como tasas de sobrevivencia y
reproduccion), lo que provoca que con el paso del tiempo, los genotipos favorecidos
incrementen su frecuencia dentro de la poblacidn (Hamilton, 2009; Vazquez-Conde, 2013;
Campbell y Reece, 2005). Si bien la seleccidén tiene impacto solo en aquellos genes bajo su
influencia, es la responsable de los procesos de divergencia entre poblaciones e incluso de
la especiacion adaptativa (Pincheira-Donoso, 2012). Asi pues, la estructura genética, en la
gue las poblaciones se vuelven independientes, es a la larga responsable de la formacion
de nuevos linajes evolutivos, por lo que conocerla resulta de particular interés en los

estudios filogeograficos. En la mayoria de los casos, las especies marianas presentan



grandes tamafios efectivos poblacionales y alta conectividad genética entre sus
poblaciones, que tienen como consecuencia que la diferenciacidon genética entre ellas sea
generalmente muy baja. No obstante, éstas ligeras diferencias no deben ser subestimadas,
pues podrian estar correlacionadas con factores ambientales y traducirse en variacién
adaptativa distribuida entre las subpoblaciones (Connover at al., 2006; Hauser y Carvalho,

2008).

En este sentido, los marcadores moleculares permiten estimar la diversidad genética de los
individuos en una poblacion, al comparar los genotipos en un nimero determinado de loci
(regiones delimitadas del genoma) (Avise, 2004). En la actualidad, los estudios de especies
animales utilizan dos tipos de marcadores moleculares principales: los nucleares y los
mitocondriales (Aguirre-Planter, 2007). Algunos de estos marcadores (tanto nucleares
como mitocondriales) son selectivamente neutrales, es decir, que no estan bajo los efectos
de la seleccion natural, por lo que son Utiles para estudiar los efectos evolutivos de la deriva
génica, las mutaciones y el flujo génico al examinar la estructura genética y las relaciones
reproductivas (Laikre et al., 2005). Los marcadores moleculares son utiles en los estudios
filogeograficos, pues mantienen un registro de las mutaciones que han ocurrido y permiten
elaborar filogenias de genes que se pueden relacionar con el area de distribucion de la
especie de estudio. De esta forma se cumple uno de los principales objetivos de Ia
filogeografia: el estudio de los procesos que rigen la distribucidon geografica de los linajes de

genes (Avise, 2000).

El analisis de secuencias también permite hacer uso de un enfoque coalescente. Bajo esta
aproximacién, se asume que si en una poblacion existen condiciones de neutralidad (es
decir, que algunos haplotipos se fijan por medio de mutaciones y otros son eliminados por
la deriva génica), todos los haplotipos de un gen coalescen (o descienden) a partir de un
haplotipo ancestral. Al emplear éste tipo de enfoques se pueden establecer relaciones
genealdgicas, calcular los tiempos de coalescencia e inferir cambios demograficos pasados

gue han ocurrido en la historia de las poblaciones (Vazquez-Dominguez, 2007).



Al combinar estos enfoques de manera complementaria se introducen dimensiones
historicas y geograficas que mejoran la comprensidon de los procesos evolutivos en las

poblaciones de las especies; en éste caso particular, sobre Lutjanus guttatus.

El pargo lunarejo o flamenco (Lutjanus guttatus) pertenece a la familia Lutjanidae, y a simple
vista se caracteriza por su color rosado y por la presencia de una mancha de color negro
debajo de la aleta dorsal. Se distribuye en el Pacifico Oriental Tropical, es demersal y

presenta gran afinidad con los arrecifes coralinos y fondos arenosos.

Las poblaciones de Lutjanus guttatus al igual que las de muchas otras especies de peces
6seos, son objetivo de la explotacién pesquera. Esta actividad, al igual que la acuacultura,
es de gran importancia a nivel mundial, pues tan sélo en 2010 se produjeron 148 millones
de toneladas de pescado, de las cuales 20 millones se emplearon con fines no alimenticios
y los 128 millones restantes, proporcionaron el 16.6% de la proteina animal de consumo
humano y dejaron ganancias de aproximadamente 217.5 mil millones de ddlares. Sin
embargo el 29.9% de las unidades en que se manejan las pesquerias (también conocidos

como stocks), se encuentran sobreexplotadas (FAO, 2012).

La sobreexplotacidon pesquera ha tenido consecuencias negativas en diversas pesquerias,
en las que se han reducido notablemente las capturas y puesto bajo amenaza a diferentes
especies. En Canada existen dos casos bien documentados al respecto: el primero
corresponde al bacalao (Gadus morhua) de la Provincia de Terranova, donde las capturas
registraron bajas significativas entre 1950 y 1990 (Rose, 2004); el segunda caso es el de la
sardina (Sardinops sagax), especie que constituyd la mayor pesca en la Columbia Britanica
entre 1920 y 1940, pero que para el afio 1947, era practicamente inexistente en la zona
(Hilbourn y Walters, 1992). Del mismo modo, la severa explotacién experimentada por los
meros (familia Epinephelidae), debido a fines comerciales y recreativos, ha provocado su

disminucion en el Caribe mexicano, Belice y las islas Bermudas (Chiappone, Sluka y Sealey,



2000), situacion que ha llevado a considerar a las 37 especies de meros como amenazadas
(Morris et al., 2000). Un cuarto caso es el de la totoaba (Totoaba macdonaldi), especie
endémica del Golfo de California que ha sido pescada con gran intensidad desde la primera
mitad del siglo pasado, por lo que experimenté una disminucién en las capturas de cerca
del 88% entre 1942 y 1952, con fluctuaciones a lo largo del tiempo que hicieron necesario
que el gobierno mexicano implementara estrategias para su conservacion (Lercariy Chavez,

2007).

Por otro lado la pesca altamente selectiva (concentrada en la captura de peces de mayor
tamafo), favorece a los individuos de desarrollo mas lento y maduracién temprana
alterando caracteristicas poblacionales tales como la proporcidon de sexos y la edad de
primera madurez, mismas que son relevantes para la perpetuacién de las poblaciones. Lo
anterior puede alterar similarmente los patrones de diversidad genética de las poblaciones,
aun en las especies de elevados tamafios censales (Kenchington, 2003). Estos cambios se
traducen en diferencias heredables en la historia y caracteristicas de vida de las especies o

poblaciones implicadas.

Es aqui donde la genética de la conservacidon, campo interdisciplinario que relaciona la
genética de poblaciones con la biologia de la conservacion para proponer medidas que
permitan preservar la diversidad (Huettmann, 2015), puede desempenar un papel
fundamental. Principalmente porque los stocks en los que se administran las pesquerias
sustentables (Hauser y Carvalho, 2008), pueden contener grupos o subpoblaciones con una
historia evolutiva independiente que es posible distinguir con los estadisticos F (Hernandez-
Bafios, et al., 2007), en un contexto de estructuracién genética. En éste sentido, resulta
fundamental preservar el bagaje genético y considerar a cada grupo o subpoblacion como
unidades basicas de conservacion (Hauser & Carvalho, 2008). Para este fin, es importante
cuantificar la diversidad genética de cada una de éstas unidades, pues una caida en la misma
podria ponerlas en riesgo, especialmente cuando son sometidas a presiones como la pesca

excesiva. Por otro lado, una disminucidén en la diversidad genética podria afectar el tamafio



efectivo de la poblacién (Ne), parametro cuyos bajos niveles, implican una disminucion en
el nimero de individuos reproductivos. De éste modo, la informacién genética puede ser
una herramienta util en la implementacién de medidas para la conservacién que

mantengan el potencial evolutivo de las especies marinas.

El presente trabajo busca aprovechar los puntos comunes entre la filogeografia y la genética

de la conservacién en el estudio de las poblaciones de Lutjanus guttatus.

2. ANTECEDENTES
2.1 La familia Lutjanidae

Los lutjanidos son una familia de peces demersales que habitan en mares tropicales,
subtropicales o templados y que pueden vivir en aguas saladas o salobres. En cuanto a sus
caracteristicas fisicas, resaltan su cuerpo ovalado y ligeramente comprimido, en cuyo
extremo anterior se encuentra una cabeza grande, triangular y de forma aguzada (Fischer
et al., 1995), que termina en un hocico largo con una mandibula fuerte y un par de caninos
de consistencia robusta (Thompson, Findley y Kerstitch, 2000). El origen del grupo se
remonta al periodo Cenozoico, con registros que datan del Oligoceno (King, 1930) y
posiblemente del Eoceno (Brower y Braufort, 1923). En la actualidad la familia cuenta con
103 especies, nueve de las cuales se distribuyen en el Pacifico Oriental Tropical:
Hoplopagrus guntheri, Lutjanus jordani, Lutjanus argentiventris, Lutjanus aratus, Lutjanus
colorado, Lutjanus inermis, Lutjanus viridis, Lutjanus novemfasciatus, Lutjanus peru y

Lutjanus guttatus (Fischer et al., 1995).



2.2 Descripcion taxondmica de la especie
Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869), al que se conoce como pargo lunarejo o flamenco,

se caracteriza por su cuerpo fusiforme y comprimido (SAGARPA, 2013) de coloracion rosa o
rosa amarillento y por la presencia de una mancha o lunar de color negro ubicado por
debajo de la aleta dorsal. (Thompson, Findley y Kerstitch, 2000). Taxondmicamente
hablando se distingue de otros géneros de la misma familia por tener dientes mandibulares
mas largos y por presentar un orificio nasal anterior no tubular. Los caracteres diagndstico
para diferenciarlo de otras especies del mismo género son: una serie de escamas oblicuas
por encima de la linea lateral, aleta anal con 8 radios blandos y la placa de dientes vomerinos

con forma de ancla (Figura 1).

. Mancha de color negro
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Figura 1. Caracteristicas de Lutjanus guttatus. A) Fotografia. B) Diagrama resaltando
sus caracteristicas taxondmicas principales y C) Forma caracteristica de la placa de
dientes vomerinos (FAO, 1995).



2.3 Habitat y drea de distribucion

Se trata de una especie demersal que habita en aguas tropicales y subtropicales, en un drea de
distribucidn que va desde la costa oeste de Baja California Sur y el Golfo de California en México,
hasta Peru (Figura 2). A lo largo de ésta amplia drea de distribucidn, se le encuentra asociada a
arrecifes coralinos y fondos arenosos a profundidades de hasta 30 metros; sin embargo, es comun
encontrar ejemplares juveniles viviendo en estuarios y bocas de rio (Fischer et al., 1995; Allen, 1985;

Thompson, Findley y Kerstitch, 2000).

Figura 2. Area de distribucion de Lutjanus guttatus en el Pacifico Oriental Tropical.

El tipo de sustrato parece influir en la abundancia de la especie (Palacios y Zapata, 2014),
pues se demostrd que es mas comun encontrarla en arrecifes de comunidades coralinas
masivas (MCC), compuestas por especies de antozoarios que alcanzan grandes tallas como:
Gardineroseris planulata, Porites lobata y varias especies del género Pavona; que en
comunidades coralinas ramificantes (BCC), compuestas por especies del género Pocillopora,

lo que genera algunas discontinuidades o huecos a lo largo de su rango de distribucién.



2.4 Caracteristicas biolégicas

2.4.1 Alimentacidn y dinamica poblacional
Generalmente se les encuentra solos o formando grupos pequefios, pero algunas veces,

como la temporada reproductiva, pueden formar cardumenes de gran tamafio (Fischer et
al., 1995). Son carnivoros oportunistas de habitos crepusculares y nocturnos (SAGARPA,
20013) que se alimentan principalmente de peces y crustaceos, aunque también consumen
moluscos y poliquetos en baja proporcién. Una de sus estrategias ecoldgicas para evitar la
competencia intraespecifica y optimizar los recursos alimenticios, es la utilizacién
diferencial de sus presas dependiendo de la talla, en la que los juveniles se alimentan mas
de crustdceos que de peces y los adultos mas de peces que de crustaceos (Herrera et al.,

2002).

El incremento de talla es isométrico, esto es, con crecimientos proporcionales de longitud,
ancho y peso. Durante el primer afio de vida el crecimiento muestra su mayor tasa y
disminuye al alcanzar la madurez sexual, pues gran parte de la energia es destinada para la
reproduccidn (Sarabia-Méndez et al., 2010). La talla de reclutamiento es de 16 cm de
longitud y la madurez sexual se alcanza cerca de los 30 cm (Cruz-Romero et al, 1991; Rojas,
1997; Rojo et al., 1999; Sarabia-Méndez et al., 2010) que corresponde a una edad
aproximada de 1.5 afios. Han sido registradas algunas diferencias en la longitud promedio;
mientras que para Michoacdn se encuentra alrededor de los 32.42 cm y se considera que la
longitud mdxima para dicha zona ronda los 60 cm (Sarabia-Méndez et al., 2010), en Jalisco
fue reportado un ejemplar de 87.31 cm (Espino-Barr et al,. 2004). La longevidad promedio
para Michoacan es de 13.5 afios (Sarabia-Méndez et al., 2010) y para Guatemala de 9.8
(Andrade, 2003).

2.4.2 Reproduccion y desarrollo

Carecen de dimorfismo sexual, de modo que para distinguir entre hembras y machos es
necesario examinar las génadas(Rojas, 1997). En algunos casos como el del Golfo de
California (Gonzalez-Ochoa et al., 2009) y Guerrero (Arellano-Martinez et al, 2001) las

proporciones entre ambos sexos no son significativamente diferentes a 1:1, mientras que
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en otros son notables las variaciones en las que predominan los machos, como 1.3:1 en
Costa Rica (Rojas, 1997) y 1.5: 1 en Colombia (Correa-Herrera y Jiménez-Segura, 2013). Estas
desviaciones son en gran parte estacionales y mas que deberse a conductas sociales,

podrian reflejar la busqueda y disposicion del alimento (Rojas, 1997).

El desarrollo de las gdnadas es asincrénico, con individuos que se reproducen todo el afio
pero con dos picos reproductivos principales: el primero entre marzo-abril y el segundo
durante agosto-noviembre (Arellano-Martinez et al., 2001; Boza-Abarca et al., 2008; Rojas,
1997). En Costa Rica se determiné que los desoves se relacionan con los cambios en la
marea y las fases lunares: durante la luna nueva, las fluctuaciones en las mareas son débiles
y el comportamiento reproductivo se prolonga. En el atardecer machos y hembras se
mantienen cerca de la superficie, cuando anochece los machos siguen a las hembras y
acercan su cabeza a la aleta anal de las mismas, de este modo, cuando las hembras liberan
los huevos los machos incrementan la velocidad para fertilizarlos (Boza-Abarca et al., 2008).

o, n
r

Se ha sugerido que su estrategia reproductiva es de tipo “r”, pues presentan una alta
fecundidad combinada con periodos reproductivos amplios en los que se producen huevos

de didmetro pequefio (Grimes, 1987).

