16

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

RELACIONES DE PARENTESCO EN 6 ESPECIES DE
ROBALOS (PISCES: CENTROPOMIDAE)
ESTABLECIDAS MEDIANTE ANALISIS DE
ISOENZIMAS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I ©0 L © G A
P R E S E N T A

ALMA DELIA HERNANDEZ PEREZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. PINDARO DIAZ JAIMES

FACULTAD piz

CiENe
SECCION ESCOLARIAS

—_
—————



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Y - N - -
VDAL ADAD AACL Yy
e £

Rt AT

M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

"Relaciones de parentesco en 6 especies de robalos (Pisces: Centropomidae)

establecidas mediante anilisis de iscenzimas".
realizado por Alma Delia Hernéndez Pérez
con nimero de cuenta 9350780-0 , pasante de la carrera de  Biologia
Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.
Atentamente

Director de Tesis . . .
Dr. Pindaro Diaz Jaimes,

Propietario
“ Propietario Br. Manuel Uribe Alcocer.
Propietario M. en C. Ernesto Mendoza Vallejo.
- Suplente Biol. Maria de Lourdes Barbosa Saldafia.
Suplente M. en C. Yolanda Hortelano Moncada.
FACULTAD IENCIAS
U.N.A M.

Consejo Departamettal de  Biclogia

Dra. Patri&{a Ramo:s  Merales

298396



A mis Papas,
mi respeto por ese corazén tan grande ...

y mi admiracién por que a partir de nada han construido todo,

A Mbénica, por tu fuerza y valentia,
dijiste lo que nadie se atrevid a decir.

A Saul, gracias por estar ahi...

A mi Oliver, nunca dejes de sofiar...




AGRADECIMIENTOS

Al Doctor Manue!l Uribe por darme la oportunidad de formar parte del laboratorio, por su

constante apoyo, y por sus valiosas aportaciones para la realizacion de este frabajo.

Al Dr. Pindaro Diaz, mi mas sincero agradecimiento por el apoyo y la paciencia,
obviamente gracias por el interés en la realizaciéon y la direccion de esta tesis.

A laM. en C. Yolanda Hortelano del laboratorio de Mastozoologia del Instituto de Biologia,

por sus importantes aportaciones en ia revision del presente trabajo.

Al M. en C. Emesto Mendoza por la disposicién en la revision, y la ayuda en la
identificacidén de los peces.

Al Dr. Albert van der Heiden, al Biol. Héctor Plascencia y Biol. Marcela Ruiz del
Laboratoric de Genética del CIAD de Mazatlan, por la donacion de algunas muestras de
tejido de robalos; a Don Felipe por la ayuda en ia busqueda del material bioldgico.

A las autoridades del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de esta Universidad por el
apoyo brindado en la realizacion de este trabajo.

A los cuates del laboratorio de Genética de Organismos Acuaticos, por todos esos
agradables momentos: Eva, Edson y Fernando; Lupitay LulG (gracias por la revision),
muchas gracias a las dos por los animos.

A todas las personas que hacen posible que ADIVAC exista, en especial a Kathia...
sabes, esta vez no voy a darte las gracias, solo puedo extender mi admiracién a tu
excelente trabajo y a tu disposicién de ayudar.

A los cuates de la Facultad, a Sophia, a la Reme, a Jessica, a Amelia, a Lolita, a
Alejandra, at Marco, por todos los ratos padres que pasamos juntos.

A Eli y su famiiia.

A los cuates del voly. A Chela; a Isay Marina (con todo y beba), muchas gracias a las
dos por todo.

Al tio Chucho, Ramén, al tio Arnulfo, al Sr. Mundo y sus respectivas familias, por su
ejemplo de fortaleza.

A todas las personas que de una u otra manera han influido en esto

P ]



Pueden arrebatarte tu integridad,

pueden hacer que te sumerjas en un silencio

en el que sientes agonizar hasta que te pierdes.....

te sepultan en ese silencio que lo llena todo
dejandote en una oscuridad eterna

en donde no ves, no hablas, no oyes, no sientes....
solo te queda una voz sin sentido que nadie escucha,
una mirada apagada, angustia, olvido, ausencia,
miedo, desesperanza, un alma vacia .......

y ESTOY aqui....




INDICE

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

- Diagnosis
- Biologia

- Electroforesis ...,
- Codificacion de caracteres
- Inferencia filogenética

- Sistematica del Genero

OBJETIVOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

LITERATURA CITADA

]
!H(/:’t‘{'



LISTA DE FIGURAS

—

Ubicacion taxondmica de los Centropomidos (Amezcua, 1996: Nelson,

1994).

Diagnosis de Centropomus undecimalis.

Diagnosis de Centropomus viridis.

Diagnosis de Cenfropomus nigrescens.

Diagnosis de Centropomus mexicanus.

Diagnosis de Centfropomus robalito.

Diagnhosis de Cenfropomus medius.

Hipotesis filogenetica propuesta por Rivas (1986) basada en caracteres de

morfologia.

Hipdtesis filogenética propuesta por Tringali ef af, 1999: A) mediante el

método de parsimonia para datos electroforéticos. B) mediante el método

de minima evolucidn basado en los datos del gen 16 S del rRNA.

10. Localidades de colecta de las seis especies de Centropomidos
analizadas.

11. Patrdon electroforético en la fumaras (FH).

12. Variacion en la 6-Fosfoglucomutasa deshidrogenasa (6-PGD), una enzima
dimérica.

13.Variacion en la Glucosa fosfato isomerasa, una enzima dimérica,
codificada por dos loci.

14. Patron electroforético en ia L-leucil-L-alanina.

15. Cladograma inferido mediante andlisis de “maximum-likelihood” utilizando
a las frecuencias alélicas como caraceteres continuos y transformadolos a
valores de distacias genéticas.

16.Cladograma de consenso inferido mediante andlisis de “maximum-
likelihood” utilizando 1000 réplicas por bootstrap.

17. Arbol obtenido mediante el analisis de Neighbor-joining y como resultado
de las frecuencias génicas transformadas a distancias genéticas (Nei,
1972).

18.Arbol resultado del andlisis de parsimonia de Wagner Los alelos fueron
tratados como caracteres. Este es el cladograma de consenso de mayoria
del analisis de reemuestreo por "bootstrap” mediante 100 réplicas.

19. Arbol consenso para el analisis de parsimonia con 24 caraceres.

Los numeros en los nodos indican las frecuencias de ocurrencia de los

grupos de acuerdo con el andlisis de bootstrap.

ONOOALN

©

— " S—r

Faosta do frenran



INTRODUCCION.

El género Cenfropomus es un grupo de peces formado por doce especies (Rivas,
1986), que habita en aguas marinas costeras, en esteros, en rios y lagunas de los tropicos y
subtrépicos de América (Rivas 1986, Quiroga et al., 1998, FAQ 1978,1995); en México, se
encuentra ampliamente distribuido a lo largo de ambos litorales, donde es objeto de una
importante demanda pesquera (Chavez 1963, Quiroga 1996, Muhlia-Melo ef af.,1995). De
acuerdo a la regién del pais en el que se distribuyan, los Centropomidos son conocidos con
distintos nombres comunes, tales como robalo, robalito, constantino, chucumite, etc.

Los robalos presentan una abundancia considerable en México y se ubican como uno
de los productos nacionales de escama mejor cotizados y mas importantes. Se pescan en
todos los estados costeros del Pacifico, aunque en Baja California y Sonora la produccion es
muy incipiente. En el litoraf del Golfo de México las zonas de mayor captura son ias costas de
Tamaulipas, Veracruz, Tabasco y Campeche.

Segun el Anuario estadistico de Pesca (Instituto Nacional de Pesca,1997), entre 1987 y
1997 la produccion nacional de los Centropomidos fluctué entre 3372 (en 1980) y 5132 fon (en
1987), con un promedio anual de 4368 ton; el 84 % se capturd del litoral del Golfo de México
y del Mar Caribe; mientras que el volumen registrado en el Pacifico es muy inferior al del
Atlantico: solo el 16%. Quiroga et af (1996) mencionan que “esta mayor abundancia de peces
en el Golfo de Mexico se debe principalmente al aporte de gran cantidad de corrientes
fluviales, ya que solo en el estado de Veracruz cuenta con el 26% del drenaje Nacional”.

En nuestro pais, a pesar de ia relevancia de Ia pesqueria de los robalos, no ha existido
una investigacion suficiente sobre este recurso. Las publicaciones realizadas son enfocadas
principalmente a aspectos biol6gicos (Chavez, 1963; Taylor ef al, 1998; Gilmore ef al, 1983;
Peterson ef al, 1991; Pérez-Pinzén ef al, 1991; Jiménez, 1984). Siendo que son especies con
valor comercial y con un impacto social en la comunidades surge la necesidad de establecer
politicas de administracion pesquera que no han sido concretadas por que en la pesca no se
considera de manera separada a las especies, lo que impide establecer politicas de
administracion efectiva. Es necesario pues, que las investigaciones se dirijan a aspectos que
enriquezcan nuestro conocimiento sobre dichas especies, y entre los mas importantes que
deben ser abordados se encuentran: 1) la definicion del nimero de especies y sus relaciones
dentro del género; 2) la profundizacion en las investigaciones sobre aspectos basicos de
biologia y ecologia de estas especies, por ejemplo el caso del robalo prieto (C. poeyh la cual

w -
1 Introduccion




es endémica del Golfo de México (Fuentes, 1973; Castro A. 1978; Rivas, 1986; Muhlia-Melo,
1994); 3) ahondar en la biologia pesquera de los robaios en general

En los ultimos afos ha habido un incremento en la explotacién de este recurso

ocasionado principalmente por su gran valor comercial, la predileccion de los consumidores, vy
por la accesibilidad para su pesca; ademas de que las capturas masivas coinciden con las
concentraciones de robalos en su época de reproduccion, cuando se relnen para desovar
(Quiroga ef al., 1996). Lo anterior aunado al desconocimiento de las especies capturadas, a la
carencia de informacién sobre su biologia pesquera y a la ausencia de programas de
administracion, pueden ser motivo de que sus poblaciones y su acervo genético se encuentren
en riesgo.
Con el objeto de evitar los riesgos causados por la carencia de politicas de administracidén de
la pesqueria, es de gran importancia establecer criterios que permitan planificar su
aprovechamiento y conservar el recurso. Las medidas mas frecuentes, dirigidas a la
conservacion de los recursos pesqueros son principalmente, el establecimiento de vedas, de
tallas minimas de captura, regulacién en el tamafio de la luz de malla, y las cuotas de captura
(Fuentes, 1996). Es importante también tomar medidas para la conservacion de ia diversidad
genética (la suma total de informaciéon en los genes de organismos individuales de una
especie) (Smith, 1994). La aplicacion de la genética en aspectos pesqueros tiene gran
importancia, debido a que la abundancia y caracteristicas en las poblaciones pesqueras no
pueden ser sustentadas unicamente mediante el equilibrio entre las capturas y el
reclutamiento de individuos, ya que la captura puede modificar [a composicién genética de
estas poblaciones sujetas a explotacion (Allendorf ef al., 1987).

Uno de los primeros aspectos a definir para preservar los recursos pesqueros es el
reconocimiento de las especies explotadas por las pesquerias; en el caso de los robalos, el
desconocimiento mismo del nimero de especies del género que se distribuyen en el pais y
que sustentan la pesqueria, al igual que la carencia de métodos confiables y eficaces que
lleven a la identificacién adecuada de las especies capturadas, son una limitante para poder
establecer estas medidas de conservacion y aprovechamiento de una manera ideal.

La identificacidon de especies que muestran gran similitud morfoldgica, ha sido apoyada
por técnicas como la electroforesis (Shaklee y Tamaru, 1981: Shaklee et al., 1982; Avise 1975
y 1994). Este método aporta informacioén sobre la expresion directa de los genes que se
manifiestan en patrones de bandas mediante los cuales es posible detectar diferencias a nivel
individual y poblacional, lo que ha permitido estimar el grado de diferenciacién genética entre

especies estrechamente relacionadas en varios grupos de organismos ( Hillis ef af, 1983;
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Shaklee et af.,, 1981 y 1982, Dowling vy Brown, 198%9; Dobzhansky et al, 1993; Tringali ef a/,
1999a y 1999b).

Algunos de los principales objetivos de la sistematica son el reconocimiento vy la
explicacién de las relaciones de parentesco (genealogia), de la similitud y de la distribucidon de
los caracteres entre los organismos (Llorente y Vega, 1994), los cuales son resultado de los
procesos evolutivos que se intentan estudiar mediante las propuestas de hipdtesis de
genealogia. Las relaciones evolutivas se definen como un proceso de genealogia entre grupos
ancestrales y descendientes,; es decir, que todos los seres vivos estan relacionados en mayor
o menor grado y mediante la propuesta de una hipdtesis se intenta descifrar los aspectos de
su historia evolutiva (Villaseftor y Davila, 1992).

Hay dos principales tipos de especiacién: los que involucran la disrupcion fisica del
flujo génico por aislamiento geografico {alopatricos) y aquellos que no requieren aislamiento
para que la especiacién ocurra (no alopatricos o simpatricos). En el caso de Ia especiacion
alopatrica no se requieren cambios adaptativos para iniciar la especiacion dado el surgimiento
de una barrera geografica. En la especiacién simpatrica se origina una especie a partir de una
0 mas especies ancestrales en ausencia de una separacion geografica, y puede producirse
por hibridacién, mutaciones, poliploidia, etc (Morrone, 2001). El acontecimiento clave para que
ocurra la especiacién es el aislamiento genético. Una vez que las especies han quedado
aisladas genéticamente, pueden habitar nuevamente la misma #rea sin posibilidades de
entrecruzamiento, debido a los numerosos y complejos mecanismos anatomicos, fisiolégicos y
de comportamiento experimentados (Curtis y Barnes, 1993).