En algunas especies de peces, existen agregaciones de desove, es decir, concentraciones de
grandes cantidades de peces en funcion de la reproduccién. En el caso de los Lutjanidos,
suelen localizarse en la plataforma continental, en areas de relieve complejo que favorecen
la dispersién de las larvas hacia aguas someras cercanas o lejanas (Claro y Lindeman, 2004).
Considerando que los juveniles de Lutjanus guttatus viven en estuarios y bocas de rio
(Fischer et al., 1995), es posible que dichos habitats funcionen como areas de crianza o
refugio donde las larvas se asientan y completan su desarrollo hasta convertirse en adultos

maduros (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo reproductivo de los pargos. Los adultos se desplazan hacia el talud continental
como agregaciones de desove. Las larvas se dispersan como parte del plancton hasta asentarse
(Claro y Lindeman, 2004).

Mds alld de los movimientos de grandes cantidades de individuos que se producen en las
agregaciones de desove, que pueden ser considerados migratorios, en la mayoria de los
casos, los pargos adultos son organismos de movilidad muy restringida, con gran afinidad
por el sustrato y drea de refugio, cuyos movimientos cotidianos estan principalmente

relacionados con la alimentacién (Claro y Lindeman, 2004).

Por lo anterior, podemos considerar que la etapa de mayor capacidad dispersiva es la
larvaria, cuya duracion en L. guttatus es de aproximadamente 24 dias, tiempo intermedio
entre los 21.5 dias de Hoplopagrus guntheri y los 37.9 dias de Lutjanus viridis. Aunque se
espera que exista cierta relacién entre la capacidad de colonizacién de las especies y la
duracion de la etapa larval; la capacidad de Lutjanus guttatus para colonizar islas es un poco
mas limitada de lo que se esperaria (Zapata y Herrén, 2002). Si bien las distribuciones
latitudinales de las especies marinas son moldeadas por gradientes de temperatura (Briggs,
1974), la capacidad de dispersion longitudinal de Lutjanus guttatus podria ser un indicador

de la movilidad de la especie a través de las heterogeneidades en su area de distribucion.
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2.5 Area de estudio: Pacifico Oriental Tropical
2.5.1 Oceanografia

En términos oceanograficos, la circulacién del Pacifico Oriental Tropical esta delineada por
los giros oceanicos subtropicales del norte y el sur del Pacifico, que contienen el limite
oriental del sistema ecuatorial de corrientes del Pacifico y la alberca célida del Pacifico

Oriental (Fiedler y Talley, 2006).

Desde el norte y desde el sur emanan corrientes de agua fria. La Corriente de California se
mueve hacia Baja California y el norte de México; mientras que la Corriente de Peru inicia
su movimiento desde Peru hacia Ecuador (Fiedler y Talley, 2006). A los 120°0 y ligeramente
por debajo del Ecuador, surge la Lengua Fria Ecuatorial (Wyrtki, 1981), banda de agua
relativamente fria originada por la Corriente de Peru y la surgencia ecuatorial. La lengua fria
reduce su temperatura progresivamente hacia la parte este, es de salinidad moderada y
varia abruptamente a causa del fendémeno de El Nifio y de forma estacional (Wang y Enfield,

2006).

Proxima al suroeste de México y en Guatemala, se encuentra la piscina calida del Pacifico
Oriental, con temperaturas mayores a los 27.5°C (Fiedler y Talley, 2006), que resulta de
cambios estacionales que tienen como consecuencia un aumento en el flujo neto de calor
y una débil mezcla del viento. El interior de la piscina cdlida del Pacifico Oriental alcanza
temperaturas de hasta 30°C y forma una banda cédlida (de aproximadamente 27°C) que se
ubica cerca de los 7°N y marca un ecuador térmico. En la piscina calida la salinidad es baja,
y varia moderadamente a causa del fendmeno de El Niflo y de manera estacional (Wangy

Enfield, 2006).
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Cerca de los 9°N y 89°0 se encuentra el domo de Costa Rica, caracterizado por ser un centro
de surgencias oceanicas que esta asociado con la parte final del sistema de corrientes
ecuatorianoy con remolinos costeros (Willett et al., 2006; Kessler, 2006), en el que las aguas
de la termoclina (porcién de la columna de agua en la que la temperatura disminuye al
maximo conforme incrementa la profundidad) ascienden hacia la superficie del mar. Un
fendmeno parecido tiene lugar en los golfos de Tehuantepec, Papagayo y Panama, dénde
aguas de surgencia y la termoclina se mezclan en la capa superficial por la accion de chorros
de viento durante el invierno (Willett et al., 2006). El ascenso de las aguas de la termoclina
proporciona nutrientes que favorecen los florecimientos estacionales de fitoplancton que
incrementan la cantidad de clorofila, con lo que se registran incrementos en la
productividad primaria de dichas regiones. Las principales corrientes y temperatura

superficial del agua se muestran a continuacién (Figura 4).
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Figura 4. Temperatura superficial del agua y principales factores hidrolégicos que influyen en el
Pacifico Oriental Tropical. Basado en Fiedler y Talley, 2006.
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2.5.2 Provincias biogeograficas

El Pacifico Oriental Tropical es una region biogeografica delimitada por gradientes térmicos al norte
y al sur, por una gran extensidon de mar abierto al oeste y por tierra hacia el este (Hastings, 2000).
La diversidad de la regidn se distingue por su elevado nimero de endemismos (72%) y por presentar
1222 especies de peces arrecifales y 58 especies de aguas someras que aun no han sido descritas
(Zapata y Robertson, 2006). La distribucién de las especies de peces de costas rocosas e
invertebrados marinos ha permitido definir cuatro provincias biogeogeograficas: la Provincia de
Cortés, la Provincia Mexicana, la Provincia Panamica y la Provincia de Galapagos (Figura 5). Las tres
primeras se encuentran separadas por Brechas o espacios en los que las grandes extensiones de
costas rocosas son interrumpidas por extensiones de arena que representan una barrera para la

dispersion de peces demersales asociados a fondos duros. (Hastings, 2000).
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Figura 5. Provincias biogeograficas del Pacifico Oriental Tropical. Modificado de Craig et al., 2006.
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La provincia de Cortés comprende la costa oriental de la peninsula de Baja California, el
Golfo de California, Sonora y el norte de Sinaloa (Hastings, 2000). En la costa occidental de
la peninsula de Baja California, son comunes las rocas volcanicas y sedimentos asociados
con diversa fauna demersal, también son frecuentes las depresiones, las barras arenosas y
los levantamientos rocosos; la salinidad y la temperatura mantienen valores bajos. La regién
del Golfo de California se caracteriza por presentar una compleja topografia en el fondo
marino, en la que se observan valles, cafiones submarinos, ventilas hidrotermales y mas de
un centenar de islas y rocas de altamar; la productividad primaria de la region es alta y
alcanza sus mayores valores entre la primavera y el invierno (Gonzdlez y Rosa, 1995). La
gran diversidad de caracteristicas batimétricas y topograficas del Golfo de California
producen una gran variedad de hdbitats para peces y otras formas de vida, lo cual tiene
como resultado la presencia de peces con diferentes requerimientos y un endemismo del
17%, que se refiere a especies que Unicamente son encontradas en éste golfo (Thompson,
Findley y Kerstitch, 2000). Al norte se distingue de la provincia de California por las
temperaturas del agua y al este se separa de la Provincia Mexicana mediante la Brecha de
Sinaloa, que se extiende cerca de 370 km entre el sur de Topolobampo y Mazatlan (Hastings,

2000).

La Provincia Mexicana incluye las regiones costeras de México que van desde Mazatlan en
Sinaloa, hasta el Istmo de Tehuantepec en Oaxaca (Hastings, 2000). Tiene una plataforma
continental angosta que mide cerca de 10 km en su parte mas reducida y 15 km en su parte
mas ancha, pero que cae abruptamente a profundidades ocednicas que van de los 2.5 a los
3 km frente a las costas de Jalisco y parte de Michoacdan. Su topografia se caracteriza por
estar repleta de montes submarinos, volcanes, cafiones y por contar con la trinchera
mesoamericana, fosa que se sumerge a profundidades de hasta 5 km. Posee una zona de
gran diversidad de estuarios, lagunas costeras, comunidades coralinas, manglares, costas
rocosas y arenosas, provocando una enorme diversidad de especies de peces, sin embargo
los niveles de endemismos no son muy elevados, pues son menores que los de las provincias

de Cortés y Panamica (Wilkinson et al., 2000). Entre las provincias Mexicana y Panamica
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estd la Brecha de Centroamérica que comprende desde el sur del Istmo de Tehuantepec

hasta el Golfo de Fonseca y tiene una extensién de 1000 km de longitud (Hastings, 2000).

La provincia Pandmica se extiende desde el Golfo de Fonseca en El Salvador hasta el Golfo
de Guayaquil en Peru (Hastings, 2000). La parte de Centroamérica, cuenta con multiples
peninsulas, golfos y bahias; asi como extensas zonas intermareales y lagunas. Con riscos
costeros altamente desarrollados en Costa Rica y parcialmente desarrollados en El Salvador,
Nicaragua y Panamad. En cuanto los factores biéticos, resaltan amplias zonas de manglar y
de comunidades coralinas que abundan principalmente en Panama y Costa Rica (Rodriguez
y Windevoxhel, 1998). La provincia es altamente diversa y tiene niveles de endemismos
equiparables a los observados en la provincia de Cortés. Aunque no se conoce con exactitud
su limite inferior hacia el sur, se considera es cercano al norte de Perq, siendo restringido

por gradientes térmicos bien pronunciados que separan a las dos regiones (Hastings, 2000).

Entre todos los grupos de islas que aparecen en la regidn, el Unico que ha sido designado
como una provincia, es el de Galdpagos, que comprende a todas las islas de dicho

archipiélago hasta cerca de 1000 km de la costa de Ecuador.

2.5.3 Ecorregiones marinas

El proyecto Ecorregiones marinas de América del Norte (Wilkinson et al. 2009), propone una
clasificacién alternativa, que si bien sdlo incluye las aguas de Norteamérica y parte de
Centroamérica, propone una vision complementaria. Esta regionalizacién pretende
establecer diferencias en ecosistemas a una escala amplia que comprende grandes masas
y corrientes de agua, mares encerrados y regiones con temperatura similar. De este modo,
se busca que las variables ocenaograficas y fisiograficas utilizadas en su definicidn, reflejen
las condiciones que influyen en la distribucidén de las especies. Aunque ésta clasificacion no
considera los endemismos locales ni las Brechas de la clasificaciéon anterior, estan
estrechamente ligadas. En éste caso, la Provincia de California se divide en Pacifico

sudcaliforniano y en Golfo de California que en éste caso se extiende hasta Jalisco. El
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Pacifico transicional mexicano coincide casi en su totalidad con la Provincia Mexicana,
aunque su limite superior se encuentra ubicado en Jalisco en lugar de Sinaloa. Por ultimo,
el Pacifico Centroaméricano, que no se caracteriza por completo, comienza a la altura de la

Brecha de Centroameérica y guarda similitudes con la Provincia Panamica (Figura 6).

- Pacifico sudcaliforniano
. Golfo de California

- Pacifico transicional mexicano

- Pacifico centroamericano

Figura 6. Ecorregiones marinas del Pacifico mexicano y parte de Centroamérica. Modificado de
Wilkinson et al. 2009; Tovar-Herndndez y Yafiez-Rivera 2012.

2.5.4 Geologia histdrica y especiacion

Hasta antes del Plioceno, el Pacifico Oriental Tropical mantenia comunicacién con el Mar Caribe,
pero hace aproximadamente 3 millones de afios concluyé el proceso geoldgico que culminaria en el
surgimiento del Istmo de Centroamérica, que separé el Pacifico del Atléntico. Esta separacidn
interrumpio el flujo genético entre poblaciones previamente continuas y tuvo como consecuencia
el surgimiento de especies estrechamente ligadas pero ubicadas en diferentes océanos (Miura,
Frankel, y Torchin, 2011). Dicho proceso geoldgico esta ligado con la especiacién vicariante de varios
grupos de equinodermos, crustaceos, moluscos y peces (Lessios, 2008). Tomando como referencia

que sus caracteristicas taxonémicas diagndsticas son practicamente idénticas (Castro-Aguirre, et al.,
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1999; Dickson y Moore, 1997) es posible que Lutjanus guttatus (del Pacifico) y Lutjanus synagris (del

Atlantico), hayan formado parte de las especies que se separaron hace cerca de 3 millones de afos.

2.6 Estudios genéticos poblacionales en especies emparentadas

Aunque no se cuenta con estudios sobre la genética poblacional de Lutjanus guttatus, se
han realizado varios trabajos con especies emparentadas, que a pesar de pertenecer a otras
regiones y provincias biogeograficas, nos proporcionan informaciéon acerca del grupo

(Gaither et al., 2009) (Garber, Tringali, y Stuck, 2004).

Lutjanus kasmira y Lutjanus fulvus son especies congenéricas que se distribuyen desde las
Islas Marquesa en el Pacifico central, hasta la costa este de Africa, pasando por una barrera
biogeografica conocida como Barrera Indo-Pacifica, que separa al Océano indico del Pacifico
en dos diferentes provincias (Brigs, 1974), por medio de la Plataforma de la Sonda,
localizada entre Asia y Australia (Barber et al., 2006). En ambas especies, el estudio del gen
gue codifica para Citocromo b del ADN mitocondrial, mostrd altos niveles de diversidad
haplotipica. En L. kasmira (0.74), y en L. fulvus (0.69), junto a niveles de diversidad
nucleotidica relativamente bajos (0.4% en L. kasmira, 0.6% en L. fulvus). En el caso de L.
kasmira, sélo se detectd estructura genética entre poblaciones de extremos opuestos en
los océanos indico y Pacifico; mientras que en L. fulvus, la estructura genética fue detectada
en todos los niveles. Lo que demuestra que la barrera biogeografica de la regién (Barrera
Indo-Pacifica) no influye de la misma forma en la conectividad genética de las poblaciones
en ambas especies, pues en L. fulvus parecen influir otros factores mas locales o el

aislamiento por distancia (Gaither et al., 2010).

Otro trabajo se realiz6 con la region control del ADN mitocondrial de Lutjanus
campechanus, especie que se distribuye en las aguas del Atlantico, con poblaciones en la
costa este de Florida y el Golfo de México que fueron comparadas. Como resultado de los
analisis se comprobd que las localidades muestreadas constituyen una sola poblacién
panmictica, sin importar que la peninsula de Florida se encuentre entre ambas zonas.