De la cantidad de diferenciacién genética entre las especies puede inferirse su
filogenia. La evolucién es un proceso de cambio y diversificacion de los organismos a través
del tiempo; a nivel genético se da por procesos con los que aparecen las variaciones
hereditarias, tales como las mutaciones o recombinaciones, y factores como la deriva génica
y la seleccién actian sobre estas variaciones genéticas transmitiéndolas de manera diferencial
de generacion en generacion. Siendo la evolucion un proceso gradual, es mas probable que
las especies que son genéticamente mas parecidas tengan un antepasado comin mas
reciente que las que son genéticamente mas diferentes (Ayala y Kiger, 1984).

La filogenia ocupa un lugar fundamental en la sistematica y taxonomia pues apoya la
resolucion de problemas referentes con la posicion taxonémica y nomenclatura de las
especies; aportando también elementos basicos en estudios de su ecologia y su evolucién; de
esta manera, “la reconstruccion filogenética se podria considerar como un objetivo central en
la biologia, ya que la filogenia le da sentido y perspectiva a la informacién que generan las
diferentes ramas de la biologia" (Eguiarte et al; 1997).

3 Introduccion




e ————— e —— ANTECEDENTES

La familia Centropomidae segin Greenwood (1976) esta conformada por las

subfamilias Centropominae y Latinae. La subfamilia Centropominae comprende sbélo el
género Centropomus y la Latinae incluye los géneros Lafesy Psamnoperca.
El género Centropomus es un grupo compacto y homogéneo , muy distinto a los otros dos
géneros de la familia, encontrandose solo en los litorales tropicales y subtropicales de
América, mientras que Lates y Psamnoperca se distribuyen sélo en Africa y en el Indo pacifico
(Rivas 1986).

De acuerdo con Greenwood (1976), los ancestros mas cercanos de los Centropémidos
pertenecientes a fa subfamilia Latinae, se originaron en la era Cenozoica, entre las épocas del
Paleoceno-Eoceno, esto es, hace aproximadamente 54-60 millones de afos; como lo
muestran los registros fosiles encontrados en ambientes marinos de distintas localidades de
Africa y Europa. Este autor propone en su hipdtesis sobre la distribucion del género Lates, que
los ancestros de habitats marinos iniciaron la invasién de aguas continentales en Africa, que
posteriormente se dispersaron a través de distintos sistemas riberefios, y algunas poblaciones
aisladas comenzaron a evolucionar en especies ahora extintas y ofras que han sobrevivido en
habitats de agua dulce en ese continente.

UBICACION TAXONOMICA
Clase Osteichthyes
Infraclase Teleostei
Divisién Euteleostei
Superorden Acanthopterygii
Orden Perciformes
Suborden Percoidei
Familia Centropomidae

Género Cenfropomus Lacépede, 1802.

Figura 1. Ubicacién taxonémica de los Centropémidos (Amezcua, 1996; Nelson, 1994).
La foto es un individuo de Centropomus robalito (Tomado de Amezcua, 1996).

L ——————— b
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s Diagnosis del Género.

Los peces del género Centropomus se caracterizan por presentar el cuerpo de
alargado a oblongo y comprimido, perfil predorsal recto o céncavo a nivel de hocico o de los
ojos. Boca grande y protactil, mandibula inferior prominente; numerosos dientes de tipo
granular dispuestos a manera de franjas en ambas mandibulas y en el paladar, borde del
preopérculo aserrado, con uno a cinco denticulos mas grandes en el angulo, opérculo sin
espinas, borde ventral de la placa suborbitaria aserrado. Dos aletas dorsales separadas; la
primera con Vi fuertes espinas, la segunda con una espina y 8 a 11 radios (generalmente 9
o 10) blandos. Aletas pélvicas situadas por debajo de las pectorales cuyos extremos alcanzan
o sobrepasan el ano. Escamas medianas a grandes, del tipo ctenoides; linea lateral extendida
hasta el borde posterior de la aleta caudal. Coloracién del dorso: café verdoso o gris azulado
en el vientre, y flancos plateados, la linea lateral es negra en algunas especies, coloracion que
puede desaparecer en ejemplares preservados, membranas interespinosas de la primera
aleta dorsal y de la anal en ocasiones negras, las demas aletas predominantemente
cenicientas (FAO, 1995).

La diagnosis de cada una de las especies colectadas se presentan a continuacion, en dichas
diagnosis se mencionan a los caracteres morfolégicos que fueron mas determinantes en la

identificacion de estas especies (Figura 2 - 7).

« Biologia

Los Centropémidos en general son especies demersales (viven préximos al fondo),
eurihalinas (de gran tolerancia a la salinidad), diadromos (migran entre el mar y las aguas
dulces) y estuarino dependientes, encontrandose en salinidades que van de 0 a 25 ppm.
Segun Rivas (1986) estos peces son termofilicos (prosperan bien a elevadas temperaturas),
distribuyéndose en ambientes tropicales y subtropicales; la temperatura y la salinidad son los
factores ambientales que tienen mayor influencia en su abundancia y distribucién ecologica.

Su grado de tolerancia a la salinidad es muy amplio, algunos viven indistintamente en
el mar, en rios 0 en masas de agua dulce, y se encuentran con mayor frecuencia en los
esteros. Chavez (1963) reporta rangos de salinidad desde el agua dulce hasta 31.6 ppm;
Jiménez (1984) realizd capturas en salinidades que van de 0 a 25 ppm; sin embargo, aunque
se considera a estos peces como eurihalinos, el esperma soélo es viable en agua salada (agua
de mar 34 ppm) (Seaman y Collins, 1983) y esta salinidad es indispensable para el desarrollo
normal de los huevos y larvas {Muhlia-Melo et al., 1993).
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Figura 2.

DIAGNOSIS

Figura 3.

Figura 4.

C. undecimalis

Escamas pequefias, de 67 a 78 en una
serie fongitudinal.

Segunda aleta dorsal con una espina y
generalmente 10 radios.

Tercera espina dorsal mas larga que la
cuarta.

Aleta anal con tres espinas y de cinco
a siete radios,

Segunda espina anal lejos de alcanzar
ia base de {a caudal.

Linea lateral obscura.

Goifo de México.

C. viridis

Escamas de 1{a linea lateral
generalmente de 69 a 73.

Segunda afeta dorsal con una espina y
nueve radios.

Tercera espina dorsal “mucho” més
alta que la cuarta

Aleta anal con tres espinas y seis
radios

Segunda espina anal lejos de alcanzar
l2 base de la caudal

Linea lateral obscura

Pacifico

C. nigrescens

Escamas de la linea lateral
generalmente de 71 a 74.

Segunda aleta dorsal con una espina
y diez radios.

Tercera espina dorsal de igual altura
0 mMas pequefta que la cuarta.

Aleta anal con tres espinas y seis
radios

Segunda espina anal lejos de
alcanzar la base de la caudal

Linea lateral obscura

Pacifico

Antecedentes




Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

C. mexicanus

Escamas de la linea lateral
generalmente de 65 a 81.

Segunda aleta dorsal con una espina y
diez radios.

Tercera espina dorsal mas grande que
la cuana.

Aleta anal con tres espinas y seis
radios

Segunda espina anal liega a alcanzar
la base de la caudal

Linea lateral clara.

Golfo de México

C. robalito

Escamas de la linea lateral
generalmente de 49 a 54.

Segunda aleta dorsal con una espina y
diez radios.

Tercera espina dorsal de igual altura
que ia cuarta.

Aleta anal con tres espinas y seis
radios

Segunda espina anal llega a alcanzar
la base de la caudal

Linea lateral clara

Pacifico

C. medius

Escamas de la linea lateral
generalmente de 55 a 62.

Segunda aleta dorsal con una espina vy
diez radios.

Aleta anal con tres espinas y siete
radios

Segunda espina anal casi alcanza ia
base de la caudal

Linea lateral obscura; aletas pélvicas
generalmente negras en su tercio
distal.

Pacifico

Antecedentes



separar mezclas de proteinas basandose en sus propiedades fisico-quimicas mediante ia
aplicacion de una corriente eléctrica.

Las proteinas estan compuestas por aminoacidos unidos entre si formando cadenas
polipeptidicas, secuencia que representa la estructura primaria. Cada uno de esios
aminoacidos posee una estructura caracterizada por la presencia de un grupo amino (NH,)
y de un grupo carboxilo (COOH) que le dan a las proteinas un caracter anfotérico, es decir, el
de comportarse como acidos o bases con carga neta positiva, negativa o neutra. Dicha
carga se ve influenciada por el pH del medio en que se encuentra la proteina, si ésta se
encuentra en un pH alcalino en relacidon a su punto isoeléctrico (pH en el que Ia cantidad de
grupos NH;" y COO ~ son equivalentes) poseerd entonces una carga neta negativa (se
comportara como anién). Por el contrario, cuanto mas se aleje el pH de su punto isceléctrico a
la zona acida del mismo, la proteina tendrd una carga neta positiva y actuara como cation
(Nufio, 1978; Pasteur ef al, 1988; Richardson, 1986; Utter et al., 1987). Dado que la
separacion de las proteinas se lleva a cabo en una matriz de gel, la carga, la forma y el
tamafio de las proteinas influyen en su movilidad.

Hay cuatro principales medios de soporte que se utilizan actualmente en electroforesis:
almidén, poliacritamida, agarosa y acetato de celuiosa. La matriz de soporte se elige de
acuerdo a los objetivos y el grado de resolucién que se desee. A pesar de que los geles de
almidén son los de menor poder de resolucién en relacion con los mencionados, son de ios
mas utilizados en estudios de sistematica y genética de poblaciones debido a su costo
relativamente bajo, a su versatilidad y facilidad de uso dado principalmente por que del gel se
pueden obtener hasta 6 porciones que permiten estudiar seis enzimas distintas de manera
simultanea, con lo cual el nimero de datos generados por un solo corrimiento es mayor que
en los casos de los otros geles mencionados.

Los datos que pueden obtenerse por la aplicacién de éste método son las isoenzimas,
gue son todas las formas moleculares diferentes que catalizan la misma reaccién; a su vez,
las aloenzimas corresponden a la expresién de varias formas alélicas que resultan de la
expresion de una isoenzima en particular separadas por electroforesis en un gel (Murphy et
al, 1996; Utter, et al, 1987).

La electroforesis ha sido aplicada ampliamente en diferentes organismos (animales,
plantas, bacterias, protozoarios), usandose en la medicina para ef diagnéstico de algunas
enfermedades, en estudios de esfructura poblaciona!l, en sistematica, en la identificacién
genética, en estudios de paternidad, de hibridacion, de niveles de poliploidia, de tasas de
evolucion, reconstruccion filogenética, etc. (Murphy et a/, 1996 y Richardson ef a/, 1986)
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La diferenciacion genética entre las especies y sus probables relaciones filogenéticas,
pueden ser inferidas a partir del grado de diferenciacidén en la estructura primaria de las
proteinas (Dobzhansky et al., 1993). Las secuencias de aminoacidos en las proteinas reflejan
directamente las secuencias de nucledtidos en los genes que las codifican, por lo que la
electroforesis es una herramienta eficiente para detectar la variacion en dicha secuencia
entre individuos de una muestra de una poblacién, y puede ser utilizada para estimar los
niveles de variabilidad genética existente en las poblaciones naturales, siendo utiles como
caracteres taxondémicos para investigar relaciones evolutivas de un grupo de especies
(Richardson et af., 1986).

¢ Codificacion de caracteres y obtencion de dendogramas.

A pesar de que la electroforesis ha sido una técnica muy utilizada, no hay un consenso
en cuanto a la adopcién del algoritmo mas apropiado para el tratamiento del polimorfismo
observado y por ello el procesamiento de los datos para inferir la filogenia es complicado
(Goyenechea, 2000; Liorente y Vega, 1994).

En estudios filogenéticos, se han utilizado diferentes algoritmos y distintas maneras
de codificar los caracteres obtenidos de la electroforesis. En términos generales, a partir de
los datos se obtienen las frecuencias génicas que pueden transformarse en medidas de
distancia genética (como por ejemplo la distancia de Nei, 1972) para poder realizar un analisis
de agrupamiento y construir dendogramas (fenogramas en este caso). Los caracteres
enzimaticos también pueden tratarse de una manera cladista.clasica bajo el criterio de
posicién filogenética por medio del método del grupo externo (Llorente y Vega, 1994), segln
los principios de Hennig (1966), establecidos para caracteres morfolégicos pero que han side
algunas veces adoptados para caracteres electroforéticos (Richardson, et al. 1986).

Diversos autores han descrito varios métodos de tratamiento de los datos
electroforéticos. En primera instancia, con base en las frecuencias alélicas detectadas en el
grupo se pueden obtener datos de distancia genética (Buth, 1984). De modo alterno, los
autores consideran a las lecturas de las enzimas como datos de “caracter / estado”. En este
tipo de tratamiento de los datos se deben resolver varios puntos, entre ellos: a) la codificacién
y el ordenamiento de los caracteres, b) el método de agrupamiento, y ¢) el enraizamiento del
arbol. En cuanto a la codificacién, que en principio es mas complicada que en los métodos de
distancia, el problema consiste en establecer el caracter y el estado del caracter. Aigunos de
los métodos que se proponen para esto son: tomar a los alelos individuales como caracteres

separados considerando su presencia ¢ ausencia como los estados del caracter (Buth, 1984;
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Mabee y Humphries, 1993; Rohif y Wooten, 1988), en este casc se obtienen las frecuencias
alélicas y debido a gue los alelos son caracteres con dos posibles estados, se considera como
‘presente” si su frecuencia es mayor de 0.05y “ausente” si su frecuencia es menor de 0.05.
(Buth, 1984). Otros autores sugieren tomar al locus como up caracter multiestado (Mabee y
Humphries, 1993; Dowling y Brown, 1989), mientras que algunos prefieren codificar el
polimorfismo como el estado del caracter plesiomérfico, o codificar el polimorfismo como tal
(Kornet y Turner, 1999). Scobre los métodos de agrupamiento mas apropiados para la
obtencion de los dendogramas y que los autores aplican con mayor frecuencia se encuentran
el de parsimonia de Wagner, de Maxima verosimilitud, UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averages), y Neigbor-joining (Buth 1984; Rohlf y Wooten, 1988;
Dowling vy Brown, 1989; Shaffer et al, 1991, Wiens y Servedio, 1998). En lo referente al

enraizamiento del arbol el método mas utilizado es el del grupo externo.

» Inferencia Filogenética

En el intento de establecer las relaciones de filogenia entre los organismos han
surgido tres escuelas principales, la escuela evolucionista que basa las relaciones en
procesos evolutivos y adaptatives; la escuela fenética que define las relaciones entre los
organismos por la semejanza fenotipica de todos sus caracteres (de esta corriente surgieron
los métodos de distancia), y los cladistas que, siguiendo las ideas de Hennig (1966), definen
fas relaciones filogeneticas mediante la magnitud en que son compartidos los caracteres
derivados (caracteres apomérficos, que son heredados por dos o mas taxa a través del
mismo ancestro) por lo que argumentan que la clasificacion debe basarse en el
reconocimiento de sus relaciones genealdgicas (ancestria comdn) (Eguiarte ef al., 1997
Villasenor y Davila, 1992; Morrone, 2001; Wiley, 1981; Wiley ef al., 1991)

Los algoritmos de los feneticistas que se han utilizado con el propésito de encontrar las
relaciones entre los organismos no concuerdan con las ideas de los cladistas; los métodos
que se utilizan mas comunmente son el UPGMA y el Neighbor-Joining considerados como
métodos de distancia. El fundamento de estos andlisis es que los organismos mas parecidos
deben ser los mas emparentados. De manera general, estos métodos calculan un indice de
distancia entre pares de taxa tomando en cuenta los caracteres que comparten; es decir,
reducen todos los caracteres analizados a un solo nimero (de distancia evolutiva) entre un
par de taxa (Eguiarte ef al., 1997). El UPGMA o “Unweighted Pair Group Method with Antmetic

Averanges” fue uno de los primeros métodos cuantitativos utilizados en la reconstruccion

.
11 Antecedenies



Los grupos monofiléticos se definen por los estados del caracter considerados como
novedades evolutivas, que consisten en cambios en el estado de los caracteres respecto de
aquellos previamente establecidos o fijos en un grupo de organismos. De esta manera, si se
compara un caracter con dos estados alternativos, uno de ellos puede ser considerado como
primitivo o plesiomérfico y |la novedad como el estado derivado o apomdrfico. La ordenacién
de los estados del caracter es importante para determinar la polaridad de los caracteres (la
definicién de cual estado representa la condicion plesiomérfica y cual la apomérfica). El
método mas utilizado para conocer esta polaridad es la utilizacidn de un grupo externo en el
que se buscan las homologias con el grupo estudiado; el grupo externo elegido generaimente
sera un grupo hermano lo mas cercano posible en términos evolutivos. Si, al hacer las
comparaciones de los estados del caracter en ambos grupos, éste se presenta tanto en el
grupo externo como en el interno {grupo en estudio) entonces es considerado como
plesiomorfico (ancestral) para el grupo internc. Si, por el contrario, el estado se encuentra
ausente en el grupo externo y unicamente esta representado en el grupo bajo estudio,
entonces el estado es considerado como apomorfico (derivado) para el grupo interno (Eguiarte
et al., 1997; Villasefor, 1992).

Los algoritmos utilizados en la reconstruccion filogenética y que son afines con las
ideas expuestas con anterioridad, se agrupan dentro de 2 enfoques principales: algoritmos de
compatibilidad (como “CLIQUE"} y algoritmos de simplicidad o parsimonia (Wiley, 1981). Los
métodos de compatibilidad tratan de identificar el arbol que es apoyado por el mayor nimero
de caracteres, pero este metodo hasta el momento no ha sido muy utilizado ya que en
repetidas ocasiones genera resultados poco satisfactorios (Eguiarte et al.,, 1997), ademas de
la lentitud con la que es posible obtener los resultados. Por su parte, la simplicidad de
caracteres o parsimonia analiza todos los posibles arboles derivados del andlisis de los taxa, y
evalia el nimero de cambios que se requieren para generar cada uno; asi, el arbol que
represente el menor nimero de cambios (pasos) o eventos evolutivos, refleja de mejor manera
la filogenia del grupo. Hay distintas versiones del analisis de parsimonia: la llamada
parsimonia de Wagner, la de Dollo y la de Camin-Sokal.

Cuando se lleva acabo el analisis de parsimonia, el nimero de arboles posibles es muy
grande, por lo que el proceso resulta muy lento; debido a esto, hasta el momento se han
propuesto algunos métodos de blsqueda para encontrar el arbol mas corto en un menor
tiempo, tal es el caso de los métodos exactos y heuristicos. Este dltimo metodo no siempre
asegura encontrar el cladograma mas corto, sobre todo cuando se analizan muchos taxa, v

el algoritmo mas comun es el llamado “Branch-Swapping”. Los métodos exactos garantizan
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encontrar el arbol mas corto; el algoritmo mas utilizado es el “Branch and Bound”, el cual
pretende encontrar el cladograma mas corto sin tener que generar todos los arboles posibles
(Eguiarte ef af., 1997, Villasefior, 1992; Wiley, 1991).

En todos los algoritmos mencionados antes e independientemente de |a escuela de
clasificacidn que se siga, es posible saber qué tan eficiente resulta el métodoc de
reconstruccion filogenética aplicado en los taxa estudiados, lo que se logra por medio de una
evaluacién del soporte estadistico de los grupos monofiléticos encontrados en los arboles
construidos. Con este proposito, a partir de la segunda mitad de los 80’s en la mayoria de los
trabajos revisados se utilizaron métodos de remuestreo como el “bootstrap” (introducido para
estimaciones filogenéticas por Felsenstein, 1985), el cual involucra la generacion de
remuestreos con reemplazo a partir de la matriz de dalos original para crear nuevos grupos
de datos, con el fin de evaluar el efecto en el incremento del tamario de 1a muestra mediante
la generacion de un intervalo de confianza que permite evaluar la cantidad de sesgo atribuible

al azar con el propésito de estimar la confiabilidad de la filogenia.

« Sistematica del género

Hasta la mitad de la década de los 80’s se reconocian 9 especies de Centropémidos
en las aguas tropicales y subtropicales del continente Americano, 5 de las cuales se
encuentran en el océano Atlantico: C ensiferus, C. pectinatus, C.paraflelus, C. undecimalis y
C.poeyi; mientras que en el Pacifico se reportaba la distribucion de: C. nigrescens, C. robalito,
C.armatus, C. unionensis, C. undecimalis y C. pectinatus (Chavez 1961 y 1963; Greenwood,
1976; FAO, 1978; Castro, 1978). En general, se consideraba que C. undecimalis y C.
pectinatus estaban presentes en ambos océanos. La distribucién de C. ensiferus en México es
incierta para la mayoria de los autores, aunque Jiménez (1984) indica que es relativamente
abundante en el pais.

En un trabajo mas reciente realizado por Rivas (1986) el nimero de especies
reportadas aumenta a 12, seis especies para cada uno de los litorales, y no se informa de la
presencia de ninguna de ellas en ambos océanos. Las especies encontradas en el Atlantico
son: C. undecimalis, C. poeyi, C. parallelus, C.pectinatus, C. ensiferus y C. mexicanus. En el
Pacifico: C. viridis, C. nigrescens, C. medius, C. robalito, C. armatus, y C. unionensis

A las conclusiones de Rivas, se han sumado recientemente los trabajos de Muhlia-
Melo et al, {1995); la guia FAO (1995); v los de Tringali et af (1999a y 1999b), quienes han
reconocido las mismas 12 especies como integrantes del género.
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De los anteriores reportes, resalta el realizado por Tringali ef a/ (1989b), quienes, como
se vera mas adelante, con base en isoenzimas y la secuencia del gen 16S del rRNA realizaron
la reconstruccion de la filogenia, confirmando [a presencia de las doce especies vy la filogenia
reportada por Rivas (1986).

La mayoria de las especies de robalo se distribuyen en gran parte de los litorales dei
territorio nacional, con excepcidon de C. unionensis quien se encuentra sélo en Centroamérica,
de El Salvador hasta Per( (Rivas, 1986). En los distintos articulos sobre el tema se confirma
la ubicacidn de C. ensiferus (que se distribuye de Veracruz, Mex., y Florida hasta Brasil)y C.
armatus (la cual se encuentra de Mazatlan, Mex. a Ecuador) en México, pero mencionan que
su presencia es muy rara en el pais. Por su parte, el robalo prieto, C. poeyi, es el mas
restringido de todo el género y siendo endémico del Golfo de México se encuentra Gnicamente
en los estados de Campeche, Tabasco, Veracruz y Tamaulipas (Chévez, 1963; Rivas, 1986;
FAOQO, 1995; Muhlia-Melo et al., 1995, Fuentes, 1973).

La dificultad para distinguir las diferentes especies de robalo es debida a su gran
similitud morfoloégica y a que muchos de los caracteres que son utilizados en la diagnosis de
las especies en ocasiones se sobreponen o cambian de acuerdo a la edad del organismo,
dificultando el conocimiento de su taxonomia y de su distribucién, asi como de su filogenia y
evolucion. En taxonomia las fuentes tradicionales de informacién han sido los caracteres
morfolégicos; en un buen ndmero de casos las investigaciones morfoldgicas permiten aportar
informacién acerca del grupo de manera confiable, no obstante, con frecuencia existe
incertidumbre por la presencia de homoplasias en algunos caracteres, o por la carencia de
suficientes caracteres morfologicos Utiles desde el punto de vista de estudios de su filogenia,
lo que hace dificil distinguir y/o definir a las especies que conforman a un grupo y establecer
sus relaciones de genealogia. Debido a esto, frecuentemente es necesario recurrir a otro tipo
de caracteres que permitan reexaminar los planteamientos realizados mediante los métodos
llamados tradicionales para confrontar, complementar o ampliar dicha informacién. Por lo
anterior, a la fecha los estudics en sistematica molecular son importantes en diversos grupos
taxondmicos, en ciertos casos han sido muy Gtiles en la identificacion de especies y han
aportado informacion confiable para producir hipétesis genealégicas (Dobzhansky ef af.,
1993, Llorente et af., 1994, Hillis et al., 1996).

Hay que tener en consideracién que tanto los estudios de morfologia como los de
biologia molecular tienen ventajas y desventajas. Hillis (1987) menciona que mientras que los

datos morfologicos pueden depender de las mfluencias ambientales para su expresién, los
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moleculares no estan sujetos a la influencia ambiental por lo que tienen mayores posibilidades
de aplicacién, ademas de que en ocasiones proveen un mayor numero de datos comparados
con los de morfologia. Sin embargo las investigaciones de morfologia ademas de que resultan
mas econdomicas, cuentan con muestras disponibles de las colecciones en museos y pueden
utilizar la evidencia fosil, mientras que soélo en algunas ocasiones los estudios moleculares
pueden hacer uso de los mismos.

Avise (1975) sefiala algunas ventajas y desventajas de los caracieres electroforéticos;

en general los considera como una buena herramienta en sistematica. A nivel de subespecies
y a nivel genérico la técnica de electroforesis no es del todo adecuada. En cambio, las
grandes diferencias bioquimicas entre especies, hacen de la electroforesis una técnica de
gran valor para identificaciones especificas o de grupos de especies. Las especies hermanas,
casi indistinguibles dada la similitud morfoldgica, pueden ser identificadas mediante estudios
electroforéticos. Por Gltimo, menciona que en muchos casos la sistematica clasica (basada en
los caracteres morfologicos) es de gran precision, y en algunos otros la electroforesis tiene
mayor poder de discernimiento. Este autor en 1994, sefiala su utilidad en estimaciones del
flujo génico, o comparaciones entre poblaciones, especies u otros taxa una vez obtenidas las
distancias genéticas; la sefiala también como una herramienta informativa como marcador
filogenético.
Shaklee ef al (1982) mencionan que la electroforesis de isoenzimas es una buena opcidn
para distinguir especies morfologicamente similares; las interacciones entre las mismas
pueden ser investigadas usando valores de distancia genetica derivada de las similitudes vy
diferencias proteinicas; pueden construirse claves bioguimicas; y es apropiada para estudios
de sistematica en peces, ya que generalmente tienen niveles relativamente bajos de
polimorfismo y heterocigocidad.

Hay que tener en cuenta que algunos caracteres bioquimicos son de gran valor para el
estudio de algunos grupos en determinados niveles de la jerarquia taxonémica. En otros
grupos o niveles de esta jerarquia, los caracteres morfolégicos continlian siendo valiosos,
tanto como los bioquimicos (Liorente y Vega; 1994).