Ademas, el valor de la diversidad haplotipica fue de 0.94 y el valor de la diversidad
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nucleotidica de 2.1% (Garber, Tringali, y Stuck, 2004). En un estudio similar, (Gomes,
Sampaio y Schneider, 2012) se realizd un analisis comparativo de la regién control del ADN
mitocondrial de Lutjanus purpureus y Lutjanus campechanus, en el que se sugiere la
existencia de una sola especie de pargo rojo. A pesar de la distancia que separa a ambas
especies, éstas presentan alglin grado de flujo genético ya que no se encontraron indicios
definitivos de estructura genética entre la poblacion de las costas de Brasil, considerada L.

purpureus, y las de L. campechanus del Golfo de México.

Otro trabajo que utiliza la regidon control fue efectuado con poblaciones de Lutjanus
erythropterus del Pacifico Occidental. De acuerdo con la diferenciacién genética observada,
se puede dividir a las poblaciones en dos grupos principales: el Mar del Sur de China (que
comprende a las poblaciones ubicadas entre el Norte de Malasia y la costa sur de China) y
el Mar del Este de China (con localidades ubicadas en la costa este de China, al sur de Corea
y al este de Taiwan). En este caso no existen barreras conspicuas, y se considera que los
patrones histéricos y las diferencias ambientales juegan un papel muy importante, pues se
cree que las poblaciones del Mar del Sur se separaron durante el Pleistoceno; mientras que
las poblaciones del Mar del Este se encuentran ligadas gracias a la Corriente Negra, que
mantiene una temperatura calida y homogénea para ambas regiones. La diversidad
haplotipica tuvo un valor muy cercano a 1 (0.997) y la diversidad nucleotidica un valor

equivalente al 3% (Zhang, Cai, y Huang, 2006).

2.7 Pesqueria
En México se pescan 13 especies de pargo, 6 de ellas en el Golfo de Méxicoy 7 en el Pacifico.

Su pesca es fundamentalmente artesanal en diversas regiones a lo largo de su area de
distribucién. En muchas de estas regiones la pesca artesanal esta poco desarrollada, sin
embargo, aunque las embarcaciones son pequefias, desde una perspectiva global las
capturas son significativas y sus especies objetivo son comunmente encontradas en los
mercados locales. Debido a que la carne de los pargos es muy apreciada, no sdlo satisface

a los mercados locales y nacionales, sino que también es enviada a Estados Unidos y
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Sudamérica (Ponce-Palafox et al., 2005). Se trata de una pesqueria multiespecifica, que en
el grupo de los huachinangos (con varias especies del género Lutjanus) genera ganancias
multimillonarias, para ejemplificarlo basta con observar los ingresos obtenidos en 2002:
$6’132,000 en Colima; $5’733,000 en Jalisco; $13’005,000 en Michoacén; $10’650,000.00
en Guerrero; y S 30’520,000.00 en Oaxaca (Arreguin et al., 2006); sumando un total de
$66’040,000, cantidad nada despreciable que no considera a los estados de Baja California,

Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit ni Chiapas.

Lutjanus guttatus es importante para la pesca en México, dénde el producto se presenta
entero fresco, eviscerado, enhielado o congelado; las tallas promedio de venta se
encuentran entre los 400 y 600 g, con precios que van desde los S50 hasta los $90
(SAGARPA, 2013). Se le considera de primera clase y es muy apreciado en las costas de
Jalisco, Colima, Michoacdn y Guerrero, lugares en los que el Unico lutjdnido con un valor
comercial superior es Lutjanus peru (Sarabia-Méndez et al., 2010). Fuera de México también
es apreciado en otros paises como Guatemala, en cuyas costas es explotado por la pesca
artesanal y los barcos de arrastre camaroneros (Hernandez, 2003). Se captura en El
Salvador, donde algunos autores lo consideran la especie con mayor importancia de la
pesca artesanal (Rojas et al., 2004), Costa Rica (Rojas et al., 2009) y Colombia, lugar en el

gue el pargo lunarejo se encuentra entre las especies mas capturadas (CCl, 2008).

Debido a la naturaleza artesanal de la pesqueria de los pargos, no contamos con datos
especificos acerca de las capturas de Lutjanus guttatus, sino con estadisticas generales para
pargos y huachinangos (lutjanidos) pescados en México, que muestran que las toneladas de
peso desembarcado se han incrementado de 408 en 1940 hasta 10,788 en 2012. A pesar de
gue el aumento en la produccién pesquera no es uniforme sino con altibajos a lo largo del
tiempo, la diferencia entre 1940 y 2012 es de 10,380 toneladas, lo que supone un
incremento del 2,644 % en los 72 afios transcurridos; y un aumento del 128% entre 2000 y

2002 (CONAPESCA, 1993-2013) (Figura 7).
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Debido a que los pargos son extraidos con las mismas artes de pesca y presentan
caracteristicas biolégicas y habitos similares, el patrén de produccion pesquera observado
en el grupo de los pargos, probablemente sea muy similar al de Lutjanus guttatus, con una
posible sobreexplotacion. Si bien no se conoce con precision el estado de las pesquerias de
Lutjanus guttatus, algunos autores consideran que de seguir el ritmo actual de explotacidn,
las poblaciones centroamericanas podrian disminuir a niveles criticos (Rojas et al., 2004)

como ha sucedido en bacalao, sardina, totoaba y varias especies de mero.
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Figura 7. Produccién pesquera de pargos y huachinangos en México. Toneladas de peso
descargado de pargos y huachinagos en México, con base en los “Anuarios Estadisticos de
Pesca”, CONAPESCA de 1993 y 2012.
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3. HIPOTESIS

Las tres principales provincias biogeograficas en el Pacifico Oriental Tropical estan
delimitadas por grandes extensiones de playas arenosas que causan discontinuidades a lo
largo del ambito de distribucién de L. guttatus en el POT e impiden el flujo genético entre
sus poblaciones. De esta forma, la mayor parte del flujo genético entre regiones lejanas se
logra gracias al transporte pasivo de las larvas y por tanto la estructura genética se ajustara

a un modelo de aislamiento por distancia relacionado con las provincias biogeograficas.

4. OBJETIVO GENERAL
Utilizar la regién control del ADN mitocondrial para obtener estimaciones de diversidad y
diferenciacidn genética, asi como determinar la existencia de un patrén filogeografico de L.

guttatus en el POT.

4.1 Objetivos particulares

e Estimar la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (1) de la regién control del ADN
mitocondrial en las poblaciones de L. guttatus del POT.

e Determinar si existe diferenciacién genética entre poblaciones de las distintas
provincias biogreograficas del POT.

e Obtener estimaciones de los pardmetros de demografia histérica en L. guttatus.

e Evaluar la presencia de un patrén filogeografico relacionado con la distribucion
actual de los linajes de haplotipos mitocondriales.

e Proporcionar informacion que contribuya a la delimitacién de stocks pesqueros que

faciliten la implementacion de medidas para la conservacién de la especie.
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5. METODOS
5.1 Muestreo

Las muestras mexicanas corresponden a tejidos de aleta, que fueron colectados en los
mercados locales o sitios de desembarque de los pescadores. Las muestras de
Centroameérica y Sudamérica fueron proporcionadas por colaboradores de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Se trabajé con un total de 173 muestras,
pertenecientes a las localidades de Todos Santos, Santa Rosalia, Loreto, La Paz, Sinaloa,
Nayarit, Colima, Michoacdn, Guerrero, Oaxaca, Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama
y Ecuador (Tabla 1 y Figura 8). Antes de su procesamiento, las muestras se colocaron en

tubos con buffer DMSO o etanol al 70%.

Tabla 1. Lista de localidades. Se muestran sus abreviaturas, nimero de muestras, fecha de
colecta y coordenadas aproximadas.

Localidad No. de Fecha de colecta Coordenadas
muestras
Todos Santos (TS) 11 Octubre de 2013 23.45,-110.25
Santa Rosalia (SR) 11 Abril de 2013 27.48,-112.28
Loreto (Lor) 5 Abril de 2013 26.16,-111.16
La Paz (Paz) 6 Abril de 2013 24.26,-110.44
Sinaloa (Sin) 29 Septiembre de 2011  23.20, -106.55
Nayarit (Nay) 14 Marzo de 2014 20.72,-105.38
Colima (Col) 28 Septiembre de 2011  19.07,-104.33
Guerrero (Gro) 4 Agosto de 2012 17.90,-102.26
Michoacdan (Mch) 3 Abril de 2010 17.57,-101.59
Oaxaca (Oax) 2 Septiembre de 2012  15.63,-96.21
Salvador (Sal) 29 Julio de 2013 13.73,-90.38
Guatemala (Gua) 3 Noviembre de 2013  13.32,-89.35
Costa Rica (CR) 2 Abril de 2013 9.65, -84.89
Panama (Pan) 20 Junio de 2013 8.10, -82.23
Ecuador (Ecu) 6 Febrero de 2014 -2.02,-80.96
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Figura 8. Mapa de las localidades de colecta. En rojo las localidades de la Provincia de
Cortés, en verde las de la Provincia Mexicana (Sinaloa con un color mas claro por su
ubicacién limitrofe) y en azul las de la Provincia Panamica.

5.2 Obtencidn y procesamiento del material genético

El ADN gendmico se extrajo con el kit de purificacion Wizard (Promega, Cat. A1125), con
algunas modificaciones que se describen a continuacion. El procedimiento requiere la
trituracion de aproximadamente 10mg de tejido al cual se le agregaron 400uL de solucién
EDTA 5mM y 600uL de solucidon de lisis nuclear, para luego adicionar 17.5uL de proteinasa
K (Sigma-Aldrich, Cat.39540-01-6) e incubar durante toda la noche a 55°C. Después del
tiempo de incubacién, cuando el tejido se ha disuelto, se afiaden 3pL de solucidon de RNasa
por 30 minutos y se deja a temperatura ambiente durante cinco minutos. Se ponen 200pL
de solucién precipitadora de proteinas, se agita con vértex durante 20 segundos y se
centrifuga por 4 minutos a 12,500rpm. Esta parte del procedimiento provoca la formacién

de una pastilla que contiene las proteinas y el sobrenadante con el ADN, que se transfiere
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a un tubo con 600uL de isopropanol. La cuidadosa agitacion del tubo permite la formacién
de una masa visible de ADN que se precipita en forma de una pastilla después de centrifugar
durante 1 minuto a 12,500rpm. Se lava con una solucién de etanol al 70% y se centrifuga
como la vez anterior. Cuidadosamente se elimina el alcohol y se seca dejandolo en la
centrifuga de vacio por algunos minutos. Finalmente se adicionan 100uL de solucién
rehidratante (Tris-HCl 5mM a pH 7.4 y EDTA 1mM a ph 8.0) y se almacena a 4°C. Durante
los dias subsecuentes a la extraccion de ADN, es posible verificar la calidad del producto
mediante un gel de elecroforésis tefiido con GelRed™ que se revela en un transiluminador

de luz ultravioleta.

Inicialmente, la amplificacion de la regidén control se llevé a cabo con los oligonucleétidos
universales A: 5”-ATTCCA CCTCT AACTC CCAAA GCTAG-3’ y G: 5-CGTCG GATCC CATCT
TCAGT GTTAT GCTT-3’ (Lee et al. 1995), con los que se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 800 pares de bases (pb). Después de obtener y analizar algunas
secuencias sintetizadas con el par de oligonucledtidos originales, se optd por concentrar el
analisis en las regiones con mayor variabilidad, por lo que un tercer oligonucledtido, Hg:
5'GGGTTTTCAGGATTGTTAGCGAZ’, especifico de menor longitud para Lutjanus guttatus
(Figura 9) fue disefiado en el Laboratorio de Genética del ICMyL y sintetizado en la Unidad

de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

[ Region control |

t-RNAP T-RNAF
Primer A )
[ | PrimerG
Primer fragmento obtenido (800pb) .

T primer Hg
Segundo fragmento (576ph) q

Figura 9. Diagrama de la region control mitocondrial y los fragmentos que se amplificaron con
los diferentes oligonucledétidos, basado en Lee et al., 1995.
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Las reacciones de amplificacidon se llevaron a cabo en volimenes de 50 o 15 L, se preparé

una mezcla con las siguientes caracteristicas (Tabla 2) para cada pl de reaccién.

Tabla 2. Reactivos utilizados para la amplificaciéon por PCR.

Reactivo Concentracién
ADN 100 ng
Tris-HCI 20m M

KCI 50 mM
Mgcl, 3 mM
dDNTP* 0.2 pM
Oligonucleodtidos* 1pM

Taq polimerasa** 0.025 Unidades

* Por cada unidad utilizada. ** No. de catdlogo 11615010.

El protocolo de amplificacidon por PCR se realizé en un termociclador (Eppendorf), con las

siguientes condiciones (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para la region control
de Lutjanus guttatus.

Fase Temperatura Duracidn

Desnaturalizacion 94°C 5 minutos

inicial

Desnaturalizacion 95°C 1 minuto

Alineacion 56°C 90 segundos 35 ciclos
Extension 72°C 1 minuto

Extension 72°C 10 minutos

final

De la misma forma en que se verifico la calidad del ADN extraido, se realizaron electroforesis
en geles de agarosa al 1% para verificar las amplificaciones exitosas, visualizadas como
bandas de aproximadamente 600pb. Las muestras con bandas de mayor intensidad fueron

secuenciadas por las empresas High-Throughput Genomics Center (15 uL) y Macrogen (50

uL).
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5.3 Analisis de secuencias e indices de diversidad
Con el programa Bio-Edit Sequence Alignment Editor 7.2.5 (Hall, 1999), se revisé la calidad

de las secuencias. Se recortaron los extremos de las secuencias en los que la calidad de la
lectura era menor, de modo que las secuencias tuvieron un largo final de 576 pb. Las
primeras observaciones permitieron seleccionar las lecturas de mayor calidad para tomar
secuencias de referencia que sirvieran como base para comparar con el resto,
posteriormente se verific6 que todos los nucleétidos observados en las secuencias
correspondieran con los electroforegramas. La herramienta Clustal W (Thompson et al.,

1994) permitid la alineacion de todas las secuencias.

Una vez alineadas las secuencias, se selecciond el modelo de sustitucion nucleotidica mas
adecuado mediante el programa JModelTest2 (Darriba et al. 2012), que utiliza estimaciones
de maxima verosimilitud y un criterio Akaike, que estima la calidad de cada modelo en
relacion con los otros y elije el modelo mas simple que mejor se ajusta. Con ello se
determiné que el modelo de Tamura-Nei (TrN+I+G) (Tamura y Nei, 1993) es el mas
apropiado. Este modelo asume que las transversiones ocurren a una tasa constante,

mientras que son variables la tasa de transicién y las frecuencias de las bases.

Se utilizaron los programa Arlequin 3.0 (Excoffier et., al 2005) y DnaSP 5 (Rozas et al. 2010)
para determinar los indices de diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (rr) (Nei, 1987). La
diversidad haplotipica, que es la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar sean
diferentes, se calcula con la férmula: h=n/n-1 (1-5x?); donde n es el tamafio de la muestra

y x, la frecuencia del haplotipo.

La diversidad nucleotidica se estima mediante ri=("5i-1 'Sj-1xix;jd;j)/L féormula que calcula la
proporcion de diferencias por sitio comparando cada par de secuencias; dénde x;y x; son las
frecuencias de las secuencias i y j, mientras que dj se refiere las diferencias a nivel de

nucledtidos entre ambas, siendo L es la longitud de las mismas.
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Ademas, se obtuvieron otros estimadores de diversidad genética como el nimero de sitios

polimérficos, y la proporcidn de transiciones y transversiones.

5.4 Anadlisis de enrarecimiento

Para comparar los niveles de diversidad observados segun el tamafio de muestra, se realizo
un andlisis de enrarecimiento con el programa ADZE 1.0 (Szpiech et al., 2008). Con éste
analisis se calculan los niveles de diversidad de cada grupo de muestras, como si tuvieran
un tamafio igual al del grupo con el valor mas bajo. Esto permitié hacer un estimado del
numero de haplotipos que se esperaria (Hr) si las localidades tuvieran un tamafio de 2
(como sucede en Oaxaca y Costa Rica) y las provincias tuvieran un tamafio de 33 (como es

el caso de la Provincia de Cortés).

5.5 Anadlisis filogenético y red de haplotipos
Por medio de MEGA 6.06 se cred una filogenia basada en el algoritmo Neighbor-Joining

(Saitou y Nei, 1987), que emplea medidas de distancia para asignar valores a sus ramas y
gue al sumarse permiten elegir al arbol con la topologia mas adecuada. Se empled el
método de reemuestreo por bootstrap con 10,000 réplicas. Lutjanus synagris y Lutjanus
peru se utilizaron como grupos externos; la primera especie por considerarla el grupo
hermano de L. guttatus y compartir un 95% de similitud a nivel de la region control
mitocondrial, la segunda por ser una especie emparentada de habitos y drea de distribucién

similares que ha sido secuenciada exitosamente en el laboratorio.

Con el programa Network 4.6.1.3 (Polzin y Daneshman, 2015) se cred una red de haplotipos
por medio del algoritmo Median-Joining (M-J) que utiliza datos multiestado (como la
variacion entre nucledtidos: C, T, G o A), para inferir redes de nodos formadas por

secuencias con mutaciones especificas que se conectan entre si.
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5.6 Divergencia genética y estructura poblacional

Antes de evaluar la existencia de estructura genética, fue necesario clasificar los grupos de
secuencias de acuerdo a su localidad por medio del programa DnaSP 5.10y crear una matriz
de distancias genéticas de acuerdo con el modelo de sustitucion. Para la matriz se utilizé el
programa MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013), que toma en cuenta el modelo de sustitucién
previamente calculado (TrN+I+G), con una correccion de gamma=0.451; una vez obtenida
la matriz, es necesario completarla con datos acerca de la localidad a la que pertenece cada

haplotipo.

Con el programa Arlequin 3.5 se calculd el grado de divergencia entre localidades por medio
del indice de fijacién ®sr (Excoffier et al. 1992), un andlogo de Fsr, que a diferencia de éste,
no emplea la heterocigosis esperada, si no el nimero de diferencias entre secuencias, en
relacion con un valor de distancia de acuerdo a los parametros del modelo de sustitucion,

que permite estimar el grado de diferenciacidn entre pares de localidades.

Con la finalidad de aumentar los tamafios de las muestras y lograr un mayor poder
estadistico, se calcularon los valores de ®sr de acuerdo a su provincia biogeografica y
ubicacién geografica, verificando previamente la ausencia de diferencias entre localidades
de la misma provincia: Provincia de Cortés (Todos Santos, Loreto, Santa Rosalia y la Paz);
Localidad Limitrofe (Sinaloa); Provincia Mexicana (Nayarit, Colima, Michoacén, Guerreroy
Oaxaca); y Provincia Pandmica (Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama y Ecuador). A
la localidad limitrofe se le consideré de manera separada, pues si bien pertenece a la
Provincia Mexicana, podria ser una localidad importante de intercambio genético con la
Provincia de Cortés. Con ésta clasificacién, que reune tamafios de muestra mas grandes, se
utiliz6 MEGA 6.06 para crear un arbol por el método de UPGMA (Nei y Kumar, 2000), que

construyd un dendograma con base en la matriz de distancias @sr previamente calculadas.

De igual forma, se calculé ®sr con un criterio estrictamente biogeografico: Provincia de
Cortés (Todos Santos, Loreto, Santa Rosalia y la Paz); Provincia Mexicana (Sinaloa, Nayarit,

Colima, Michoacdn, Guerrero y Oaxaca); Provincia Pandamica (Guatemala, El Salvador, Costa
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Rica y Panamad). Cabe mencionar que las muestras de Oaxaca se clasifican dentro de la
Provincia Mexicana pues fueron colectadas en Puerto Angel, localidad que se encuentra en

los limites inferiores de la Provincia Mexicana.

En segundo lugar y utilizando el mismo programa, se realizé la prueba de AMOVA (Analisis
de Varianza Molecular) (Excoffier et al. 1992), que emplea una matriz de cuadrados de
distancias genéticas para calcular componentes de varianza asociados a estructura genética
en tres niveles: entre los individuos dentro de la poblacion (®sr), entre las poblaciones de

los grupos (®sc) y entre los grupos (®cr).

El AMOVA se realizé de acuerdo con dos criterios diferentes. El primero de ellos fue
estrictamente biogeografico, dividiendo las localidades en Provincia de Cortés, Mexicana y
Pandamica (como se describié anteriormente). El segundo criterio consistid en separar las
muestras en Norte (Todos Santos, Santa Rosalia, Loreto, La Paz, Sinaloa, Nayarit, Colima,
Michoacdn, Guerrero y Oaxaca) y Sur (Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama y
Ecuador), debido a que la mayor longitud de la Brecha de Centroamérica, podria volverla la
barrera mas importante de la regién, capaz de separar a las poblaciones en dos grandes
grupos. En cada estimacién se hicieron 20,000 permutaciones para calcular los respectivos

valores de significancia estadistica (P<0.05).

Adicionalmente, se recurrié al programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al., 2002) para
efectuar un andlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA), que utiliza la informacion
geografica de las localidades para definir grupos geograficamente homogéneos en un
AMOVA que maximiza la varianza entre cada uno de ellos. De este modo, utiliza la ubicacién

geografica como criterio a priori para estudiar la distribucidn de la variacidn genética.
Con el objetivo de evaluar la presencia de barreras limitantes del flujo genético, se utilizo6 el
programa Barrier 2.2 (Manni et al., 2004), que toma las coordenadas geograficas de las

localidades y las conecta triangulando por medio del método de Delaunay (Brassel y Reif,
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1979). Posteriormente, se utilizaron los valores de entre pares de localidades como una
matriz de distancias genéticas, asi como el algoritmo de maximas diferencias de Monmonier
(Monmonier, 1973), para separar las zonas donde las diferencias entre pares de localidades
son mayores. Al ejecutar el programa, se obtiene como resultado una imagen que contiene
la triangulacién de los puntos de cada localidad y las principales barreras detectadas de
acuerdo con la matriz de distancias; finalmente, la imagen obtenida se sobrepone al mapa

del drea de estudio para observar las barreras.

5.7 Anadlisis de aislamiento por distancia

Se utilizé Arlequin 3.5 para realizar una prueba de Mantel (Mantel, 1967), que evalua la
correlacién entre la distancia geografica y la distancia genética. Para las distancias
geograficas, se usaron los valores de ®sr previamente calculados; las distancias geograficas
fueron obtenidas con Google Earth. Debido a que la matriz de distancias genéticas presenta
valores que no son estadisticamente significativos, se hizo una prueba de Mantel extra
tomando en cuenta las localidades con al menos una diferencia significativa, es decir: El
Salvador, Todos Santos, Santa Rosalia, Nayarit y Colima. Se utilizaron 10,000 permutaciones

para la prueba.

5.8 Calculo de la tasa de sustitucion

Con la finalidad obtener estimaciones mads acertadas sobre la demografia histérica de
Lutjanus guttatus, se utilizé el programa BEAST 1.7 (Drummond et al., 2012) para obtener
una tasa de sustitucion de la especie. Este programa realiza andlisis Bayesianos basados en
re-muestreos por Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) y emplea secuencias de
especies emparentadas e informacién geolégica a priori acerca de su divergencia,
suponiendo que se ajustan al modelo de reloj molecular. Este Ultimo considera que las
mutaciones se acumulan de manera uniforme a través del tiempo, de modo que la
divergencia entre dos especies incrementa de manera proporcional a su tiempo de
separacion puesto que comparten un ancestro comun (Hamilton, 2009). Con base en la

informacién geoldgica inicial, se simulan valores de manera sucesiva (que dependen
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Unicamente del valor anterior) hasta llegar a un valor final, es decir una estimacién a

posteriori, sobre el tiempo de divergencia y el promedio de la tasa de sustitucion.

Debido a su gran parecido a nivel de caracteristicas taxondmicas diagndsticas con L.
guttatus (Castro-Aguirre, et al., 1999; Dickson y Moore, 1997), se utilizé a Lutjanus synagris
para calibrar el reloj molecular, con un tiempo estimado de divergencia de 3 millones de
afos que hace referencia a la separacion de los ocednos Pacifico y Atlantico como evento
vicariante (Miura, Frankel, y Torchin, 2011). Ademas, se utilizé6 un modelo de Tamura-Nei
(previamente definido con JModelTest2 para las 175 secuencias de ambas especies), un
modelo de especiacion (Yule: Yule, 1925; Gernhard, 2008) para ambos grupos de
secuencias, un modelo de reloj molecular relajado y un largo de cadena de 100 millones de
pasos. La herramienta Tracer (Rambaut et al., 2014) fue utilizada para corroborar la

convergencia de los pardametros asociados a la calibracién del reloj molecular.

Para validar la utilizacién de L. synagris como especie hermana de L. guttatus, se calcularon
los valores de divergenia (diferencias a nivel de nucléotdios: Nei, 1987) entre L. guttats y
especies emparentadas del Pacifico (L. peru) y del Atlantico (L. purpureus, Ocyurus chrysurus
y L. campechanus). Para ello se utilizé una secuencia de la regiéon control mitrocondrial de

cada una de las especies.

5.9 Demografia historica

Con base en la teoria de coalescencia, se pueden crear histogramas en los que se muestra
la distribucion del nimero de diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos (Stalkin y

Hudson, 1991), que permiten calcular los pardmetros de demografia histérica: t, 6oy 6:. .

Los valores de los pardmetros de expansién demografica se calcularon con Arlequin 3.5,
bajo el modelo de expansion demografica (Rogers y Harpending, 1992) que asume una
poblacién estacionaria y en equilibrio que pasa de un tamano efectivo poblacional Np a un
tamafio N; en t generaciones. El pardmetro T, es un estimador de tiempo mutacional desde
gue ocurrié la expansién, que se puede utilizar para calcular el tiempo en afios desde la

expansion y se representa con la ecuacién: t=2uT, en la que T es el tiempo desde la
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expansion demogréfica y L la tasa de mutacion de la region control mitocondrial de Lutjanus
guttatus. En genomas haploides, 6o y 6: permiten calcular los tamafios efectivos
poblacionales de las hembras antes (Bo=2uNo) y después (6:=2u N;) de la expansidn, dénde
No es el tamafio efectivo poblacional inicial de las hembras y N; es el tamafio después del

incremento.

La distribucién de diferencias pareadas también permite calcular parametros de expansion
espacial (t, & y M) (Ray, Currat, y Excoffier, 2003), por medio de un modelo equivalente a
continente-isla (Excoffier, 2004), donde se asume que los haplotipos muestreados
pertenecen a una poblacién subdividida en un nimero infinito de subpoblaciones, cada una
con un tamafio Ny, que intercambia una fraccion m de migrantes por generacion. Ademas
considera que hace un tiempo T, el sistema continente-islas estuvo reducido a una sola
poblacion de tamafio No. El valor de M, permite calcular la fraccion m de migrantes por
medio de la expresion: M=2Nfm; y el valor de 6 el tamafio efectivo Nyde las subpoblaciones
con la férmula: 6=2uN;. Las estimaciones de estos valores, se hicieron para los mismos

grupos de muestras definidos en el analisis anterior.

Siguiendo el criterio de ubicacion biogeografica, se calcularon los parametros de expansion
demografica y espacial para: Provincia de Cortés (Todos Santos, Loreto, Santa Rosalia y la
Paz); Localidad Limitrofe (Sinaloa); Provincia Mexicana (Nayarit, Colima, Michoacan,
Guerrero y Oaxaca); y Provincia Pandamica (Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama y
Ecuador). Una vez mas, Sinaloa es considerada de manera separada por su ubicacion al
limite superior de la Provincia Pandmica y posible importancia en la comunicacion con la

Provincia de Cortés.

Estos cdlculos requieren conocer el tiempo generacional de la especie, que segin un

estudio (Sarabia-Méndez et al., 2010) es aproximadamente de 1.5 afios, edad a la que

Lutjanus guttatus alcanza la madurez sexual.
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Para validar el ajuste de la distribucidn de diferencias pareadas al modelo de expansion ya
sea demografica o poblacional, se emplearon las desviaciones en la suma de cuadrados
(SSD) entre los valores observados en la distribucién mismatch y lo esperado bajo un
modelo de expansion subita. Otra manera de probar el ajuste del modelo, es por medio del
indice de Raggedness de Harpening, que con base en la frecuencia de los haplotipos que
difieren y el maximo numero de diferencias que presentan, calcula un valor de ser alto y
estadisticamente significativo muestra estabilidad dentro de la poblaciéon (Harpending,

1994).

Con la misma finalidad, se utilizaron las pruebas de neutralidad de Fu (Fu y Li, 1993) y D de
Tajima (Tajima, 1989) que funcionan bajo el modelo de sitios en infinitos. Para calcular D,
se hace una comparacién entre los indices m y O, que presentan valores muy similares
siempre y cuando la poblacidn no haya sufrido cambios, pero en caso de una expansién O
es mayor que 1, por lo que D adquiere valores menores que cero. Fu evalua la probabilidad
de observar una muestra neutral al azar, con un nimero de alelos similar o menor que el
del valor observado segun el nimero de diferencias pareadas. Si ha habido expansiones, Fu

adquiere valores negativos.