El andlisis de ADN paulatinamente se ha convertido en una herramienta importante en
ecologia evolutiva, genética de poblaciones y sistematica, aunque los costos en cuanto
infraestructura e insumos son elevados. No obstante el andlisis de isoenzimas sigue siendo
usado ampliamente por su eficacia, ya que las proteinas permanecen como componentes
estructurales y enzimaticos de las células, y el costo de ia técnica es relativamente bajo
(Pérez y Pinero, 1997).

e
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Basados en los argumentos anteriores, en el presente trabajo, se utilizd la
electroforesis de isoenzimas sobre otras técnicas, ya que es un metodo adecuado en la
identificacion interespecifica de los organismos dando resultados confiables a este nivel,
ademas de que no es muy complicado ni excesivamente caro.

Avise (1975 y 1994) y Shaklee, et af {(1982), apuntaron la posibilidad de elaborar claves
de identificacion genética con el empleo de caracteres electroforéticos. Tringali ef a/ (1999a)
elaboraron una clave de identificacién genética del género Centropomus {con las doce
especies) utilizando isoenzimas y secuencias del gen 16S del rRNA. La similitud morfologica
presente en estas especies trae consigo la imposibilidad de distinguir las diferentes especies
explotadas en las pesquerias, por lo que no se tiene conocimiento sobre cuanto de cada
especie se explota. En el presente trabajo se traté de proporcionar una herramienta precisa y
sencilla como 1o es la electroforesis de isoenzimas para la identificacion de las especies y con
la que posteriormente se podran hacer estimaciones de la incidencia y proporcién de cada
especie en las capturas aportando datos objetivos para su administracion.

Existen pocas investigaciones acerca de la filogenia del género Centropomus, entre las
que destaca {a de Rivas (1986) que con base en las similitudes y diferencias de caracteres
morfolégicos establecié una posible filogenia de las especies y subdividid el género en fres
grupos, cada uno de los cuales representa lineas filéticas distintas (ver figura 8):

a) C. pectinatus, y C. medius
b) C. undecimalis, C. nigrescens, C. viridis, C. poeyi, C. parallefus, y C. mexicanus.
c) C. ensiferus, C. unionensis, C. armatus, y C. robalito.

La investigacion mas reciente sobre relaciones filogenéticas de Centropomidos fue
realizada por Tringali et a/ (1999b), quienes examinaron las doce especies del género
Centropomus utilizando electroforesis de isoenzimas (figura 9a) y andlisis de la secuencia de
la region 16S del rRNA del ADN mitocondrial (figura 9b). Para el andlisis de los caracteres
enzimaticos emplearon los método de parsimonia, el Neighbor-Joining y UPGMA. Las
relaciones filogenéticas entre las especies basadas en la secuencia del rRNA se examinaron
aplicando analisis de parsimonia, de minima evolucion y de Maximum likelihood. Los
resultados de ambos tipos de caracteres indicaron que el género Centropomus esta
subdividido en cuatro grupos de especies. Los autores proponen que la hipotesis basada en
la filogenia obtenida del gen 16S rRNA resulta mas confiable debido principalmente a que
presento los valores mayores de confiabilidad de las ramas obtenidos mediante bootstrap (ver
figura 9b).

S O U P ———
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Es importante mencionar que en el andlisis de isoenzimas de esa publicaciéon aungue el
nimero de loci estuvo bien representado, con 19 enzimas (27 loci), el tamafio de muestra de
los organismos investigados fue pequefia, teniendo un promedio de cinco individuos por
especie, con excepcion de C. undecimalis cuya muestra consistié de 259;. Por lo anterior, en
el presente estudio se considerd importante aumentar el tamafo de la muestra de las especies
analizadas, con el objeto de incrementar la confiabilidad del uso de los caracteres
electroforéticos en la identificacion de diferencias interespecificas para utlizarlas como una
aproximacién alterna en la reconstruccion filogenética del grupo. Adicionalmente, los alelos
especificos de cada especie podran servir como marcadores con los que sea posible, a un
costo relativamente bajo, identificar a las especies que son capturadas por las pesquerias a

fin de poder realizar estudios de la pesqueria por especie mas apegados a la realidad.
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, C. viridis (P}
— C. undecimalis (A
C. nigrescens (P}
C. poeyi {A}
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L C. medius (P)

C. unionensis (P}
C. armates (P)

—_: C. ensierus (A)
C. rohalite (P}

Figura 8. Hipotesis filogenética propuesta por Rivas (1986) basada
en caracteres de morfologia.
P= Especies que habitan en el Pacifico. A= Especies del Atiantico.

a b
_‘4’?: C. undeciimalis
a2 C. viridis 88 c decimali
C. poeyi w1 & ;‘;e;?'ma ©
C. nigrescens 87 C. viridis
93— C. parallelus 89 C. nigrescens
100 L . mexicanus 99 C. parallelus
00— C. pectinatus 75 [: C. mexicanus
L ¢ medios 99 remm . peciinatus
Y C. ensiferus L— C. medius
i o8 C. ensife
. _i:_;e erus
66— C. robalito 9952 €. robalito
50 C. armatus C. armatus
—YT C. unionensis o . unionensis

1. niloticus
100 — L. calcarifer

L L. niloticus

Figura 9. Hipdtesis filogenética propuesta por Tringali et al; 1999: a) mediante el método
de parsimonia para datos electroforéticos. b) mediante el método de minima evolucion
basado en los datos de! gen 16S del rRNA. Los nimeros de los nodos son los valores de
bootstrap.
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Objetivo general

» Establecer una hipotesis sobre las relaciones de parentesco de 6 especies dei género
Centropomus con base en caracteres isoenzimaticos con un tamanho mayor de
muestra que en estudios previos, y con el fin de determinar de manera precisa a los
ejerhplares capturados o tejidos pertenecientes a estas especies, lo que en un futuro
podréa contribuir en un manejo mas adecuado de la pesqueria mediante la obtencion

de estimaciones de captura por especie.

Objetivos particulares

> Obtener los patrones electroforéticos de aquellas isoenzimas que permitan el
diagnéstico interespecifico de las seis especies estudiadas.

> Proponer una clave de identificacién genética con base en estos caracteres.
» Comparar los resultados de las relaciones de parentesco obtenidas, con estudios

previos basados tanto en caracteres morfologicos (Rivas, 1986), como con los

resultados basados en isoenzimas y analisis de secuencias {Tringali, 1999b).
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MATERIALES Y METODOS.

1. Colecta de Organismos.

Se colectaron individuos de seis especies; cuatro de ellas, pertenecientes al Pacifico,

obtenidas en los litorales de los estados de Sinaloa, Nayarit, Colima, Michoacan y Guerrero:; y
las dos restantes colectadas en el estado de Veracruz, como se muestra en la tabla 1.
Los ejemplares principalmente fueron adquiridos en los mercados de las distintas localidades,
mientras que otros, como es el caso de los robalos del Yugo, Sinaloa, se obtuvieron en el
estero mediante una captura con chinchorro y con el apoyo de personal del Centro de
investigacion en alimentacién y desarrollo, A.C. (CIAD). Otro lote de muestras de tejido
fueron donadas por el Laboratorio de Genética de este centro.

A cada robalo se le exitrajo una muestra de mulsculo que fue congelada
inmediatamente en nitrégeno liquido ( ~ -180°C). El espécimen se rotulé y fij6 en alcohol al
70%. Tanto las muestras de tejido como los peces fueron transportados al Laboratorio de
Genética de Organismos Acuéticos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia para su
posterior analisis. La identificacion de las especies se hizo mediante las claves de
identificacion de Rivas (1986), las claves de la FAO (1978) para las especies del Golfo y de la
FAO (1993) para las del Pacifico, y en ocasiones con el apoyo del Laboratorio de Ictiologia
del Instituto de Biologia de la UNAM.

Se utilizd como grupo externo especimenes del género Epinephelus conocidos como
meros, pertenecientes a la Familia Serranidae. Se hizo esta eleccién debido a la cercania
genealégica que hay entre ambas familias (Greenwood, 1976). Se obfuvieron 21 de estos
organismos en el mercado de La Nueva Viga del Distrito Federal.

2. Electroforesis de isoenzimas.

El nimero de robalos (Centropomus spp.) colectados fue de 246 mientras que el de
meros (Epinephelus spp.) fue de 21, sumando un total de 267 muestras, que se organizaron
en nueve lotes para los corrimientos efectroforéticos.

Desde el momento de la obtencidon de las muestras se mantuvieron congeladas para

conservar la actividad enzimatica de las proteinas, para ello se almacenaron en un ultra
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congelador, a -80° C, y todos los procedimientos posteriores que implicaron la utilizacidon de

las mismas (homogenizacidn, extractos, corrimientos, etc.) fueron hechos en frio.

Tabla 1. Localidades, fechas de colecta y niimero de individuos muestreados de las

diferentes especies de robalo (Cenfropomus spp.) analizadas.

ESPECIE No. DE ORG. LOCALIDAD FECHA COLECTA | TOTAL DE
COLEC. ORG.
5 CIAD 6/MAR /98
.. 18 Villa Unién, Sin. 3/MAR /98
c(:ie;g s 6 FlYugo, Sin.|  4/MAR /98 44
Garabatc;) 2 Embarcadero, Sin. 7/ MAY /99
5 Lag. de 3 Palos, Gue. 3/0CT/98
2 E! Chirimoyo, Nay. 8/MAY /99
6 San Blas, Nay. 16/ JUN /989
C. robalito 25 CIAD 6/MAR /98
(Constantino, 20 Villa Unién, Sin. 3/MAR/ 98 60
pijolin) 15 Tuxpan, Nay. 8/ MAY /99
C. ni 3 CIAD 6/MAR /98
(Ré;gﬁ; e;‘;i’;fo 25 Lag. 3 Palos, Gue. 3/0CT/98
X r e 1 El Chirimoyo, Nay. 8/ MAY 98 41
prieto, piedra) 4 El Chupadero, Col.| 17/ JUN /99
1 Nexpa, Mich. 18 fJUN /989
7 Laz. Cardenas, Mich. 19/JUN /89
C. medius 10 N CIAD 6/MAR /S8
(Rol;alo aleta) 1 El Chirimoyo, Nay. 8/ MAY /99
P 3 San Blas, Nay. 16/ JUN /99 24
2 Laz. Cardenas, Mich. 197 JUN /99
6 Acapulco, Gue. 20/JUN /99
2 Zihuatanejo, Gue. 19/ JUN /99
C.undecimalis 9 Alvarado, Ver. 6/ MAY /98
(Robalo blanco) 1 La Mancha, Ver. 8/MAY /98 36
268 Veracruz, Ver.| 8,9, 11/ABR /00
C. mexicanus 6 Sontecomapan, Ver. 71MAY /98
(Chucumite) 1 La Mancha, Ver. 8 /MAY /98 41
24 Veracruz, Ver. 6,9/ ABR /00
10 Alvarado, Ver. 9/ABR/00
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12. Veracruz

13, Alvarado

14. Sontecomapan
15. La Mancha

Mazatlan
Villa Unidn
El Chirimoyo
Tuxpan 3
San Blas

El Chupadero

. Nexpa 14
. Laz. Cardenas A 15
. Zihuatanejo 6 7

10. Acapulco
11. Lag. 3 Palos

WD U A WON
s
—
)

Figura 10. Localidades de colecta de las seis especies de Centropdmidos analizadas

e Extractos:

Las muestras de tejido fueron maceradas manualmente, con el fin de liberar las
proteinas de las células, en una solucidon de extraccion consistente de 0.01M de Tris, 0.001M
de EDTA, pH 6.8, y 4ml de NADP. Los extractos se usaron en ocasiones inmediatamente o

se almacenaron en congelacion hasta su posterior utilizacion.

¢ Sistema de Buffers:

La electroforesis involucra la utilizacién de un sistema de buffers o soluciéon
amortiguadora tanto para la elaboracion del gel, como en los electrodos durante el
corrimiento.

Los ensayos para los 33 sistemas isoenzimaticos probados fueron realizados utilizando
8 buffers distintos. De las isoenzimas ensayadas unicamente se resolvieron 12 de manera
favorable para su analisis. Tanto las soluciones amortiguadoras como el voltaje y tiempo que

diercn la mejor resolucion de las enzimas ensayadas se presentan en |a tabla 2.

o e R R e I R R R R R T E———————.
o e ——— e i e e
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sobre ambas orillas del gel. Las condiciones de corrimiento para cada sistema de buffer, son

descritas en la tabla 2.

s Tincidon de enzimas.

La tincion histoquimica de las enzimas se realizé de acuerdo a las técnicas descritas
por Selander et af (1971) y Harris y Hopkinson (1976).

Una vez concluido el tiempo de corrimiento el gel fué cortado en rebanadas de
aproximadamente 1 mm de grosor, cada una de las cuales se colocd en un recipiente de las
dimensiones del gel. En cada rebanada se afiadié una solucion con los reactivos especificos
para cada enzima a ensayar. Estas soluciones consisten de un sustrato en el cual reacciona
una enzima especifica, y de un mecanismo de tincién. La técnica de tincidén que se usa mas
comunmente identifica reacciones que involucran la transferencia de un ion hidrégeno del
sustrato para el NAD (Nicotinamide adenine dinucleotide) o NADP (Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate} (estas son las reacciones deshidrogenasas). E| PMS (Phenazine
methosulfate) se usa para transferir el ion H* del NAD a una solucién de tetrazolium, como el
MTT (3-{4,5-Dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyli-tetrazolium bromide) o NBT (Nitro blue
tetrazolium), esta sal es reducida a azul de formazan, el cual aparece como una zona
purpura en el gel (Pérez y Pifiero, 1997; Hillis, 1987; Richardson et al., 1986). En algunos
casos como con las peptidasas, la PGM y la ALD se obtuvo una mejor resolucion
preparando ias soluciones de tincién en agar, esto es, mezclando las cantidades de cada
uno de los reactivos del protocolo descrito en una solucidn de agar al 10%. Posteriormente,
cada rebanada de gel fue incubada a 37°C durante 15 min. o hasta lograr obtener una
resolucién adecuada, procurando evitar el exceso de tincion de tal forma que se pudiera
facilitar la obtencién de una buena lectura para cada individuo.

Finalmente, con el propdsito de detener la tincion y preservar los geles, se utilizdé una
solucion fijadora a base de acido acético, metanol y agua en proporcion 5:5:1. Los geles
fueron fotografiados, envueltos en plastico y almacenados.

3. Interpretacion

Después de Ia tincién se registraron los patrones electroforéticos de cada enzima,
donde fueron consideradas el nimero de bandas presentes, asi como sus diferencias de
movilidad en el gel originadas por la migracion diferencial-de las proteinas, que corresponden
a las diferencias en el tamafio molecular y la carga eléctrica de cada una de ellas. La

determinacion del numero de bandas de cada locus, fue establecido mediante la inclusion de

m
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fas distintas especies analizadas en un mismo gel para contar con un criterio de homaologia
de las diferentes bandas. De esta manera se realizaron las comparaciones entre todas las
especies para determinar el nimero de alelos en cada locus. Los estados del caracter de un
locus determinado corresponde al valor de frecuencia alélica; en el analisis de parsimonia
corresponde a la presencia o ausencia de estas frecuencias de cada una de las diferentes
bandas encontradas en cada locus y para todas las especies.

En el caso de aquellos loci que presentaron polimorfismo intraespecifico, la
interpretacion de los datos se realizo tomando en consideracién el numero de loci presentes,
la estructura de la enzima representada por el numero de subunidades polipeptidicas que la
conforman, asi como el nimero de bandas que presentd cada locus en cada especie. Estos
datos permiten determinar en que casos el individuo es homécigo y en cuales es heterécigo.
Los individuos homégcigos presentan so6lo una banda debido a que tienen la misma
subunidad polipeptidica, en cambio los heterédcigos tienen polipéptidos diferentes por o que
en éstos se presentan mas de una banda.

La interpretacion y nomenclatura de los loci y de los alelos fue la descrita por Shaklee
et al (1989). Segun este método, se utiliza la abreviacion de la enzima para denominar el
focus representado por esa proteina. En el caso de las enzimas que presentaron dos o mas
loci se numeraron de acuerdo a su movilidad, iniciando con ef locus de mayor migracién y el
resto en orden sucesivo.

La nomenclatura en el caso de los loci polimérficos se basd en asignar el nimero 100
al alelo mas comun (de mayor frecuencia) en todas las especies, y a partir de éste se resté o

suméd la distancia de migracion en mm nombrando asi alos alelos sucesivos.

4. Analisis de datos

Una vez obtenidas las lecturas de los alelos a partir de la interpretacion de los geles, se
calcularon las frecuencias génicas con ayuda del programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander,
1981). De estas frecuencias se procedio a lo siguiente:

A) Se construyd una clave de identificacion genética de las seis especies colectadas
basada principalmente en las enzimas que presentaron electromorfos exclusivos de las
diferentes especies. En especies donde no se detectaron alelos que fueran exciusivos se
recurrié a considerar a algun otro electromorfo que nos fuera de utilidad para su identificacion.
Cuando no se encontro un loci que fuera monomorfico en una especie, se tomé en cuenta a

otro locus que presentara un alelo con una frecuencia alta (muy cercana a 1.0).
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B) Por otra parte, los datos de frecuencias ordenados en matrices de datos fueron

analizados mediante el programa PHYLIP (Phylogeny Inference Package. Felsenstein, 1593).

La obtencién de los dendogramas se realizé bajos criterios cuantitativos, en base a las

distancias genéticas mediante la codificacién de las frecuencias; y cualitativos o de

parsimonia, codificando los datos de manera discreta como presencia-ausencia de dichas

frecuencias. Los procedimientos realizados se presentan a continuacion:

1)

En un andlisis inicial, las frecuencias génicas fueron ordenadas en una matriz de
datos y analizadas mediante l[a utilizacién del programa PHYLIP para la obtencién de
la filogenia con base en el método de “maximum-likelihood” o maxima verosimilitud.
Posteriormente, se realizé un bootstrap con 1000 remuestreos scbre la matnz de
frecuencias, a partir de los cuales se aplico éste analisis de méaxima verosimilitud y
posteriormente se obtuvo un arbol consenso para mostrar los valores de ocurrencia de
los agrupamientos formados.

Las frecuencias genéticas fueron analizadas también para la obtencion de
dendogramas mediante la utilizacién del meétodo de Neighbor-Joining (Saitou y Nei,
1987) de la manera siguiente: se utilizé un remuestreo mediante “bootstrap” utilizando
1000 réplicas sobre ias frecuencias génicas, a partir de los cuales se obtuvieron las
distancias genéticas de Nei (Nei, 1972) que posteriormente se usaron para construir
un nimero equivalente de dendogramas con base en el agrupamiento por Neighbor-
Joining. Finalmente, fue obtenido un consenso de mayoria para construir la filogenia
mostrando todos los grupos monofiléticos inferidos que ocurrieron en la mayoria de
muestras obtenidas por bootstrap (Felsenstein, 1985).

Un tercer analisis consistio en transformar la informacién en caracteres discretos,
tomando a los alelos como caracter (Buth, 1984) y como los estados del caracter, la
presencia (si la frecuencia génica para ese alelo es mayor de 0.05) o ausencia (si la
frecuencia es menor de 0.05) de los mismos, asignando el numero 0 al caracter
plesiomérfico o ancestral y el nimero 1 al caracter apomorfico o derivado segln el
método del grupo externo (el 0 generalmente corresponde al caracter ancestral
presente en el grupo externo, Epinephelus). Utilizando estos caracteres (tabla 8 y 10)
se realizd nuevamente un reemuestreo por “bootstrap” utilizando 100 réplicas; sobre
estos datos se utilizé el criteric de parsimonia de Wagner para obtener el arbol mas

parsimonioso por el algoritmo exacto de “Branch-and-bound” {(Hendy y Penny, 1982).

T — - E— R — s——
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RESULTADOS

El anailisis electroforético resulté en la obtencién de 14 enzimas con resolucién
adecuada generando 17 loci génicos, sin embargo sélo se utilizaron para el analisis aquellas
que se separaron adecuadamente, y que presentaron polimorfismo informativo. De acuerdo
con la tabla 3, de los 17 loci resueltos 4 fueron monomoérficos interespecificamente (lcd, Got,
£st, Gapdh) ya que en todas las especies de Centropomus y en Epinephelus se presenté la
misma banda; mientras que 13 loci presentaron polimorfismo dentro (infraespecifico) o entre
(interespecifico) especies, aunque en dos de ellos (Pap vy a-Gpd) no hubo una resolucién
suficiente.

Tabla 3. Isoenzimas analizadas en 6 especies de robalos (Cenfropomus spp).

ABREVIACION Y NOMBRE No. E.C. | No. LOCI ESTRUCTURA PIM
DE LA ENZIMA PROTEINA.

FH Fumarasa 1.2.1.2 1 Dimérica P

LDH |Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27 1 Tetramérica P
Peptidasas:

LA | Leucil-L- alanina (PEP-A) 34111 2 Monomerica P
LGG |L-Leucil-glicil-glicina (PEP-B) 34114 2 Monomérica P
PAP* |L-eucilL-prolina (PEP-D) 34115 1 No determinada P

GPl | Glucosa Fosfato Isomerasa 5319 2 GPI-1 Dimérica P
GPI-2 Monomérica P

6 PGD | Fosfogluconato deshidrogenasa 1.1.1.44 1 Dimérica P
ICD | Isocitrato deshidrogenasa 1.1.1.42 1 Dimérica M
PGM | Fosfoglucomutasa 5422 1 Monomérica P
ALD |Aldolasa 41213 1 No determinada P
o GPD* | Alfa-Glicerofosfato deshidrogenasal 1.1.1.8 1 Dimérica P
EST |Esterasa 3111 1 Monomérica M
GOT | Glutamato oxalato transaminasa 26.1.1 1 No determinada M
GAPDH | Gliceraldehido fosfato 1.2.1.12 1 No determinada M

deshidrogenasa

La nomenclatura y numeracién de las enzimas sigue las normas establecidas por la “International
Union of Biochemistry” y la “Enzyme Comission” (£.C.), 1989. Los buffers se prepararcn de acuerdo a
Selander ef af (1971) y Harris y Hopkinson (1976). P = Enzima Polimorfica; M = Enzima monomérfica.
*Enzimas que presentaron polimorfismo pero insuficiente resolucién que permitiera una interpretacion

confiable.
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TABLA 4. Frecuencias alélicas de los loci polimérficos en 6 especies del género
Centropomus spp y de Epinephelus sp.

Locus  No.C. Alelo cv CR CN CM cu CX EP1
La-1* 1 92 000 000 987 000 000 000 1.000
2 97 000 000 000 1.000 944 .000 000

3 100 1.000 1.000 013 000 056 1.000 000

n 46 61 39 24 36 41 21

Lan2% 4 90 000 000 1.000 000 000 000 000
5 100 000 000 000 1.000 803 866 1.000

6 105 1.000 000 000 1000 197 134 000

7 110 000 1.000 000 000 000 000 000

n .46 61 39 21 33 41 21

Lgg-1* 8 92 000 000 000 000 000 000 1.000
9 96 000 000 1.000 000 000 000 000

10 100 1.000 1.000 000 000 1.000 1.000 000

104 000 000 000 1.000 000 000 000

n 46 61 39 24 36 4 21

Lgg-2* 12 90 000 000 1.000 1000 000 000 000
13 100 000 000 000 1.000 833 1.000 000

14 103 1.000 1.000 000 000 167 000 000

(5 106 000 000 000 000 .000 .000 1.000

n 46 61 39 22 33 39 1

Fh 16 100 978 000 1.000 000 1.000 000 000
17 103 022 000 000 000 .000 000 1.000

18 105 000 000 000 1.000 .000 415 000

19 110 000 1.000 000 000 000 585 000

n 46 61 39 24 36 41 20

Gpi-1* 20 88 000 025 000 000 000 000 000
21 92 000 000 000 000 014 000 000

22 94 022 000 000 000 139 .000 000

23 97 000 433 000 000 000 000 000

24 100 978 000 1.000 000 847 000 000

25 102 000 000 000 000 000 000 1.000

26 104 000 542 000 1.000 000 1.000 000

n 46 60 39 24 36 41 21

Gpi-2* 27 95 587 458 026 000 514 073 000
28 100 413 542 962 130 486 927 000

29 105 000 000 013 870 000 000 000

30 108: 000 000 000 000 000 000 1.000

n 46 59 39 23 35 41 1
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6-Pgd

Ldk

Ald
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e

35

37

38
39
40

41
42
43

86
92
100
107

92
100
110

90
100
107

It

82
92
100

n

000
1.000
000
000
46

000
1.000
000
46

000
1.060
000
46

011
967
022

46

.000
000
000
1.000
61

000
000
1.000
61

000
.000
1.000
61

.000
.008
.592

61

000
000
1.000
000
39

.000
1.000
000
39

000
974
026

39

013
862
026

39

000
000
1.600
.000
24

.000
1.000
.000
24

.000
.000
1.000
24

.000
042
958

24

014
986
000
000

36

.000
1.000
000
36

000
1.000
.000
36

.000
1.000
000
36

000
049
651
000
41

.000
.000
1.000
41

000
1.000
000
41

.000
000
1.000
41

000
000
000

1.000
21
119
881
000
21

1 000
000
000
21

000
£.000
000
21

CV=Centropomus viridis, CR=C.robalito, CN=C.nigrescens, CM=C.medius, CU=C.undecimalis, CX=
C.mexicanus, EPl= Epinephelus (grupo externo).

n = tamafio de la muestra. No.C.= Namero de caracter que corresponde a cada uno de los alelos

Variabilidad genética.

De acuerdo a las frecuencias observadas en la tabla 4, se obtuvieron los datos de

variabilidad genética que se presentan en la tabla 5. El porcentaje promedio de loci

polimérficos representa un 18.2% si se considera el polimorfismo intraespecifico bajo un

criterio de frecuencias dei 0.95 del alelo mas comdn; mientras que si se considera con un

0.99 del alelo mas comun, el polimorfismo representa un 33.4%, con un intervalo que va de

18.2% en C. robalito y C. medius (siendo las menos variables), hasta

el valor de

polimorfismo mas grande con 54.6% en C. undecimalis. El nimero promedio de alelos por

locus es 1.45. En cuanto a la heterocigosis media se aprecia un intervalo que va del 0 7% en

C. nigrescens, hasta un 8.5% en C. robalito, con un promedio de 5.05%.
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FIGURA 11. Patron electroforético en la Fumarasa (FH). El genotipo de la especie A es
homocigo 110/110; por su parte las especies B,C,D son homocigas 100/100

A. C viridis
B. C. undecimalis
C. C. mexicanus

6PGD 1/09/98
VerCl

AB C

FIGURA 12. Variacion en la 6-Fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGD), una enzima dimérica El
genotipo de la muestra 1 es 92/92 (homocigoto), el organismo de la posicion 6 es heterocigo
presentando un genotipo 86/92, el genotipo de la muestra 10 es 100/100, mientras que los
individuos 12 y 16 son heterocigotos con el genotipo 92/100.
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A C viridis
B. C. undecimalis
C. C mexicanus

A, B C

FIGURA 13. Variacion en la glucosa fosfato isomerasa, una enzima dimérica , codificada por
dos loci. El genotipo en el locus GPI-1 para la muestra 1 es 100/100 (homocigoto), el
organismo en la posicion 3 es heterocigo presentande un genotipo 100/92, el genotipo de la
muestra 6 y 7 es 94/100, mientras que los organismos 8 y 15 son homocigos con genotipos
94/94 y 104/104 respectivamente.