6. RESULTADOS
6.1 Diversidad genética

Se analizaron 173 secuencias de un fragmento de 576 pb de la porcidn mas variable de Ia
region control del ADN mitocondrial de Lutjanus guttatus. Las secuencias conforman un
total de 161 haplotipos, en los que se observan 100 sitios polimérficos, 91 transiciones y 25
transverciones. Los valores generales de las diversidades haplotipica y nucleotidica, fueron
0.998 (+0.001) y 0.018 (+0.0004) respectivamente. A continuacidon se muestra la diversidad

observada para cada grupo de secuencias (Tabla 4).
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Tabla 4. Diversidad de la regién control mitocondrial de Lutjanus guttatus.
muestreados (n), nimero de haplotipos (H), haplotipos esperados segun el anélisis de enrarecimiento
(Hr), diversidad haplotipica (h), nucleotidica (1), desviacion estandar (sd), numero de sitios polimorficos
(S), numero de transiciones (s) y numero de transverciones (v); de acuerdo a la ubicacion geogréfica.

También se incluyen las provincias biogeograficas.

Total de individuos

UBICACION n H Hr h (sd)  (sd) S s v
TODOS 11 9 1945 0.945 (+0.066) 0.017 (¥0.002) 32 29 3
SANTOS

SANTA 11 9  1.945  0.945 (+0.066) 0.015 (+0.002) 31 29 3
ROSALIA

LORETO 5 5 2 1 (+0.126) 0.018 (+0.003) 23 21 4
LA PAZ 6 6 2 1 (+0.096) 0.021 (+0.003) 30 27 5
PROVINCIADE | 33 28 28 0.976(0.025) 0.017(+0.009) 52 48 8
CORTES

SINALOA 29 28 1.997 0.997 (£0.01) 0.019 (+0.001) 59 54 10
NAYARIT 14 14 2 1 (+0.027) 0.019 (+0.001) 43 37 10
COLIMA 28 27 2 0.998 (+0.01) 0.018 (+0.001) 62 56 14
MICHOACAN 3 3 2 1 (+0.177) 0.017 (x0.003) 19 18 1
GUERRERO 4 4 2 1(20.272) 0.017 (+0.005) 15 15 0
OAXACA 2 2 2 1 (+0.5) 0.015 (+0.007) 9 7 2
PROVINCIA 80 77 32 0.998 (+0.024) 0.019 (+0.009) 88 78 23
MEXICANA

ELSALVADOR | 29 28 1.997 0.998 (+0.01) 0.016 (+0.001) 49 45 6
GUATEMALA 3 3 2 1(20.272) 0.016 (+0.005 14 12 2
COSTA RICA 2 2 2 1 (+0.5) 0.017 (+0.008) 10 9 1
PANAMA 20 20 2 1 (+0.016) 0.02 (£0.001) 49 43 8
ECUADOR 6 6 2 1 (+0.096) 0.015 (+0.002) 23 19 6
PROVINCIA 60 58 32 0.998 (+0.003) 0.017 (+0.009) 65 58 14
PANAMICA

TOTAL 173 161 0.998 (+0.001)  0.018 (+0.0004) 100 91 25

36



Como se puede ver (Tabla 4 y Figura 10), el valor mas alto de la diversidad haplotipica fue
1, observado en Loreto, La Paz, Nayarit, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Guatemala, Costa
Rica, Panama y Ecuador; mientras que el valor mas bajo fue 0.945 en Todos Santos y Santa
Rosalia, con 0.976 para la Provincia de Cortés. Estos resultados coinciden con los obtenidos
en el andlisis de enrarecimiento de muestra, que sefala que las provincias Mexicana y
Pandmica presentan un mayor numero de haplotipos (32 para un tamafio de muestra de
33) que la Provincia de Cortés (dénde se esperan 28 haplotipos para el mismo tamafio de
muestra). A nivel de diversidad nucleotidica, el nivel mas alto fue encontrado en La Paz con

un valor de 0.021; y el valor mas bajo en Santa Rosalia, Oaxaca y Ecuador, con 0.015.
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Figura 10. Nimero de haplotipos esperados por provincia biogeografica, segun el andlisis de
enrarecimiento, con un tamafio de muestra maximo de 33. En rojo, Provincia de Cortés; verde,
Provincia Mexicana; azul Provincia Panamica.
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6.2 Andlisis filogenético y red de haplotipos
El analisis de los 161 haplotipos permitié elaborar una red (Figura 11) y una filogenia (Figura

12), que en ningun caso reveld una correlacién entre haplotipo y ubicacidn geografica.
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Figura 11. Red de haplotipos de Lutjanus guttatus. La distancia entre cada haplotipo depende
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Figura 12. Analisis filogenético de los haplotipos de Lutjanus guttatus. Los valores de bootstrap
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6.3 Divergencia genética y estructura poblacional

La comparacién del estadistico ®@sr entre pares de localidades, permitié reconocer

diferencias estadisticamente significativas de El Salvador con respecto a Todos Santos

(0.055, P=0.013), Santa Rosalia (0.039, P=0.039), Nayarit (0.023, P=0.019) y Colima (0.036,

P=0.028). Dichas comparaciones se muestran a continuacién (Tabla 5). De esta forma vy

debido a que no se registraron diferencias entre localidades pertenecientes a una misma

provincia biogeografica, se hizo una comparacion agrupando a las localidades en sus

respectivas provincias biogeograficas.

Tabla 5. Estimacidn de ®sr por pares de localidades, en la parte inferior izquierda. Los valores de P se
muestran en la parte superior derecha. Se resaltan en negritas los valores significativos (P<0.05).

TS
SR
Lor
Paz
Sin
Nay
Col
Gro
Mch
Oax
Sal
Gua
CR
Pan

Ecu

TS

-0.021

0.011

0.014

0.086

0.010

0.001

-0.016

-0.042

0.060

0.055

0.055

-0.042

0.011

0.028

SR

0.71

-0.019

-0.011

0.024

-0.005

0.003

-0.008

-0.070

-0.045

0.039

0.028

-0.081

-0.006

-0.022

Lor

0.354

0.586

-0.047

-0.002

-0.049

-0.071

-0.033

-0.039

-0.012

0.039

-0.021

-0.111

-0.029

-0.016

Paz

0.294

0.588

0.722

-0.023

-0.032

-0.028

-0.011

-0.022

-0.134

0.025

0.000

-0.184

-0.008

-0.042

Sin

0.11

0.317

0.465

0.654

-0.034

-0.024

-0.019

0.089

-0.130

0.009

0.074

-0.154

0.011

0.009

Nay
0.229
0.579
0.976
0.918

0.751

0.001
-0.004
-0.011
-0.087
0.023
0.045
-0.094
-0.002

-0.043

Col

0.421

0.405

0.991

0.817

0.657

0.443

-0.014

-0.013

-0.042

0.036

-0.059

-0.126

0.005

0.004

Gro

0.806

0.627

0.857

0.598

0.597

0638

0.858

-0.051

-0.075

0.010

-0.031

-0.111

0.000

-0.021

Mch

0.719

0.859

0.732

0.583

0.194

0.591

0.596

0.904

0.023

-0.007

-0.004

-0.093

-0.041

-0.065

Oax

0.273

0.626

0.624

0.807

0.91

0.701

0.815

0.467

-0.071

0.095

-0.188

-0.081

-0.156

Sal

0.013

0.039

0.143

0.187

0.373

0.019

0.028

0.151

0.493

0.711

0.039

-0.091

0.017

-0.018

Gua

0.229

0.286

0.464

0.516

0.402

0.152

0.871

0.673

0.458

0.404

0.236

-0.066

0.008

0.101

CR

0.645

0.715

0.954

0.913

0.971

0.948

0.733

0.781

0.701

-0.072

-0.102

Pan

0.261

0.572

0.795

0.553

0.381

0.513

0.333

0.454

0.847

0.828

0.091

0.383

0.816

-0.025

Ecu

0.183

0.647

0.669

0.894

0.453

0.981

0.415

0.746

0.864

0.689

0.119

0.857

0.781

Las comparaciones ®@sr de acuerdo a una clasificacion bioegeografica, sélo mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre la Provincia de Cortés y la Provincia

Pandamica (®sr =0.019, P=0.014), con diferencias bajas y no significativas entre la Provincia

Mexicana y Pandmica (®sr =0.005, P=0.088) (Tabla 6).
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Tabla 6. Estimacidn de @sr por pares de provincias biogeograficas, en la parte inferior izquierda.
Los valores de P se muestran en la parte superior derecha. Se resaltan en negritas los valores
significativos (P<0.05).

P. de Cortés P. Mexicana P. Panamica
P. de Cortés: Todos Santos, - 0.692 0.015
Santa Rosalia, Loreto, y La Paz.
P. Mexicana: Sinaloa, Nayarit, -0.003 - 0.088
Colima, Michoacan, Guerreroy
Oaxaca.
P. Panamica: E| Salvador, 0.019 0.005 -

Guatemala, Costa Rica,

Panamad y Ecuador.

Por su parte, las comparaciones entre pares de regiones, divididas por su ubicacion
biogeografica y considerando a Sinaloa como una localidad limitrofe que permite el flujo
de migrantes entre la Provincia de Cortés y la Mexicana; mostraron resultados similares,
pero con una disminucién en el grado de divergencia entre las provincias Pandmica y
Méxicana, asi como en su nivel de significancia estadistica (®sr =0.005, P=0.112) (Tabla 7).
Al construir un arbol UPGMA con la tabla anterior, se obtiene a la Provincia Panamica como
la mas alejada, mientras que Sinaloa y la Provincia Panamica forman parte del mismo

grupo, cercano a la Provincia de Cortés (Figura 13).
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Tabla 7 Estimacion pareada de @sr para las provincias biogeograficas y Sinaloa, en la parte inferior
izquierda. Los valores de P se muestran en la parte superior derecha. Se resaltan en negritas los valores

significativos (P<0.05).

P. de Cortés

P. de Cortés: Todos Santos, -

Santa Rosalia, Loreto, y La Paz.

Sinaloa -0.063
P. Mexicana: Nayarit, Colima, -0.004
Michoacan, Guerrero y

Oaxaca.

P. Panamica: El Salvador, 0.019
Guatemala, Costa Rica,

Panamad y Ecuador.

Sinaloa

0.723

-0.009

0.0006

P. Mexicana P. Panamica

0.722

0.935

0.005

0.015

0.39

0.112

P. de Cortés
Sinaloa

P. Mexicana
P. Pandmica

Figura 13. Arbol UPGMA construido a partir las estimaciones pareadas de ®sr por provincias

biogeograficas y Sinaloa.
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Tabla 8. AMOVA realizado bajo un criterio estrictamente biogeografico.
Fuente de variacion % de variacion Valor de @ P
Entre grupos: 0.86 & =0.009 0.12
1) P.de Cortés: SR, TS, Lor, Paz.
2) P. Mexicana: Sin, Nay, Col,
Gro, Mch, Oax.
3) P.Panamica: Sal, Gua, CR,

Pan, Ecu.
Entre localidades dentro de los -0.92 ®sc=-0.0006 0.84
grupos
Dentro de las localidades 100 ®sr=-0.008 0.65

En el AMOVA basado en las provincias biogeograficas, se encontré que el 100% de la
variabilidad genética se encuentra entre los individuos de las poblaciones y no mostré
diferencias significativas entre los grupos (®c=0.009; P=0.15) que apoyen ésta

regionalizacién (Tabla 8).

No obstante y siguiendo el criterio de incrementar el poder estadistico del AMOVA, se
decidié conformar un grupo Norte con las localidades de México (Provincias Mexicana y
Cortés) y otro Sur con las localidades de la provincia Panamica (El Salvador, Guatemala,
Panamd, Costa Rica y Ecuador) considerando también que la de Centroamérica es la
Brecha con mayor longitud de costas arenosas que separa a ambas provincias. De esta
forma el AMOVA que dividié a las poblaciones en Norte y Sur, mostré que existen
diferencias entre los grupos (®¢=0.013), que se sostienen estadisticamente (P=0.004)
(Tabla 9), resultado que concuerda con las escasas diferencias encontradas entre las

Provincias Mexicana y Pandmica por medio de los estadisticos @sr.
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Tabla 9. AMOVA que divide a las poblaciones en Norte y Sur, a partir de la Brecha de
Centroamérica. Con un asterisco se marcan los valores estadisticamente significativos.

Fuente de variacion % de variacion Valor de @ P
Entre grupos: 2.32 ®cr=0.023* 0.012*
1) Norte: SR, Lor, Paz, Sin,

Nay, Col, Gro, Mch, Oax.

2) Sur: Sal, Gua, CR, Pan,

Ecu.

Entre localidades dentro -1.14 ®sc=-0.011 0.932
de los grupos

Dentro de las localidades 98.82 &sr=0.011 0.652

Al utilizar SAMOVA en un intento de definir los grupos bajo un criterio meramente espacial
(distancia de separacién de las muestras), el Unico agrupamiento que resulté significativo
consistié de dos grupos: 1) Todos Santos, Santa Rosalia, Loreto, La Paz, Sinaloa, Nayarit,
Colima, Michoacan, Guerrero, Costa Rica, Panama, Ecuador; 2) Oaxaca y El Salvador. El
porcentaje de variacion entre los grupos (2.66%), el valor del estadistico @cr (0.026), y la

significancia estadistica tuvieron un ligero incremento (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA), con un asterisco se marcan los
valores estadisticamente significativos.

Fuente de variacion % de variacion Valor de @ P
Entre grupos: 2.66 ®cr=0.026* *0.011
1) TS, SR, Lor, Paz, Sin, Nay,

Col, Mch, Gro, CR, Pan, Ecu.

2) Oax, Sal.
Entre localidades dentro de -1.19 ®sc=-0.012 0.589
los grupos
Dentro de las localidades 98.52 ®sr=0.014 0.664
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Con el programa Barrier 2.2, que emplea el algoritmo de maximas diferencias de
Monmonier y la matriz de distancias entre pares de poblaciones (®sr) se detectd que la
principal barrera de la regiéon se encuentra entre Guatemala y Oaxaca (barrera a). La
segunda barrera de mayor importancia (barrera b), separa a Todos Santos del Golfo de
California, al mismo tiempo que separa a las localidades de la Provincia de Cortés de las
localidades de las otras provincias (Figura 14). Estas barreras concuerdan con la division del
Pacifico Oriental Tropical en tres provincias biogeograficas delimitadas por Brechas, donde
la principal barreara coincide con la Brecha de Centroamérica y la segunda refleja la
presencia de la Brecha de Sinaloa. Este patrdn se relaciona con los resultados obtenidos
mediante las pruebas de AMOVA que dividen el POT en Norte-Sur, debido a la Brecha de
Centroamérica (o barrera a); y los estadisticos ®s;, que indican que el mayor grado de
diferenciacidn genética se encuentra entre las Provincias de Cortés y Panamica. Al mismo
tiempo, parte de la segunda barrera (barrera b), sefiala diferencias entre las costas este y

oeste de Baja California Sur.

Figura 14. Barreras detectadas en el Pacifico Oriental Tropical. Los puntos azules indican la ubicacién de
las localidades utilizadas. Las flechas rojas indican las barreras, el orden alfabético se refiere a la
relevancia de la barrera.
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6.4 Andlisis de aislamiento por distancia

Al emplear la matriz de distancias originales con todos los valores de ®sr, no se encontré
correlacién entre la distancia geografica y la genética (R= -0.02, P=0.515). Sin embargo al
considerar Unicamente a las localidades que mostraron diferencias estadisticamente
significativas en al menos una comparacién, la correlacion encontrada fue bastante alta

(R=0.91, P=0.008) (Figura 15).
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Figura 15. Relacidon entre la distancia geografica en kilémetros y la distancia genética medida
por medio del indice @sr. Sélo se consideran las localidades en las que se encontré al menos
una diferencia significativa.
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6.5 Tasa de sustitucion

El analisis Bayesiano por medio de Cadenas Markov de Montecarlo, permitié obtener un
tiempo de divergencia promedio de 2.7 millones de afios entre Lutjanus synagris y Lutjanus
guttatus, con una tasa sustitucién promedio de 1.2% por millén de afios y un intervalo de
confianza del 95% que va de 0.07% a 1.8%. Ademas, la utilizacién de L. synagris para la
calibracion del reloj molecular, fue constatada por el nivel de divergencia genética estimado
entre ambas especies (0.048) en relacidn a las estimaciones de otras especies (Tablall).

Tabla 11. Divergencia genética entre Lutjanus guttatus y
otras especies emparentadas.

Especie Divergencia respecto
a L. guttatus
Lutjanus synagris 0.048
Lutjanus peru 0.101
Lutjanus purpureus 0.123
Lutjanus campechanus 0.11
Ocyurus chrysurus 0.092

6.6 Demografia historica

La distribucidn del nimero de diferencias nucleotidicas pareadas (mismatches), generd histogramas
unimodales para cada region y para el conjunto de ellas (Figura 16). La forma unimodal de los
histogramas apoya el modelo de expansién (demografica o espacial), que queda demostrado con
los bajos valores de las desviaciones en la suma de cuadrados (SSD). De manera complementaria, el
indice de Raggedness de Harpening, muestra valores bajos y sin significancia estadistica, resultado
que indica que las poblaciones han experimentado procesos de expansion a lo largo del tiempo. Por
su parte, la prueba neutralidad de Fu Fs, generd valores de negativos y estadisticamente
significativos para todas las regiones; el valor general fue de -24.19, que es congruente con la
expansiéon poblacional. No obstante, la D de Tajima cuyos valores también fueron negativos y
parecen apoyar el modelo de expansidn, no fue estadisticamente significativa en ningln caso (Tabla

12).
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Figura 16. Distribucion del niumero de diferencias pareadas (mismatches) en Lutjanus guttatus. Se
muestran las comparaciones para todas las muestras, Provincia Cortés, Sinaloa, Provincia Mexicana y
Provincia Panamica. Muestra los valores observados (barras azules) y los valores esperados bajo el modelo
de expansidn (linea azul).
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Tabla 12. Parametros relacionados con los modelos expansion. Desviacién en la suma de cuadrados
(5SD); indice de Raggedness de Harpening; Fs de Fu; D de Tajima. A la derecha su respectiva significancia
estadistica.

SSD P Raggedness P Fs P D P
P. de Cortés 0.006 0.105 0.015 0.103 -14.263 0 -0.808 0.211
Sinaloa 0.003 0.324 0.009 0.368 -18.011 0 -0.94 0.185
P. Mexicana 0.001 0.366 0.006 0.342 -24.519 0 -1.235 0.082
P. Pandmica  0.0007 0.725 0.003 0.923 -24.578 0 -0.933 0.165
Total 0.0003 0.621 0.004 0.621  -24.19 0 -1.23 0.093

Con base en los parametros del modelo de expansion demografica, la tasa de sustitucién
de 1.2% por millén de anos en la regidn control del ADN mitocondrial de Lutjanus guttatus
y un tiempo generacional de 1.5 afos, se determind que hace aproximadamente 390 mil
anos, las poblaciones de Lutjanus guttatus pasaron por una expansién poblacional que las
llevé de un tamafio efectivo de hembras reproductivas (No) de 506 a un tamafio efectivo
(N1) mucho mayor de aproximadamente 24 millones de hembras. El andlisis de las
provincias biogeograficas y Sinaloa, parece indicar que la Provincia Pandmica sufrié una
expansion menos drastica que el resto de las provincias, (No) de cerca de 41 mil a un tamafio
efectivo de (N:) 4.1 millones; que contrasta con el tamafio efectivo (Np) de 0 que incrementa
a un tamafo efectivo (N1) 240 millones observado en las en las provincias de Cortés, la

Mexicana y Sinaloa.

Por otro lado, los tiempos de expansién demografica indican que el cuello de botella en la
Provincia Panamica no sélo fue el menos severo, sino que ademas ocurrié en un tiempo
mas reciente, hace aproximadamente 325 mil afios, que difiere claramente de los cerca de

400 mil afios (Tabla 13).
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Tabla 13. Pardmetros de demografia histérica bajo el modelo de expansion demografica. Tiempo en
miles de afios (T) desde que la poblacion pasé de un tamario efectivo (No), a un tamario efectivo (Nz).
Los intervalos se obtienen con la tasa de mutacién estimada de 1.2% por millén de afios para Lutjanus
guttatus.

T T ()] No 6; N;
P. de Cortés 10.5 380 0 0 99,999 2.4x108
Sinaloa 11.8 427 0 0 99,999 2.4x108
P. Mexicana 11.3 408 0 0 99,999 2.4x108
P. Panamica 9 325 1.708 41,184 172 4.1 x10°
Total 10.8 390 0.021 506 1,012 2.4x107

Los resultados obtenidos bajo expansion espacial, indican la porcién de migrantes (m)
compartidos con otros demes al momento de la expansiéon, parametro que varia
dependiendo de la regidn geografica. La mayor tasa de migrantes se registré en la localidad
Limitrofe (Sinaloa) con 2,073; seguido por 1,382 en la Provincia Mexicana. La Provincia
Pandmica presenta la menor tasa en el flujo genético de migrantes (0.024), seguido de la
Provincia de Cortés (0.58), lo cual muestra cierto grado de aislamiento en ambas provincias
al momento de la expansion. Ademas, la regién Panamica también corresponde a la

subpoblacién con el tamafio efectivo (Ny) mayor (Tabla 14).
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Tabla 14. Pardmetros de demografia histérica bajo el modelo de expansidn espacial. Tiempo en miles
de afos (T) desde la expansidon espacial. Tamafio efectivo de las subpoblaciones (Ny) que intercambian
una fraccién de migrantes (m). Los intervalos se obtienen con la tasa de mutacién de 1.2% por millén
de afios estimada para Lutjanus guttatus.

T T e Ny 1% m
P. de Cortés 10.5 379 0.006 145 42 0.58
Sinaloa 11.8 427 0.004 96 99,999 2,073
P. Mexicana 11.2 405 0.006 145 99,999 1,382
P. Pandmica 8.6 311 3.106 74,893 890 0.024
Total 10.8 390 0.021 506 1,012 2.4x107

7. DISCUSION
7.1 Diversidad genética

La variabilidad genética encontrada en las 173 secuencias analizadas fue alta, pues se
observaron en promedio 100 sitios polimérficos, lo que corresponde al 17.36% del
fragmento analizado. Esta cifra resulta consistente si consideramos que la regién control
del ADNmt es altamente variable y no codificante. Pues a diferencia de los marcadores que
codifican para proteinas, no esta limitado por la funcionalidad de las mismas y las presiones
de seleccion son menores (Arif & Khan, 2009). En estos sitios polimadrficos las transiciones
(91) son mas comunes que las transversiones (25), lo que equivale a 3.6:1, valor que supera
la proporcion tedrica de 2:1, y muestra un mayor sesgo hacia las transiciones (Wakeley,
1996), que se relaciona con el menor nimero de cambios quimicos que requiere una

transicion.

Por su parte, los indices de diversidad haplotipica y nucleotidica mostraron valores altos
(h=0.998; m=0.018). Lo anterior debido al gran nimero de haplotipos; pues de un total de
173 secuencias, se observaron 161 haplotipos, es decir que el 93% de las secuencias
corresponde a haplotipos Unicos. Por otro lado, la diversidad nucleotidica indica que las
diferencias que separan a éste alto nimero de haplotipos, representan aproximadamente
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1.8% del total del fragmento analizado, lo que corresponde a cerca de 10 nucleétidos. Este
patrén de alta diversidad genética observado en Lutjanus guttatus es comun a varias

especies de lutjanidos como, L. campechanus, L. erythropterus y L. purpureus (Tabla 13).

Otros estudios han arrojado resultados similares al emplear otro tipo de técnicas, como el
anadlisis de la totalidad del ADN mitocondrial por medio de enzimas de restriccidon en
diversas especies de peces como el marlin azul (Makaira nigricans), el gobi punta dorada
(Gnatholepis thompsoni), el blenio de labios rojos (Ophioblennius atlanticus), el carajuelo
mariano (Neoniphon marianus), el sabalo atlantico (Brevoortia tyrannus), entre otras , que
algunas veces presentan diversidades nucleotidicas marcadamente menores. Por otro lado,
trabajos con otras especies de pargo (L. fulvus y L. kasmira) en las que se ha empleado el
Citocromo b como marcador molecular, presentan valores menores de diversidad
haplotipica y nucleotidica (Tabla 15):

Tabla 15. Estimacién de indices de diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (rr) para varias especies de
peces, por medio de diversos marcadores moleculares.

Especie Estudio Marcador molecular h n
Lutjanus guttatus Presente Region control 0.998 0.018
Lutjanus campechanus Garber et al., 2004 Regidn control 0.946  0.021
Lutjanus purpureus Gomes et al., 2012 Regidn control 0.985 0.028
Lutjanus erythropterus Zhang et al., 2006 Regidn control 0.997 0.03
Lutjanus fulvus Gaither, et al. 2010 Citocromo B 0.69  0.006
Lutanus kasmira Gaither, et al. 2010 Citocromo B 0.74 0.004
Makaira nigricans Graves y McDowell, ADNmt total, enzimas de 0.93 0.007
1995 restriccion
Gnatholepis thompsoni Bermingham, 1995 ADNmt total, enzimas de 0.98  0.006
restriccion
Ophioblennius atlanticus Bermingham, 1995 ADNmt total, enzimas de 1 0.01
restriccion
Neoniphon marianus Bermingham, 1995 ADNmt total, enzimas de 0.94 0.006
restriccion
Brevoortia tyrannus Bowen y Avise, 1990 = ADNmt total, enzimas de 1 0.03
restriccion
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Aungue los datos anteriores se relacionan con el hecho de que diferentes especies de peces
presentan distintos niveles de diversidad, también muestran que un marcador molecular
no codificante como la regidn control, tiende a presentar mayor variacién que marcadores

codificantes como el Citocromo b o el genoma mitocondrial, que incluye a varios genes.

Al considerar los resultados a nivel de provincia biogeografica, las diversidad haplotipicas
son mayores en las provincias Mexicana (h=0.998) y Panamica (h=0.998) que en la Provincia
de Cortés (h=0.976), donde incluso se encuentran las localidades con menor diversidad:
Todos Santos (h=0.945) y Santa Rosalia (h=0.945). Al hacer las correcciones por tamafio de
muestra con el andlisis de enrarecimiento, se obtiene el mismo patrén, con lo que se

confirman los resultados sobre nimero de haplotipos y diversidad haplotipica.

De manera global, la diversidad genética de Lutjanus guttatus es elevada y se considera que
los altos niveles de diversidad proporcionan a las poblaciones una mayor capacidad de
respuesta a los cambios fisicos o bidticos de su entorno (Rocha y Gasca, 2007). La
informacién obtenida por medio de éste estudio, parece indicar que la pesca de pargo
lunarejo por medio de las técnicas artesanales con las que ha sido capturado
tradicionalmente, siguen siendo viables. Sin embargo, es importante tomar estos datos con
cautela, pues se requieren estudios con otros marcadores moleculares como los nucleares,
para asi completar el panorama y saber si es necesario implementar medidas para la
conservacion de la especie. Por otro lado, la diversidad observada podria estar relacionada
con un alto flujo genético a lo largo de su area de distribucidn, y con las estrategias
reproductivas de la especie, que involucran una gran fecundidad y periodos reproductivos

amplios (Grimes, 1987; Rojas, 2001).

7.2 Filogeografia y estructura poblacional

Ni la red de haplotipos ni el arbol filogenético mostraron patrones filogeograficos. La falta
de correspondencia entre la filogenia y la ubicacion geografica se relaciona con altos niveles
de flujo genético a lo largo del POT, como consecuencia de corrientes marinas que actlan

dispersando a las larvas peldgicas. En relacidon al transporte mediado por corrientes, es
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importante destacar que la mayor actividad de la corriente de Peru (responsable de
transportar a las larvas desde la Provincia Panamica hacia el norte), tiene su periodo de
mayor intensidad en los meses de abril a septiembre (Guillen, 1983), intervalo que coincide
parcialmente con los dos picos reproductivos del pargo lunarejo, que ocurren entre marzo-
abril y agosto-noviembre (Arellano-Martinez et al., 2001; Boza-Abarca et al., 2008; Rojas,
1997), de modo que el transporte larval de sur a norte podria ser favorecido durante abril,
agosto y septiembre. De manera similar, la corriente de California ejerce su influencia hacia
el sur, en aguas de la Provincia Mexicana principalmente entre febrero y abril, por lo que el
efecto de la corriente como fuerza de dispersién también seria potenciado durante el
primer pico reproductivo. Sin embargo, como veremos mas adelante, el estadistico ®sr, las
pruebas de AMOVA vy los analisis efectuados por medio de Barrier 2.2, demuestran que los
elevados niveles de flujo no han sido suficientes para homogenizar por completo las
diferencias genéticas a lo largo del drea de distribucion, debidas principalmente a factores
como las barreras provocadas por las Brechas de Centroamérica y Sinaloa, asi como otros
factores relacionados con las condiciones oceanogréficas y fisiograficas del POT. Sin
embargo, no se puede descartar por completo la existencia de polimorfismos ancestrales
compartidos, es decir, mutaciones ancestrales que hayan estado presentes en la especie

aun antes de su divergencia y que en la actualidad se observan en sus poblaciones.