A. C. nigrescens
B. C. robalito

B A

FIGURA 14. Patrén electroforético en la L-leucil-L-alanina. El genotipo del locus LA-1 para
los individuos de la especie A todos homocigos es 92/92, los individuos de la especies B son
uniformemente homocigos 100/100. En el locus LA-2 la especie A cuenta con un genotipo
90/90 mientras que la especie B es homociga 110/110.
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El locus Lgg-17* presentd polimorfismo sélo interespecifico, C. viridis, C. robalito,
C.undecimalis y C. mexicanus fueron monomérficas en el electromorfo {gg-1/100% y C.
nigrescens y C. medius tuvieron alelos exclusivos L.gg-1/96* y Lgg-1/104* respectivamente.
Otro de los locus que presenté Gnicamente polimorfismo interespecifico fue el Ldh: el alelo
Ldh/100* presentd frecuencia fija para C. viridis, C. nigrescens, C. medius y C. undecimalis,
mientras que Ldh/110 * fue fijo para C. robalito y C. mexicanus. Por su parte el locus Lgg-2*
presentd el alelo Lgg-2/90* como exclusivo de C. nigrescens; en C, medius y C. mexicanus
el alelo Lgg-2/100* resulté ser fijo , y fue casi fijo para C. undecimalis, a su vez Lgg-2/103*
fue fijo para C. viridis y C. robalito. Los loci Gpi-1*y Gpi-2* resultaron ser los mas variables:
Gpi-1* solo fue monomérfica intraespecificamente en C. nigrescens (Gpi-1/100*), en C
medius 'y en C. mexicanus (Gpi-1/104*), mientras que en Gpi-2* todas las especies
presentaron polimorfismo intraespecifico.

Asi, los loci con bandas diagnosticas para las diferentes especies fueron cinco (La-1,
La-2, Lgg-1, Lgg-2, 6-Pgd), con ocho alelos fijos o casi fijos mediante los cuales es posible
distinguir a las distintas especies (La-1/92% [a-2/90* La-2/105* La-2/11 0% Lgg-1/96% Lgg-
1/104%, Lgg-2/90%, 6-Pgd/107*) de un total de 43 alelos posibles detectados en todos los
taxa analizados (tabla 4).

En cuanto al porcentaje de alelos que son compartidos entre los distintos pares de
especies (tabla 6) se puede observar el caso de C. viridis-C. robalito: C. viridis con 16 posibles
alelos y C. robalito con 14 pudieran compartir 30 bandas en total, en relacion a la tabla 4 se
aprecia que ambas especies tienen siete electromorfos en comin, esto representa
aproximadamente un 23%, de estos alelos compartidos tres son de frecuencia fija (La-1/100*,
Lgg-1/100*, Lgg-2/103*) lo que corresponde a un 10%. En cuanto al par de especies C.
viridis-C. undecimalis se puede observar que con un 38% de sus alelos compartidos (de los
cuales solo un 9% son monomorficos) son el par de especies con un mayor porcentaje de
similitud, situacién similar que se presenta en C. nigrescens-C. viridis {con un 30%) y en C.
mexicanus — C. robalito (con un 31%). Se observa también el caso de pares de especies cuyo
porcentaje de similitud es bajo siendo las menos relacionadas, tal es el caso de C. medius —
C. viridis solo con un 14% de alelos compartidos. Un resumen de esta informacion se muestra
en la tabla 6, la cual permite observar de forma generalizada las semejanzas entre los pares
de especies.

L A M
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Tabla 6. Numero total de electromorfos (alelos) compartidos por cada par de especies del
género Centropomus.

Especie / cv CR CN CM CuU CX
Alelos presentes 16 14 17 13 18 15
C. viridis (CV) ks

C.robalito(CR) 7 (23) FHAEE

C.nigrescens (CN) 10 (30) 6 (19) Rl

C.medius (CM) 4 (14) 6 (22) 7(23) il

C.undecimalis (CU) 13 (38) 6 (19) 8(23) 6(19) il
C.mexicanus (CX) 8 (26) 9 (31) 6{(19) 7 (25) 9(27)

En ia parte superior de la tabla se tienen a los alelos presentes en cada especie
El porcentaje correspondiente al nimero de electromorfos que se comparten se presentan entre
paréntesis.

Con base en la informacion anterior, se propone una clave de identificacion de las
especies analizadas en este trabajo (Cuadro |) utilizando los caracteres electroforéticos
estudiados. Como puede apreciarse en este cuadro, algunas de las enzimas presentaron
bandas exclusivas en una determinada especie, como es el caso del alelo 6-Pgd/107*
presente con frecuencia fija sélo en C. robalito; de igual manera, el locus Lgg-1* con los
electromorfos Lgg-1/104* y Lgg-1/96* fueron diagnosticos para C. medius y C. nigrescens
respectivamente. En algunas especies no se detectaron locus monomorficos que fueran
exclusivos para su diagnéstico (ver tabla 4 y 5), como C. viridis , quien pudo identificarse
entonces al considerar a los loci La-1* y Lgg-2*. En C. mexicanus al no encontrar un loci
monomorfico exclusivo, se tomé en cuenta al alelo 6-Pgd/100* cuya frecuencia de 0.951
nos permitié discernir entre su especie mas cercana (C. robalito) con un porcentaje tan s6lo
del 0.05% de error. Por su parte, el robalo blanco (C. undecimalis) presenté ambos casos, es
decir, para diferenciarla de su especie mas cercana (C. viridis) se opté por tomar a dos loci
en los cuales hubiera un alelo diferente a los electromorfos considerados para C. viridis y con
una frecuencia cercana a 1.0 (Cuadro 1).
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Tabla 7. Distancias genéticas de Nei (1972), entre pares de especies del genero
Centropomus a partir de la cuales se realizé el andlisis de agrupamiento mediante
Neighbor-Joining.

cv CR CN CM cuU CX EPI
cv 0.0000
CR 1.0598 0.0000
CN 0.6928 2.8420 0.0000
CM 2.2448 1.3933 1.5729 0.0000
Cu 0.2561 1.7279 0.6539 1.0066 0.0000
CX 1.0338 0.5712 1.2930 0.6691 0.8577 0.0000
EPI 1.7326 23311 1.3377 17202 1.3282 2.4872 0.0000

En cuanto a la inferencia filogenética, los analisis de parsimonia, maxima verosimilitud
y de distancia (Neighbor-Joining) se utilizaron para conocer las relaciones de parentesco
entre estas seis especies de robalos utilizando como grupo externo al género Epinephelus.
Los arboles obtenidos de estos algoritmos se muestran en las figuras 15,16,17,18 y 19. Los
valores de confianza del bootstraping de todos los analisis se registraron en la tabla 11.

De esta manera, el cladograma de la figura 15 obtenido mediante ¢l método de
maximum - likelihood, es el resultado de analizar 921 arboles. En este se puede observar una
politomia en la base, dentro del género Centropomus resalta la formacién de dos grupos, ei
primero constituido por ((C. undecimalis + C. viridis) C. nigrescens)), y el otro agrupamiento
incluye a ((C. robalito + C. mexicanus) C. medius)). El largo de las ramas que representan el
numero de cambios acumulados entre linajes, v los limites de confianza para ¢ada rama de
este arbol aparecen en la tabla 8. De estos se puede observar que el largo de las ramas, entre
las especies C. viridis y C.undecimalis presentan valores cercanos (0.077 y 0.046
respectivamente), en coincidencia con los intervalos de confianza mas pequefios en relacion
al largo de las ramas, es decir, estadisticamente presentaron las desviaciones mas pequefas,
aproximadamente 0.05 {que para C. viridis e! valor se obtiene restando al largo de ia rama el
valor inferior o superior de su intervalo de confianza: 0.07736 - 0.02862 = 0.04874=0.05). El
caso contrario se presenta en el par de especies C.mexicanus y C. robalito, las que difirieron
considerablemente en cuanto al largo de fas ramas: 0.080 y 0.207 respectivamente, ademas
de que sus intervalos de confianza fueron grandes con respecto al largo de rama

(aproximadamente 0.1).
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1 r C. undecimalis

3 C. viridis

C. nigrescens

C. medius

C. robalito

— C. mexicanus

Epinephelus

FIGURA 15. Ciadograma inferido mediante analisis de “maximum-likelihood” utifizando a
las frecuencias alélicas como caracteres continuos y transformandolos a valores de
distancias genéticas. Los nimeros corresponden a los distintos nodos entre ramas y
son presentados en la tabla 8.

Tabla 8. Valores del largo de las ramas con sus respectivos intervalos de confianza
correspondientes al arbol obtenide mediante "maximum-likelihood”. El programa analizéd un total
de 921 arboles. Los niimeros de los nodos se refieren a los mostrados en la figura 14.

Nodos entre ramas Largo de la rama Limites de Confianza
2 3 0.03446 -0.05692 , 0.15091
3 1 0.08416 0.00102 , 0.18010
1 Ccu 0.04656 0.00402 , 0.10077
1 cv 0.07736 0.02862 , 0.13947
3 CN 0.18553 0.07850, 0.32139
2 4 0.08829 -0.01528 , 0.22026
4 CM 0.19243 0.07983, 0.33579
4 5 0.06201 -0.02788 , 0.17655
5 CR 0.20761 0.09603 , 0.34979
5 CX 0.08059 0.00847, 0.17249
2 EP 0.32645 0.15918 , 0.53959

En la figura 16 se muestra el arbol consenso obtenido de! analisis de “maximum — likelihood”

a partir del remuestreo por “bootstrap”.
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70 C. undecimalis
450 C. viridis
C. nigrescens

les N — C. medius
C. robalito

S0 €. mexicanus

Epinephelus

FIGURA 16. Cladograma de consenso inferido mediante andlisis de “maximum-likelihood”
utilizando 1000 réplicas por heotstrap. Los ndmeros corresponden a las frecuencias de ocurrencia de
los nodos.

El arbol consenso resultante del andlisis de Neighbor-Joining es presentado en la
figura 17 y es congruente en su topologia con el anterior, no obstante de que los grupos
formados mediante el “bootstrap” presentaron porcentajes de aparicion muy bajos, todos
menores al 50%, mostrando que el soporte estadistico de éste analisis fue menor que en el
primer algoritmo.

C. nigrescens
440

C. viridis

293

C. undecimalis

300 | C. mexicanus

339 C. rabalito

C. medius

Epinephejus

FIGURA 17. Arbol obtenido mediante el andlisis de Neighbor-Joining y como resultado de ias
frecuencias génicas transformadas a distancias genéticas (Nei, 1972). Los numeros representan la

frecuencia con la que se presentaron los grupos encontrados del analisis de remuestreo por “bootstrap”
mediante la utilizacién de 1000 réplicas.
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En el caso del analisis de parsimonia, el arbol de consenso encontrado (Figura 18) se
obtuvo a partir de la codificacién de las frecuencias de cada uno de los alelos como
presencias o ausencias dando como resultado un total de 43 caracteres utilizados (Tabla 9).
Por ejemplo, para C. nigrescens el caracter 1 y 3 registrados en la tabla 9, corresponden al
alelo La-1/92* y La-1/100* los cuales tuvieron una frecuencia de 0.987 vy 0.013
respectivamente (tabla 4), a las que se les asigné el valor de 0 (caracter plesiomérfico o
ancestral) dado que al compararias con el grupo externo éste ditimo presentaba el mismo
valor de caracter. En este analisis se observa una gran coincidencia en el agrupamiento de
las especies con los resultados de los algoritmos anteriores. En general el resultado de la
aplicacion del “bootstrap” generd un mayor porcentaje de aparicién de ios grupes en contraste
con los métodos anteriores.

Tabla 9. Matriz que presenta ia transformacién de los datos de cada una de las
frecuencias alélicas de las diferentes especies de Centropomus a caracteres de estado
mediante su codificacidén en cédigo binario (presencias o ausencias) para su analisis por

parsimonia.

Especie Numero de Caricter
0000000001111111111222222222233333333334444
1234567890123456789012345678901234567890123

cv 1010110101000111100000011011010101100110000
CR 1010101101000110101000101111010000111101011
CN 0001100110010011100000011001010011100110000
CM 1100000100101010110000001101110011100101011
CU 1110010101001111100001011011010101100110000
CX 1010010101001010111000001111010111111110011
EPI 6000000000000000000000000000000000000000000

Los numeros de caracter que aparecen en ia parte superior de la tabla son el nimero que le
corresponde a cada uno de los electromorfos (ver tabia 4), que en total suman 43,

-
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—_— ., robhalito

64| —— C. mexicanis

100 —— . medius

— C. Nigrescens

lso
s C. viridis

—— . URdecimalis

Epinephelus

FIGURA 18. Arbol resultado de! analisis de parsimonia de Wagner. Los alelos fueron tratados
como caracteres. Este es el cladograma de consenso de mayoria del analisis de remuestreo por
"bootstrap” mediante 100 réplicas. Los numeros de los ncdos se refieren a la frecuencia de apariciéon de
los grupos monofiléticos resultantes de este analisis.

En el analisis de parsimonia se opté también por seleccionar solo aquellos caracteres
que fueran informativos, tomando como referencia los caracteres presentes en el grupo
externo (ver tabla 9). Asi, se omitieron los caracteres exclusivos de una sola especie y que
representa autapomorfias (caracteres 4, 7, 9, 11, 12, 22, 23, 29, los cuales corresponden &
los alelos La-2/90* y La-2/110*, Lgg-1/96* y Lgg-1/104*, etc.) los alelos exclusivos del grupo
de los Centropémidos (sinapomorfias no informativas: 8,15,17,25,28,30,38) v los alelos que
ocurrieron tanto en los Centropdmidos como en los meros (simplesiomorfias: caracteres 20,
21, 31, 41). De esta manera, los 43 caracteres originales presentados en la tabla 9, se
reducen a 24 caracteres que son registrados en la tabla 10; el arbol producto de este analisis
se presenta en la figura 19, y se observa que manifiesta los mismos agrupamientos que en

todos los dendogramas anteriores.
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En general, de acuerdo con la informacién mostrada en la tabla 11, los analisis de
parsimonia tuvieron el mejor soporte estadistico al presentar jos valores mayores del analisis
por “bootstrap”, ademas de que la topologia entre el grupo interno y el externo queda mejor
representada ya que el grupo interno se observa bien conformado y totalmente separado del
grupo externo, lo que puede deberse a la cantidad mayor de caracteres analizados. El
analisis de maxima verosimilitud tuvo un buen soporte estadistico, similar al analisis de
parsimonia con 24 caracteres, y también se presenté el largo de las ramas y los intervalos de
confianza respectivos como un parametro de la confiabilidad de los agrupamientos, y que
concuerdan con los valores de bootstrap. Por ejemplo el clado C.viridis-C.undecimalis fue
soportado con un 77% de incidencia ademas de que como ya se menciond sus intervalos de
confianza fueron los mas estrechos en contraste con el clado C.robalifo-C.mexicanus donde
su valor de bootstrap alcanzé apenas un 57% y un intervalo de confianza amplio (y por tanto
mayor desviacién con respecto a su largo de rama) . Por Ultimo, el andlisis de agrupamiento
por Neighbor-Joining presentd los valores de sustento estadistico mas bajos, todos menores
del 50%, el clado C. viridis — C. undecimalis y C. robalito- C. mexicanus tuvieron soélo un 30%
de soporte de bootstrap.

Tabla 11 . Valores de soporte de [os nodos resultantes del analisis de bootstrap expresados
como el porcentaje de aparicion de los diferentes grupos de especies formados mediante los
distintos métodos de agrupamiento aplicados para la obtencion de las relaciones de
parentesco del género Centropomus.

Grupo de Maxima Neighbor- Parsimonia Parsimonia

especies verosimilitud Joining 43 caract. 24 caract..
Cv+CU 77 30 80 85
(CV+CU)CN 45 44 60 42
(CR+CX) 57 30 60 57
{(CR+CX)CM 63 34 64 60
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Los resultados de variabilidad genética, con un 95% de confianza, fueron congruentes
con otros estudios ya que, de acuerdo con Hartl y Clark (1989), el grupo de los peces
presenta un polimorfismo aproximado de! 15% y una heterocigosis del 5%, lo que
concuerda con un 18% y un 5% respectivamente en el presente trabajo.

Dado que las aloenzimas representan un marcador confiable (Hiilis, 1987; Shaklee af
al; 1982; Avise, 1975; Richardson et al., 1986) en el establecimiento de diferencias
interespecificas, a que son relativamente faciles de obtener y que tienen un bajo costo en
comparacion con marcadores moleculares basados en técnicas de manipulacion de ADN,
fueron utilizadas con buenos resultados tanto para la identificacion de las especies de robalo
que conforman su pesqueria, como para evaluar sus relaciones de filogenia utilizando
tamafios de muestra mayores a los analizados por Tringali et al, 1999b, a fin de que este
incremento  permitiera una mayor certidumbre de las diferencias interespecificas en el
género. Adicionalmente y a fin de analizar con mayor profundidad las relaciones genealégicas
entre los grupos estudiados, se aplicaron diversos métodos de reconstruccion fitogenética
para estimar la congruencia de los resultados obtenidos en estos analisis y fas filogenias de
estudios realizados anteriormente (Rivas, 1986; Tringali ef al., 1999b).

En estudios de takonomia es importante 'la existencia de diferencias basadas en la
presencia de alelos exclusivos (fijos) en las especies, los que pudieron ser encontrados en
estas comparaciones interespecificas, ademas se conté con un tamafio de muestra
suficientemente amplio que permitid6 detectarlos, ya que en general, al trabajar con
caracteres electroforéticos es importante considerar que contar con un nimero de loci Y un
tamafio de las muestras adecuados (Richardson et al., 1986) permiten dar solidez a los
estudios que se han de realizar.

Las enzimas utilizadas en el estudio sobre filogenia del género Centropomus por
Tringali (1999b) fueron 19 (27 loci) siendo este namero suficientemente representativo; sin
embargo el tamafio de muestra fué pequefio, con una media de 5 individuos en la mayoria de
las especies (a excepcion de C. undecimalis). En el presente trabajo se intentd en o posible
colectar un tamafio de muestra mayor que con seguridad fuera representativo de cada

especie, teniendo asi una media de 41 organismos. Los alelos exclusivos encontrados en
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distancia es una medida mas directa de la cercania filogenética entre los pares de especies
analizados.

Por su parte el método de maxima verosimilitud dio valores de boot_strap similares al
andlisis de parsimonia, confirmando que ambos métodos fueron de los algoritmos mas
confiables en la inferencia de las relaciones de parentesco de estos peces. En el andlisis de
maxima verosimilitud se dio ademas el largo de las ramas, que se considera corresponde con
las tasas de evolucion de las proteinas de los marcadores utilizados (Shaffer ef al., 1991), v
sus respectivos intervalos de confianza. En algunos pares de especies (C. viridis — C.
undecimalis) el largo de las ramas fueron similares, Shaffer et al (1991) mencionan que
cuando el fargo de las ramas de las especies agrupadas son parecidas las tasas de evolucion
son relativamente constantes. En el caso de C. robalito ~ C. mexicanus quienes se
caracterizaron formando un clado, el largo de las ramas fueron muy diferentes, lo que tal
vez es resultado de la ausencia de las especies con las que cada una de las anteriores estan
mas emparentadas y con las que forman clados independientes en las filogenias reportadas
por Rivas (1986) y por Tringali ef al (1999b).

La topologia obtenida por-el conjunto de andlisis que se llevaron acabo en este
estudio, agrupan a las seis especies de Centropémidos de manera muy similar. Los clados
formados fueron los siguientes: ((C. undecimalis + C. viridis) C. nigrescens)), y ((C. robalito +
C. mexicanus) C. medius)). Las relaciones filogenéticas determinadas en e! presente estudio
por medio de caracteres isoenzimaticos fueron en general coincidentes con las hipotesis
basadas en el anlisis de datos morfol6gicos por Rivas (1986), al igual que con los analisis
de isoenzimas que reporté Tringali et af (1999b). No obstante, hay algunas diferencias: las
distinciones més notables entre estas hipotesis filogenéticas son las incongruencias
existentes entre [a posicion de C. mexicanus incluida por Rivas en el grupo C. undecimalis;
mientras que Tringali la agrupa solo con C. parallelus en un clado independiente. En los
dendogramas encontrados en esta tesis, debido a la imposibilidad de contar con todas ias
especies del grupo, se derivaron algunas diferencias como es el caso de C.mexicanus quien
se agrupa con C. robalifo, en tanto que, C. medius en los analisis de los estudios
mencionados, forma un clado independiente sélo con C.pectinatus. Lo anterior se ve
reflejado en los valores de distancia genética de C. robalito, C. medius, y C. mexicanus, con
respecto a las demas especies, que en ocasiones resultan mas grandes que las que se
observan al compararlas con el grupo externo. Una situacién similar se presenta en el
soporte estadistico de las ramas, donde se logran observar los valores mas bajos en los
nodos que conectan a estas especies con el grupo de C. undecimalis, a excepcién del andlisis
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de parsimonia. Con respecto a esto, cabe mencionar que resulta légico esperar poco soporte
estadistico en métodos como el Neighbor-Joining, puesto que sus resultados se basan en Ia
cercania o similitud de los grupos, es decir, este analisis tiene los va!on_as mas bajos de
soporte de las ramas debido a que los taxa no presentan suficientes similitudes por la falta de
algunas especies del grupo, 1o que se traduce en distancias significativas y soporte incipiente.
Algo similar sucede con el analisis de Maximum likelihood al observar los intervalos de
confianza muy grandes (y en algunos casos son negativos) indicando una gran variabilidad
por la carencia de los caracteres de los grupos intermedios. En el analisis de parsimonia al
determinar los estados del caracter se estan omitiendo caracteres (sinapomorfias) que no
estan representados debido a la falta de las especies restantes del género, por lo que existen
grupos con aparente soporte estadistico como es el caso del clado formado por las especies
C. robalito-C.mexicanus, las cuales segin Rivas (1986) y Tringali ef al (1999b), pertenecen a
grupos de distinto origen.

Lo anterior es un reflejo de las diferencias entre los métodos de distancia y de
parsimonia; mientras que en Neighbor Joining no hay soporte en las ramas por que las
distancias entre una especie y otra son grandes, en parsimonia si hay soporte estadistico en
las ramas por que no estan incluidos todos los caracteres. Esto ultimo es una desventaja en
la parsimonia ya que si no es posible representar a todo el grupo, existe carencia de datos
que en ocasiones resulta en topologias poco objetivas aunque con aparente soporte
estadistico puesto que este método toma en cuenta la informacion disponible para generar
el arbol mas parsimonioso sin importar si el grupo esta o no completo.

Teniendo en consideracion que los algoritmos filogenéticos asumen distintas maneras
de explicar dichas relaciones entre los taxa debido a los supuestos que cada uno emplea,
ademas de que cada uno presenta ciertas ventajas y desventajas, y de lo cual ya se ha hecho
referencia, en este trabajo se puede considerar que estos métodos fueron complementarios,
mientras en el andlisis de Neighbor-Joining, aunque los valores de bootstrap fueron muy
bajos, se obtuvieron las distancias genéticas que son una medida mas cuantificable de la
cercania filogenética entre las especies, en el analisis de Maximum likelihood se dan los
intervalos de confianza, por otro lado la parsimonia dio la mayor confiabilidad de bootstrap;
es decir, las caracteristicas que presenta un método pueden ser complementadas o
reforzadas con las caracteristicas de otro algoritmo.

Una de las diferencias respecto del trabajo de Tringali et af (1999b) que es preciso
resaltar, son las referentes al triplete de especies (C. undecimalis, C.viridis, C.poeyi). Mientras
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que Rivas trataba a C. undecimalis, C. viridis como un par de especies transistmicas, como lo
sugerian los caracteres morfolégicos que agrupaban a ((C. undecimalis, C. viridis) C.poeyi)),
Tringali (1899b) mediante las secuencias de ADN mitocondrial, a diferenc_ia del analisis de
parsimonia y el fenético de los datos isoenzimaticos que no fueron favorecidos
estadisticamente, define al grupo (C.viridis (C.undecimalis, C.poeyi)) con un mayor soporte
estadistico. Esto es indicativo de que C.viridis es la especie mas cercana del grupo formado
por el par de especies C. undecimalis - C. poeyi. En el presente andlisis, aungue se logra
caracterizar al grupo C. undecimalis, la ausencia de C. poeyi no permite definir claramente a

este grupo, situacidon que nuevamente se logra percibir en una falta de soporte estadistico.

Sin embargo, a pesar de la carencia del grupo completo de especies del género
Centropomus, las comparaciones de los resultados de isoenzimas utilizados en el presente
trabajo para inferir las relaciones genealdgicas de! grupo, coinciden con lo encontrado por
Tringali (1999b) en cuanto a la tendencia evolutiva de 1a formacion de grupos con base en &l
tamafio de los organismos que componen a las diferentes especies, y ademas de una
marcada influencia de la salinidad en la biologia y distribucién en los grupos evolutivos
formados. De esta manera, se logran observar dos clados: uno es el formado por
((C.undecimalis, C.viridis) C.nigrescens)), especies que, en general, son las que presentan el
mayor tamario dentro del género, ya que los adultos alcanzan tallas de hasta 100 cm de
longitud (Chévez 1963; Rivas 1986; FAO 1995); un segundo grupo es el formado por ((C.
robalito, C.mexicanus) C. medius)), que presenta tallas en los adultos que no van mas alla de
los 30-35 cm en la primera especie, mientras que en la segunda la talla maxima reportada
(Rivas, 1986, Tringali, 1999b) es de 40 y 60 cm respectivamente, y en la Gltima especie las
tallas maximas reportadas fueron de 45-55 cm (Rivas 1986: FAQ 1 985). Ofra caracteristica
es que los adultos de todas las especies de robalo se caracterizan por encontrarse tanto en el
medio marino como en el dulceacuicola (Rivas, 1986; Tringali ef al,, 1999b; Muhlia-Melo et al.,
1985), sin embargo se ha observado que los adultos de C. mexicanus y C. robalito,
generalmente habitan en zonas cercanas a flujos permanentes de agua dulce (como
desembocaduras de rios, estuarios, etc.), y hasta la fecha, los reportes de la presencia de
adultos de estas especies en aguas ocednicas es exclusivamente en las épocas de
reproduccion (Tringali ef al., 1999b); mientras que los adultos de C. undecimalis, C. viridis y C.
nigrescens, que se caracterizan por formar el grupo undecimalis (Rivas 1986), pasan |la mayor
parte de su vida en aguas oceanicas (Tringali et al., 1999b).
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Esto representa un rasgo de gran interés que debe ser estudiado en términos de los
mecanismos responsables de los procesos de especiacion del grupo, dada la gran cantidad
de informacion al respecto que es posible obtener de ello. )

Considerando la biologia del género, y en especial, el hecho de que todas las especies
de robalos necesitan de agua con cierta salinidad para reproducirse, dado que el esperma
solo es viable en altas salinidades (Seaman y Collins, 1983), junto con ia evidencia dei habitat
en el grupo ancestral Lates, se puede considerar que los ancestros recientes de las especies
del género Cenfropomus habitaban Unicamente en el mar y posteriormente se fueron

desplazando hacia aguas interiores.