Al calcular el indice @sr por pares de localidades, se encontraron diferencias sutiles pero
estadisticamente vélidas entre el Salvador y otras cuatro localidades: Todos Santos, Santa
Rosalia, Nayarit y Colima. Las localidades con la mayor divergencia se encuentran en la
Provincia de Cortés: Todos Santos (®sr =0.055; P=0.013) y Santa Rosalia (®sr =0.039;
P=0.039). Respecto a la provincia Mexicana, los valores fueron menores pero significativos
en Nayarit (®sr =0.023; P=0.019) y Colima (®sr =0.036; P=0.029). Cabe mencionar que el
tamafio de muestra pequefio de la mayoria de las localidades podria ser responsable de que
no se detecten diferencias en localidades ubicadas en Centro y Sudamérica como

Guatemala, Costa Rica y Ecuador, cuyo tamafo de muestra no rebasa los diez individuos, y
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dada la enorme diversidad genética observada en cada una de ellas, seria necesario contar

con un mayor nimero de muestras para encontrar sefiales de divergencia.

No obstante, las diferencias encontradas entre El Salvador (Provincia Panamica) y Todos
Santos, Santa Rosalia (Provincia de Cortés), Nayarit y Colima (Provincia Mexicana), parecen
estar relacionados con la hipdtesis de diferenciacion genética determinada por las Brechas
o discontinuidades del POT (Craig et al. 2006). En dicha hipodtesis, debido a las caracteristicas
oceanograficas, las Brechas que dividen al POT en tres provincias biogeogréficas y la
movilidad restringida de los pargos adultos (Claro y Lindeman, 2004), la comunicacién
estaria limitada a la dispersién de la larva peldgica a través de las corrientes marinas, que
pese a mantener niveles elevados, no es suficiente para producir una sola poblacion
panmictica, sino que la variabilidad genética se distribuye de manera diferencial y se

produce un efecto de estructuracion genética.

Bajo la hipdtesis anterior, se esperaria que las localidades de cada grupo de muestras, se
agruparan segun su provincia:
e Provincia de Cortés: Todos Santos, Santa Rosalia, Loreto y la Paz. Caracterizada por
su elevada productividad primaria, con complejas caracteristicas topograficas y
ambientales que permiten la existencia de una gran cantidad de endemismos
(Gonzalez y Rosa, 1995).
e Provincia Mexicana: Sinaloa, Nayarit, Colima, Michoacdn, Guerrero y Oaxaca. Tiene
una menor productividad primaria, plataforma continental angosta, gran cantidad
de estuarios, manglares y menor nimero de endemismos (Wilkinson et al., 2000)
e Provincia Pandmica: Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama y Ecuador. De
abundantes peninsulas, golfos, bahias y riscos costeros, que junto con su elevada
productividad primaria la convierten en una zona de gran diversidad taxondmica

(Rodriguez y Windevoxhel, 1998; Hastings, 2000).
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A pesar de lo anterior, no se detecté divergencia genética entre las localidades de las
provincias Mexicana y de Cortés, como si se tratara de una sola subpoblacién. Esto podria
estar relacionado con la menor distancia geografica que las separa, con lo que el
intercambio de individuos por medio de la dispersion larval podria ocurrir con mayor
facilidad. Por otro lado, hay que considerar que entre El Salvador y la Provincia Mexicana,
existe una sola barrera biogeografica: la Brecha de Centroamérica, que abarca cerca de
1,000 km en los que desaparecen las costas rocosas (Craig et al., 2006). En cambio, al hacer
la comparacion con la Provincia de California, se debe considerar la mayor distancia
geografica entre ambas provincias, que en conjunto con la Brecha de Sinaloa, podria
acentuar las diferencias genéticas. Por ello, es perfectamente entendible que la divergencia

genética sea mds conspicua respecto a Todos Santos y Santa Rosalia.

Otro factor a considerar es que no se detectd estructuracién genética entre Salvador y
Panama o entre cualquiera de las localidades por debajo de la Brecha de Centroamérica,
evidencia a favor de la Provincia Panamica como subpoblacién homogénea pero
ligeramente diferenciada del resto. No obstante a pesar la uniformidad genética, Panamj3,
que es la segunda localidad por su tamafio de muestra (n=20), no presentd diferenciacién
genética respecto a las localidades de las provincias de Cortés y Mexicana: Todos Santos
(®sr=0.011; P=0.261), Santa Rosalia (®sr=0.006; P=0.572), Nayarit (®sr=-0.002; P=0.513) o
Colima (®sr=0.005; P=0.333). Al igual que sucede con Panama, las otras localidades de la
provincia Panamica, tienen tamanos de muestra por debajo de 30, que de incrementar
podrian mostrar signos de divergencia respecto a las otras provincias. Sin embargo, no es
posible descartar que las diferencias en El Salvador, se deban a otros factores como su
cercania con el domo de Costa Rica, que crean diferencias ecoldgicas (Fiedler y Talley, 2006)
y fisicas en la zona (Willett et al., 2006; Kessler, 2006). De cualquier modo, esto no invalida
la hipdtesis de aislamiento por distancia debido a la dispersion limitada, pues las mayores
diferencias detectadas se encuentran en las localidades mas alejadas, como demostro el
analisis de aislamiento por distancia en el que al comparar El Salvador con otras cuatro
localidades, se encontré una fuerte correlacion entre la distancia y el grado de

diferenciacién genética (®sr) (R=0.91, P=0.008).
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Siguiendo la misma hipétesis, se utilizé un criterio estrictamente biogeografico para agrupar
a las localidades. Bajo este criterio, sélo se encontraron diferencias entre la Provincia
Panamica y la Provincia de Cortés (®sr =0.019; P=0.015), con valores bajos para la
diferenciacién entre las provincias Pandamica y Mexicana que se acercan a la significancia

estadistica (®sr =0.005, P=0.088).

Bajo una clasificacién similar, en la que se separa a Sinaloa de la Provincia Mexicana por su
extrema cercania con la Provincia de Cortés y su importancia como puente para la
conectividad genética. Se obtuvieron resultados similares para la divergencia entre la
Provincia de Cortés y la Provincia Panamica (®sr =0.019; P=0.015), sin embargo la
significancia estadistica al comparar las provincias Mexicana y Panamica disminuyd (®sr

=0.005, P=0.112).

Los resultados en las pruebas de AMOVA son congruentes con las observaciones anteriores.
Bajo un criterio estrictamente biogeografico no se encontraron valores estadisticamente
significativos (®cr =0.009; P=0.12), pues como revelaron los estadisticos ®sr, no hay
diferencias claras que apoyen la existencia de divergencia genética entre la Provincia de
Cortés y la Provincia Mexicana. Por su parte, la agrupacién en Norte (desde Todos Santos
hasta Guerrero) y Sur (de Guatemala a Ecuador), revela estructuracién genética a nivel de
grupo (®¢r =0.023; P=0.012). Con esta informacidén, se puede plantear que la Brecha de
Centroamérica es una barrera mas importante para el flujo de migrantes que la Brecha de
Sinaloa, debido a los 1,000 km de longitud del primero, ante los 370 km del segundo. El
aislamiento producido por la Brecha de Centroamérica actuaria en conjunto con otros
factores ambientales que crean diferencias a través de las provincias, como la mayor
influencia de la corriente fria de Peru, variables que también son consideradas al establecer
la ecorregion del Pacifico centroamericano (Wilkinson et al. 2009). Por otro lado, es posible
que las diferencias encontradas entre el norte y el sur estén también relacionadas con la
distancia geografica que los separa, por lo que seria interesante estudiar localidades en

Chiapas, estado que al encontrarse en una area intermedia entre ambas provincias, podria
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ser un punto clave para el intercambio de migrantes entre ellas, que atenué sus niveles de

divergencia genética.

Con el analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA), se obtuvieron dos grupos: 1)
Oaxacay El Salvador, 2) (®¢r=0.023; P=0.012), por lo que esta ultima agrupacién podria ser
mas recomendable dado que mantiene juntas a las localidades de la Provincia Panamica,
gue como se demostrd con los estadisticos @sr no son diferentes entre si. Un factor comun
en ambas agrupaciones es la manera en la que se distribuye la variacion, pues la mayor
parte de ella se encuentra dentro de las localidades (Norte-Sur: 98.82%; SAMOVA: 98.52%)
y s6lo una porcidn menor puede ser encontrada dentro de los grupos (Norte-Sur: 2.32%;
SAMOVA: 2.66%); lo que quiere decir que a pesar de que muestran estructura, no son tan

contrastantes si se les compara.

El programa Barrier 2.2 permitié distinguir dos barreras principales de manera jerarquica.
La barrera de mayor importancia (barrera a) coincide con los 1,000 km de la Brecha de
Centroamérica (Craig et al., 2006) y con la agrupacion Norte-Sur identificada por medio de
AMOVA. Ademas se puede relacionar con los cambios oceanograficos y fisiograficos que

definen la ecorregién del Pacifico centroamericano a partir del golfo de Tehuantepec.

La segunda barrera (barrera b) separa a las provincias de Cortés y Mexicana, al mismo
tiempo que aisla a Todos Santos de las localidades del Golfo de California (Santa Rosalia,
Loreto y La Paz). En el caso de la bahia de Todos Santos, las diferencias térmicas que existen
en la costa occidental de Baja California Sur podrian ser determinantes en la divergencia
observada, que estaria relacionada con factores adaptativos en la zona. Las diferencias en
la temperatura al parecer estan relacionadas con la influencia de las aguas frias de la
corriente de California (Fiedler & Talley, 2006), que provocan que la temperatura de la costa
Pacifico de Baja California Sur (16-54°C) sea menor que en el Golfo de California (21-27°C)
(Nix, 2010), donde la influencia de la corriente Norecuatorial calida es mayor (Lanza-Espino,
2001). Estas diferencias serian las responsables de la barrera que separa a Todos Santos del

resto de la peninsula y coinciden con la clasificacién de ecorregiones marinas en las que se
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separa a la peninsula de Baja California en Pacifico sudcaliforniano y Golfo de California

(Wilkinson et al. 2009).

La importancia de las barreras de acuerdo con su longitud, se puede entender si
consideramos que los pargos son especies fuertemente asociadas a su sustrato, cuyos
movimientos “migratorios” ocurren de manera longitudinal con la finalidad de reproducirse
mediante agregaciones de desove o con propdsitos alimenticios (Claro y Lindeman, 2004).
De tal forma que la larva peldgica, seria su principal alternativa para mantener el flujo
génico, mismo que se dificulta mas en una barrera de 1,000 km que en una de 370 km. En
relacién con lo anterior, es importante sefialar que pese a que no se cuantificé directamente
la relacion entre la importancia de la barrera y la longitud de la misma, el analisis de
aislamiento por distancia (considerando las localidades con al menos una diferencia
significativa), sefala una correlacion muy fuere entre la distancia geografica y la distancia
genética, de modo que resulta bastante probable que las barreras de mayor extensién sean

las mas efectivas.

En este sentido, la duracidon de la etapa larval se considera (junto con otros factores
relacionados con la historia de vida y la conducta de la larva) uno de los principales factores
relacionados con su capacidad dispersiva y diferenciacidn genética, tal como lo muestra un
estudio (Riginios y Victor, 2011) donde se observa nula estructuracion genética en la especie
cuya larva dura 50 dias, mayor grado de estructuracion en la especie de 18 dias e intermedia
en la especie de 24 dias, que coincide con el tiempo estimado para Lutjanus guttatus
(Zapata y Herrdén, 2002). De este modo la estructura incipiente a través de las provincias del
POT, se origina debido a que la duracién de la larva peldgica no resulta lo suficientemente
larga, como para contrarrestar los efectos de las barreras y mantener una poblacion

panmictica.

Una posible causa de la baja estructura genética encontrada, es el exceso en la variabilidad
de la regién control mitocondrial, que podria provocar la aparicion de homoplasias;

mutaciones en los mismos nucledtidos que no fueron heredadas por un ancestro comun, si
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no que ocurrieron de manera paralela (Vazquez-Dominguez, 2007) y que podrian ser

parcialmente responsables de la ausencia del patrén filogeografico.

El presente trabajo apoya la hipdtesis de estructuracidon genética incipiente en especies
demersales y de escasa movilidad como consecuencia de las barreras del POT. No obstante,
un trabajo realizado con la cabrilla pedrera (Epinephelus labriformis) no detecté divergencia
en ninguna de las tres provincias (Craig et al. 2006). E. labriformis es una especie de pez
0seo emparentada con L. guttatus, pues ambas son perciformes del suborden Percoidei
(ITIS, 2015). Ademas de su parentesco filogenético, comparten varias caracteristicas como
alminentarse de invertebrados y peces pequefos, utilizar los arrecifes coralinos a manera
de refugio, (Fischer et al., 1995; Allen, 1985) y presentar tallas relativamente bajas: un
promedio de 32.4 cm en L. guttatus y una longitud estdndar de 10 a 32 cm para E.
labriformis (Fischer et al., 1995). A diferencia del pargo lunarejo que ademas de los sustratos
rocosos, puede vivir en fondos blandos, la cabrilla pedrera se encuentra unicamente
asociada a los arrecifes de coral (Fischer et al., 1995). De acuerdo con ésta Ultima
caracteristica, podriamos esperar que las barreras para el asentamiento larval tuvieran una
mayor influencia en E. labriformis, de modo que presentara un patrén similar al de L.
guttatus. Sin embargo, esto no sucede porque la diferenciacién genética de las especies
demersales con larvas pelagicas, también depende de otros factores tales como complejas
interacciones entre los organismos, aspectos histéricos (Craig et al. 2006), estrategias en la
historia de vida, conducta y duracién de la etapa larval (Riginios y Victor, 2011). De este
modo, aunque no conocemos muchas de las particularidades referentes a la conducta larval
de ambas especies, se ha sugerido que la duracidn de la etapa larval de E. labriformis es de
aproximadamente 50 dias (Victor, B. en Craig et al. 2006), poco mas del doble de los 24 dias
de L. guttatus (Zapata y Herrdn, 2002) (Tabla 16), por lo que su estado peldgico podria
permanecer mas tiempo siendo arrastrado por las corrientes marinas, lo que se traduciria
en un mayor transporte a través de las barreras de la Brecha de Centroamérica y Sinaloa a

una tasa lo suficientemente grande como para mantener una sola poblacién panmictica.
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Tabla 16. Estudios sobre duracién de la etapa larval y estructuracion genética en varias de especies de
lutjanidos y Epinephelus labriformis.

Especie

Lutjanus
erythropterus
Lutjanus

guttatus

Lutjanus kasmira

Lutjanus
campechanus
Epinephelus

labriformis

Duracién de la
etapa larval

21 dias

(Oshima, 1987)

24 dias (Zapata vy
Herrdn, 2002)

31 dias

(Pothin, 2005)

34 dias

(Drass et al., 2000)
50 dias

(Victor, B.*)

Estructura genética

Presente, entre poblaciones del Mar del Este de China
y Mar del Sur de China: ®@¢r=0.08 (Zhang et al., 2006).
Presente, determinada por barreras para el
asentamiento larvario: @¢r=0.023

Presente, aislamiento por distancia entre localidades
en extremos opuestos, Fcr=0.004 indico y Pacifico
(Gaither et al., 2010).

Ausente (Garber et al., 2004)

Ausente (Craig et al. 2006)

*Datos no publicados, obtenidos en conjunto con Ocean Science Foundation y MTC. Citados por Craig et al., 2006.
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20
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Nivel de estructuracion genética (®cr o Fer)

Figura 17. Relacidn entre estructuracion genética (Fcro @cr) y duracidn de la etapa larval. Se
consideraron 4 especies de pargos: L. erythropterus, L. guttatus, L. casmira y L. campechanus.
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Continuando con el razonamiento de que la comunicacidn genética en especies demersales
es favorecida por larvas de larga duracidn, se hizo una comparacién entre la duracién de la
etapa larval de varias especies del género Lutjanus y sus respectivas senales de
estructuracion genética (Tabla 16 y Figura 17). L. erythropterus y L. guttatus presentan las
larvas de menor duracién (con 21 y 24 dias respectivamente) y estructura genética
relacionada con factores ambientales y aislamiento por distancia (Zhang et al., 2006). En el
caso de L. kasmira cuya duracion de la etapa peldgica puede considerarse intermedia, se
presentd un caso de aislamiento por distancia entre el Océano Pacifico y el indico, aunque
hay que resaltar que éste patrén no ocurrié en localidades vecinas de ambos océanos, sino
Unicamente en las de extremos opuestos. L. campechanus es la especie que se mantiene
mas tiempo en forma de larva y fue la Unica sin estructura genética (Garber, Tringali, y Stuck,
2004), sin embargo, hay que resaltar que su larva sélo dura tres dias mas que la de L.
kasmira por lo que cabria preguntarse si se habria encontrado diferenciacién genética en
un zona mas amplia, pues el estudio sélo cubrid localidades en México y Estados Unidos.
De cualquier forma, al incluir a E. labriformis, el esquema parece mas claro y resalta la
relacion entre estructura génicay duraciéon de la etapa larval. Esto se debe a que las especies
estudias son demersales y se mantienen en su sustrato; ademas, en la mayoria de los pargos
el movimiento no es migratorio, si no para alimentarse y reproducirse (Claro y Lindeman,
2004). No obstante hay que resaltar que éste patron de estructuracién genética no
necesariamente se ajusta a todas las especies, pues ademas de las particularidades
bioldgicas que las distinguen, se desarrollan en lugares distintos en los que las barreras

biogeograficas y la circulacidon oceanica son diferentes.

Retomando el trabajo con L. erythropterus, que analizd el Pacifico en aguas adyacentes a
China y encontro diferencias entre el Mar del Sur y el Mar del Este, cabe destacar que las
diferencias (ademads del aislamiento) se consideraron relacionadas con la Corriente Negra,
gue mantiene condiciones homogéneas en el Mar del Este (Zhang et al., 2006). Esta relacion
entre la influencia de las corrientes marinas en la distribucién de la variacién genética, es

similar a los resultados de L. guttatus en Todos Santos, donde las aguas frias de la corriente
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de California podrian estar relacionadas con divergencia adaptativa. Ambos resultados son
relevantes por ser ejemplos de otros factores que podrian estar relacionados en la
divergencia en especies marinas pelagicas, ademas del aislamiento por distancia y las

barreras geograficas.

En conclusidn, el POT es una regién biogeografica en la que las corrientes marinas (como la
de California y Peru) permiten el flujo de larvas, cuya duracién de 24 dias facilita su
transporte, pero resulta insuficiente para mantener por completo la uniformidad genética
a lo largo de toda la region, pues las Brechas de Sinaloa y Centroamérica podrian estar
implicadas en el ligero grado de estructuracion genética observado en las poblaciones de
Lutjanus guttatus. Por otro lado, el patrén de diferenciacion genética encontrado es comun
a otras especies marinas, en las que se considera que debido a la conectividad entre
poblaciones por deriva larvaria, el grado de diferenciacién tiende a ser menor que el de las
especies de aguas costeras (Avise, 2000). Sin embargo, hay otros factores que son
determinantes en el nivel de estructura genética que exhiben las especies marinas, como
son grandes tamanios efectivos poblacionales, favorecidos en éste caso por tratarse de una

o 7
r

especie con estrategias reproductoras tipo “r”, que produce un gran nimero de huevos y

se reprod uce constantemente.

7.3 Tasa de sustitucion

Bajo el supuesto de que las poblaciones de Lutjanus guttatus se separaron de Lutjanus
synagris como consecuencia de un evento vicariante que tuvo lugar hace cerca de 3
millones de afios con el levantamiento del istmo de Panamd, se obtuvo una tasa de
sustitucion promedio de 1.2% por milldn de afios, con un intervalo de confianza de 95%
para valores entre 0.07 y 1.8%. Dicha tasa es notablemente baja en comparacidn a la tasa
de mutacién de 10-13% calculada para el esturion blanco (Brown et al., 1993), y utilizada
en otros estudios con lutjanidos (Zhang et al., 2006 y Gomes et al. 2011). Sin embargo,
debido a que el surgimiento del istmo de Panamd fue un proceso lento en el que se
desconoce el momento que comenzd el evento de especiacion, y puesto que existen

especies de distribuciones muy amplias que pueden mantener la conectividad genética
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recorriendo grandes distancias, se considera que las estimaciones de la tasa de sustitucién
calibradas con este criterio, sélo representan aproximaciones (Lessios, 2008). Sin embargo,
el pargo lunarejo es una especie demersal confinada a la parte tropical del Pacifico Oriental
(Thompson, Findley y Kerstitch, 2000), por lo que es poco probable que en los ultimos 3
millones de afios haya mantenido comunicacion con el océano Atlantico. Por lo tanto,
aunque la tasa de sustitucion aproximada de 1.2% parece ser conservadora, es mas

adecuada que tasas mas generales calculadas para especies poco relacionadas.

7.4 Demografia histérica

La distribucién de las diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos (mismatches),
genero histogramas unimodales para las muestras agrupadas en regiones biogeograficas, lo
gue resulta consistente con los modelos de expansion demografica y espacial. Lo anterior
también fue apoyado por la ausencia de desviaciones estadisticamente significativas de la
estimacion respecto de los pardmetros asociados a dicho modelo. De manera similar, las
pruebas de neutralidad Fs de Fu y D de Tajima, mostraron valores negativos que indican
desviaciones de la neutralidad debidas a la expansion demografica, no obstante sélo los
valores de Fs fueron estadisticamente significativos, pues se considera que la prueba de Fu
tiene mayor sensibilidad para detectar expansién poblacional que la prueba de Tajima
(Holsinger, 2010), pues esta ultima pierde poder al tratar con tamafios de muestra

pequefios (Ramirez-Soriano, et. al, 2008).

Bajo el modelo de expansidon previamente validado y utilizando la tasa mutacional
estimada, se encontrd que hace cerca de 390 mil afos (t=10.8), las poblaciones de Lutjanus
guttatus pasaron por una expansion demografica que las llevé de un tamaiio efectivo inicial
(No) de tan solo 506 hembras a un tamafio efectivo (N1) de cerca de 24 millones posterior a
la expansidn. Este notable cambio demografico tiene lugar durante el Pleistoceno, una
Epoca que comenzé hace 2.59 millones de afios vy finalizé hace 10 mil, caracterizada por
ciclos de glaciaciones (Gunz, Mindel, Riss y Wiirm) (Imbrie y Palmer, 1979), que ocasionaron
cambios en los niveles del mar, en los que el intercambio entre las masas de agua y las capas
de hielo, definieron a los periodos glaciares como tiempos de bajas mareas y a los
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interglaciares como temporadas de aguas mas altas (Lambeck y Chappell, 2001). Estos
ciclos glaciales fueron seguidos de periodos interglaciales durante los cuales las condiciones
de temperatura superficial del agua fueron estables y propicios para la mayoria de las

especies tropicales (Hewitt, 1996).

Al final de la etapa glaciar conocida como Mindel, que termind hace cerca de 450 mil afios
(Imbrie y Palmer, 1979), hubo un periodo interglaciar conocido como Mindel-Riss, en el que
un incremento en los niveles del agua, favorecié a las poblaciones del pargo lunarejo
permitiéndoles un rapido crecimiento demografico y espacial, que quedé plasmado en sus
patrones de diversidad. En éste punto, es importante sefialar que el interglaciar Mindel-Riss
fue seguido de otros periodos glaciares conocidos como Riss y Wiirm, que también pudieron
haber generado condiciones adversas para las poblaciones de la especie, pero que
posiblemente no son detectados porque el Mindel-Riss fue uno de los periodos de mayor
estabilidad en su historia reciente, con una duracién aproximada de 240,000 afios (Imbrie y
Palmer, 1979). Aparentemente, esta época de gran estabilidad fue comun a todas las
regiones, con tiempos que van desde los 380 mil afios en la Provincia de California, hasta

los cerca de 427 mil afios en Sinaloa.

No obstante, el tiempo de expansion demografica mas reciente ocurrid en la Provincia
Pandamica (325 mil afios), en la que también se observa una expansién menos drastica, lo
cual podria estar relacionado con su ubicacion mas ecuatorial donde seguramente los
efectos de las glaciaciones fueron menores. Por su parte, en las regiones de la Provincia
Mexicana y de Cortés, los tamafios efectivos antes de la expansion (No) fueron de 0; en la
Pandamica fueron de aproximadamente 42 mil hembras y se registra el menor tamafo
efectivo después de la expansion (N1) (4.1 millones, ante los 240 millones de las regiones
de las provincias ubicadas al norte. Estos resultados, indican que aunque todas las regiones
registran expansiones poblacionales, en la Provincia Panamica ha existido una mayor
estabilidad demografica a lo largo del tiempo, que posiblemente se relaciona con que los
altos niveles de productividad en los golfos de Tehuantepec, Papagayo y Panama

(Pennington et al., 2006), asi como con las peculiaridades producidas por la influencia del
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domo de Centroamérica (Shillinger et al., 2008, 2012; Fiedler & Talley, 2006); que harian
de sus areas circundantes regiones favorables para el desarrollo de la vida, no sélo en el
presente sino también en pasados no muy remotos, como los periodos glaciares en los que

la distribucion de las especies fue restringida y las condiciones se volvieron desfavorables.

Bajo el modelo de expansidn espacial, los tiempos de expansién fueron congruentes con los
estimados segun expansidon demografica. La fraccion de migrantes (m) al momento de la
expansion varié de acuerdo con la ubicacién geografica de las localidades y alcanzd su
mayor valor en Sinaloa (m=2,073), la cual se ubica en una zona limite entre las provincias
de Cortés y Mexicana. Llama la atencién que la provincia de Cortés tuvo el segundo valor
mas bajo (m=0.58), lo cual indica que al momento de la expansién estuvo parcialmente
aislada. Esto resultd congruente con las barreras detectadas mediante Barrier 2.2 donde se
muestra que la Provincia de Cortés podria estar ligeramente aislada de la Mexicana, lo que
implicaria un aislamiento relacionado con el gap de Sinaloa, aunque con algun grado de
flujo genético. Cabe destacar que la provincia de Cortés se caracteriza por una gran cantidad
de especies endémicas (17%) (Thompson, Findley y Kerstitch, 2000), por lo que aislamiento

parcial resulta probable.

En la Provincia Panamica la fracciéon de migrantes al momento de la expansién espacial es
muy bajo (0.023) y también se relaciona con la divergencia mostrada por los estadisticos
®sr y el AMOVA Norte-Sur. Estos datos podrian indicar que la Provincia Panamica es
relevante en términos histéricos y evolutivos; y cuya diversidad genética debe ser

monitoreada constatenme para asegurar la salud de su poblacidn.

Con base en los resultados obtenidos al calcular los indices ®sr, en las pruebas de AMOVA
y las diferencias claras que sefialan los modelos de expansidn demografica y espacial, tiene
sentido hablar de provincias geograficas como fuente de diferenciacidon genética en las

poblaciones de Lutjanus guttatus, si bien hay que resaltar que las diferencias en la Provincia
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Pandamica son las mayores, mientras que las provincias Mexicana y de Cortés son mas

similares entre si.

8. CONCLUSIONES

El andlisis de la region control del ADN mitocondrial, sefiala valores de diversidad
haplotipica y nucleotidica notablemente elevados, equiparables con los de otras
especies emparentadas como L. erythropterus, L. campechanus, L. purpureus, L.
kasmira y L. fulvus. Sin embargo, la Provincia de Cortés muestra los valores mas
bajos de todos, que aunque siguen siendo elevados, tienen una gran relevancia,
pues podrian ser el resultado de procesos evolutivos particulares que deben ser

mayormente estudiados.

A pesar de que la larva peldgica (como consecuencia de su duracion), tiene grandes
posibilidades de dispersidon para mantener el flujo genético entre las regiones, los
valores de ®st permitieron detectar algun grado de divergencia genética de la region
Pandmica respecto a las provincias Mexicana y de Cortés; lo cual es corroborado
mediante el analisis de varianza molecular. Estos resultados apoyan la subdivisién
del Pacifico Oriental Tropical en las tres provincias biogeograficas previamente
mencionadas, pero resaltando la mayor importancia de la Brecha de Centroamérica

como barrera al flujo genético.

Como sucede en otras especies marinas, los patrones de diversidad genética de
Lutjanus guttatus, fueron afectados por los periodos glaciares del Pleistoceno, que
resultaron en severos cuellos de botella seguidos de expansiones demograficas y
espaciales. La ultima de éstas expansiones, coincide con el periodo Mindel-Riss,
periodo prolongado de estabilidad, en el que las aguas mas elevadas, habrian

permitido el crecimiento poblacional.
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e Llas diferencias genéticas encontradas en las provincias biogeograficas
(principalmente respecto a la Provincia Pandmica), detectadas por medio de los
estadisticos ®sr, las pruebas de AMOVA y las diferencias en la demografia historica,
sugieren la existencia tres stocks pesqueros en las poblaciones de pargo lunarejo
que deben ser administrados por separado. Por otro lado, aunque los datos
mitocondriales de la regidon control, muestran altos niveles de diversidad genética
que podrian indicar que la especie puede continuar siendo capturada por métodos
artesanales, es necesario hacer otros estudios genéticos con marcadores
moleculares nucleares para complementar la informacién y tomar decisiones

adecuadas para la conservacion.
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