Hace aproximadamente 3 millones de afios, ascendid el istmo de Panama ocasionando
la fusion de Centroamérica con la parte sur y norte del continente -Americano. Durante ese
proceso, la conexidn marina entre fos océanos Pacifico y Atlantico fue interrumpida; esta
emergencia en el Plioceno del Istmo de Panama inicid un proceso evolutivo a gran escala
(Bermingham ef af, 1997) al terminar con el intercambio de fauna entre ambos océanos que
habia persistido desde el Mesozoico (Stewart, 1987). A este respecto han habido diferentes
estudios basados en observaciones de taxa formados por especies “hermanas” encontrados
en ambos lados del istmo de Panama; algunos ejemplos de éstas son los géneros Abudefduf,
Bathygobius, Rypficus (Stewart, 1987, Bermingham ef al, 1997), Dominator latifrons y
Dominator maculfatus (Ayala, 1988), entre ofras. La separacién de estas especies por una
barrera geogréfica, permite suponer que han pasado por un proceso de especiacion
alopatrica, generando un aislamiento reproductivo que resulta en divergencia genética. La
cantidad de divergencia genética en los diferentes taxa en general habian sido basadas en
medidas tradicionales como la morfologia (Stewart, 1987), no obstante, la aparicién de las
tecnicas moleculares en la reconstruccion de las relaciones evolutivas entre especies que
evolucionaron por medio de mecanismos de aislamiento geografico, hacen posible calcular
con mayor precision las tasas de evolucion acordes con eventos geologicos y de esta forma
especular en la conformacion de “relojes moleculares” (Avise, 1994), para ser utilizados como
referentes de tiempos evolutivos en estudios de filogenia.

La emergencia del istmo de Panama ha sido implicada en la especiacion de algunos de los
grupos de Centropdmidos (Rivas,1986; Tringali et al., 1999b). En los arboles obtenidos en el
presente trabajo, uno de los pares de especies mas relacionadas genealégicamente fueron C.
robalito-C. mexicanus (el valor de distancia genética fue 0.5712). Mientras que C. robalito

habita en el océano Pacifico, C. mexicanus se distribuye en el Atlantico; de esto podria
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inferirse que estas especies comparten un origen cercano y que el proceso de especiacion
que prevalecio fue el originado por el istmo de Panama, mismo que probablemente constituyo
una barrera geografica en la poblacion ancestral dando lugar a una especiacion alopatrica. Lo
anterior concuerda con la filogenia obtenida por Rivas (1986) y la reportada por Tringali et af
(1999b), donde C.robalito forma un clado con C. ensiferus, la cual al igual que C.mexicanus
habita en el Atlantico, haciendo evidente que C.robalifo presenta cercania filogenética con
especies del Atlantico. Si a lo anterior aunamos el hecho de que especies como las
pertenecientes af grupo C. undecimalis, se caracterizan por presentar una mayor afinidad a
habitar ambientes marinos, se apoya la conclusién de Rivas y Tringali acerca de la presencia
de especiaciones transistmicas entre pares de especies.

C.undecimalis - C.viridis son el par de especies que tuvieron la menor distancia
genética (0.2561) resaltande su cercania filogenética, una de ellas habita en el Golfo de
Meéxico (C. undecimalis)r, mientras la otra se distribuye en el Pacifico (C. viridis). A este
respecto, Tringali (1999b), define al grupo (C.viridis (C.undecimalis, C.poeyi)) acentuando que
C.viridis es la especie hermana de! grupo formado por el par de especies C. undecimalis - C.
poeyi, porloque C.iridis y C. undecimalis no representan especies transistmicas. Asi, al
no tener representado a C. poeyi en el presente trabajo, es de esperar que en los resultados
de nuestros analisis C. undecimalis — C. viridis hayan presentado la distancia genética mas
pequefia, sin embargo el soporte estadistico en este clado para el andlisis de Neighbor
joining fué bajo, mientras que en el de parsimonia el soporte obtenido es alto, situacién que
se explica dada la carencia de representacion de todos los caracteres derivados en cada
grupo evolutivo, y que da relaciones si bien coincidentes en la topografia del arbol, poco
confiables en cuanto al soporte estadistico. En este caso la ausencia de C. poeyi no permite
obtener el soporte estadistico que en tal caso habria de esperarse en el grupo C. viridis - C.
undecimalis - C. poeyi, no obstante, los resultados en cuanto a la cercania filogenética entre
C. viridis y C. undecimalis sugieren la posibilidad de que, el proceso de divergencia entre C.
viridis y el ancestro de C.undecimalis y C. poeyi ocurrié previamente a la emergencia del istmo
de Panama (Tringali ef a/, 1999b) y posteriormente se vio acentuado por dicho evento, en
tanto que a través de un posterior proceso de especiacién se dio lugar a éstas dos Gltimas
especies.

En concordancia con los resuitados de Rivas (1986) y Tringali et al (1999b), los grupos
resultantes de los analisis encontrados en el presente estudio y evidentemente, la presencia
de una barrera geografica representada por el istmo de Panama, sugieren que tuvo lugar una
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especiacién alopatrica y que posteriormente, ocurrieron procesos de especiacidn en cada
cuenca oceanica posiblemente a través de especiacion simpatrica, dando origen a las

especies que actualmente se distribuyen en ambos océanos.

En el presente trabajo se han mencionado las dificuitades que implica la identificacion
de algunas de ias especies de Centropdmidos. La identificacion morfolégica de estos peces
durante las colectas realizadas en ocasiones no fue factible o no era confiable, esto dado por
factores ya mencionados, tales como que en los juveniles (que es en donde las semejanzas
morfologicas son ain mas evidentes) colectados algunos de los caracteres diagnosticos aun
no se manifiestan, o incluso en los adultos éstos caracteres no estan presentes o se
sobrelapan; lo anterior aunado a que en ocasiones no se tiene la posibilidad de contar con el
ejemplar para su reconocimiento posterior, o a veces los peces estdn muy maitratados lo que
afecta a algunas de las caracteristicas de diagnostico (falta de escamas, espinas rofas, etc.).
Dado lo anterior, la morfologia en algunos caso permitié diferenciar a los grupos de especies
que son méas disimiles entre si, aunque al identificar a las especies mas cercanas en
ocasiones hubo algunas dificultades debido a lo ya dicho con anterioridad. Por esta gran
similitud de las especies y por la coexistencia de las mismas, durante las pesquerias las
capturas se realizan indistintamente sobre diferentes especies asignando un nombre general
(por ejemplo robalo o chucumite) a ios peces capturados. Es en estos casos donde la
electroforesis contribuye de manera importante en la identificacion especifica. En el presente
trabajo, con las diferencias electroforéticas “diagnosticas” encontradas se pudieron establecer
patrones para la caracterizacidon de las seis especies colectadas, lo que nos permitid
proponer una clave bioquimica mediante la cual se Hlevo a cabo la identificacion de dichas
especies de una manera confiable e independientemente del estadio de su ciclo de vida, de
las condiciones de los ejemplares, 0 si solo se contaba con el tejido. Los resultados de estos
caracteres determinados genéticamente, podran reforzar o complementar los analisis
morfolégicos y meristicos, contribuyendo asi a incrementar la confianza en la determinacion
taxondmica.

Debido a la importancia comercial que reviste la pesqueria del género en México, ha
habido un aumento en su explotacidon (Quiroga et al., 1998). En un intento de reducir el
impacto de la pesca de este recurso, se han realizado algunos esfuerzos dirigidos a su manejo
y conservacion. En el Golfo de México la pesqueria de tres de estas especies esta sujeta a
una reglamentacion en el Diario Oficial de la Federacion a partir de marzo de 1994 y que sigue

vigente, para el robalo blanco y robalo prieto se establecid una veda que comprende el
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periodo del 15 de mayo al 30 de junio en la Zona de Barra Chachalacas, Veracruz, a Soto la
Marina, Tamaulipas; y del 1° de julio al 15 de agosto de Barra Chachalacas a Barra Tonala,
Veracruz. La suspension de la captura del chucumite en aguas interiores del estado de
Veracruz, se dispuso en el periodo del 1° al 15 de marzo y del 16 al 30 de abril. En el Pacifico

no hay veda para ninguna especie.

Es preciso sefalar que, [a especie conocida comunmente como chucumite, que es una
de las mas abundantes en la pesqueria del puerto de Alvarado, Ver. ha sido reportada en el
Atlas pesquero de México (1994) y por Quiroga et af (1996), como C. parallelus, sin embargo
en las colectas llevadas a caboe en el transcurso de este trabajo se observd que en general a
los Centropomidos sobre todo en etapa juvenil, donde son relativamente pequefios (15-30 cm)
y parecidos en su morfologia, se les llama chucumite. Los ejemplares que nos fueron
vendidos como chucumite, son C. mexicanus de acuerdo con las claves de Rivas (1986), y
ho se logrd colectar ningun especimen de C. paralfelus. En las costas del Pacifico ocurre
una situacidon muy similar, en especial con las especies de mayor tamafio, dado que en las
localidades donde son capturados de manera intensiva se les conoce indistintamente como
robaios siendo que corresponden a tres diferentes especies; C. viridis, C. nigrescens y C.
medius.

Para los pescadores y consumidores de este producto tal vez no tenga ningin sentido
el poder distinguir una especie de otra, pero desde el aspecto de pesquerias y conservacion
es de suma relevancia saber cuantas y cudles especies se encuentran en cierta localidad y
cuales son explotadas con mayor intensidad, por lo que resulta primordial conocer cuales
especies se catalogan bajo un determinado nombre comun y cuales son sus proporciones en
las capturas. Los marcadores con los cuales es posible obtener una identificacion precisa de
las especies que conforman esta pesqueria son fos electromorfos exclusivos para algunas de
ellas, como el locus L[a-2* para C. robalito y C. nigrescens, Lgg-1* para C. mediusy C.
nigrescens, Lgg-2* para C. nigrescens y el 6-Pgd para C. robalito. No obstante, es posible
identificar las especies que no presentaron alelos Unicos, mediante mas de un loci, razén por
la cual se propone una clave bioquimico-genética para su reconocimiento. Asi, se espera que
esta pueda ser una herramienta importante, junto con los caracteres de morfologia (en
algunos estadios) que coadyuven en el reconocimiento de estas especies y contribuyan en la
resolucién de los problemas anteriormente sefialados.

T e e e m—————————— e ——
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Se ha mencionado anteriormente que las especies del género Centropomus son
importantes economicamente para muchos estados de la Republica Mexicana. Su manegjo
requiere un conocimiento pleno en numero y cantidad de las especies que son capturadas,
ademas de otros estudios adicionales para determinar la presencia de estructura poblacional,
y poder asi establecer criterios de su aprovechamiento racional sin menoscabo del recurso. Se
espera que este trabajo pueda contribuir a tales propdsitos que son primordiales en la
planificacion y ordenamiento de las pesquerias sobre una base solida con el aporte de

criterios cientificos.
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e CONCLUSIONES

> Siendo la electroforesis una técnica no muy complicada, relativamente facil Yy COR un
costo bajo comparado con técnicas de ADN, fue una herramienta determinante y/o
complementaria a la morfologia en la identificacion de las especies de Centropomidos.

> Se encontraron diferencias “diagndsticas” entre estas especies en un tamafio muestral
significative aplicando el método de electroforesis de isoenzimas.

» Con base en estos marcadores electroforéticos se propone una clave de identificacion

genética que pueda servir de apoyo a una clave morfolégica en ef reconocimiento
mas preciso de estas especies

» las distintas maneras de codificar a los caracteres y los diferentes algoritmos
aplicados resultaron en topologias muy similares en cuanto a la formacidén de grupos.

El cladograma obtenido por e! andlisis de parsimonia tuvo los valores de bootstrap
mayores.

> El bajo soporte estadistico en los métodos de distancia probablemente fue resultado
del hecho de no contar con todas las especies del grupo, situacion que se tradujo en
valores de distancia entre los taxa en ocasiones poco congruentes, resaltando la
sensibilidad de estos metodos a la ausencia de los caracteres informativos de ofras
especies. Sin embargo los resultados de las relaciones de filogenia encontradas aqui,
coinciden parcialmente con las filogenias obtenidas por Rivas (1986) y Tringali ef a/
(1999h).

> Es recomendable utilizar diferentes métodos de analisis en la reconstruccion
filogenética puesto que cada uno de estos presenta ventajas que pueden superar las
deficiencias presentes en alglin otro método y enriquecer las conclusiones al
proporcionar informacion que otros analisis no podrian dar.

» Mecanismos de especiacion por alopatria mediante la presencia de bareras
geograficas representadas por el surgimiento del istmo de Panamd, han sido
determinantes en el aislamiento y en la diversificacién de las especies.
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