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RESUMEN.

Los miembros del género Chirostoma son de gran importancia ictiolégica, econémica
y cultural en México. Son especies endémicas de la Mesa Central que se encuentran
en su gran mayoria amenazadas y sometidas a manejos indiscriminados. Los
estudios a nivel nacional de estas especies son diversos, pero no existen estudios en
los que se integren aspectos basicos de la identificacion morfologica de las especies
con datos genéticos en los que se relacionen los cambios de la carga genética de los
diversos miembros del género a través del tiempo o que se refieran a la evolucidén
molecular en los mismos. En la presente tesis se presentan y discuten los resultados
generados con los analisis de caracteres morfomeétricos y meristicos (univariado y
multivariado) y con caracteres genéticos alozimaticos de 13 especies y tres
subespecies del género. Ademas se discuten resultados preliminares de la secuencia
de dos genes mitocondriales (16s ADNr y cit B) como marcadores moleculares

filogenéticos.

Los resultados del analisis multivariado muestran que miembros del grupo Arge (C.
attenuatum, C. a. zirahuen, C. riojai y C. labarcae ) se pueden discriminar mediante
la utilizacion de los caracteres morfolégicos: Longitud pedinculo caudal, distancias
del hocico a la primera y segunda aletas dorsales y a la aleta pélvica ademas de la
altura de la primera aleta dorsal. Mientras que miembros del grupo Jordani se
pueden discriminar con la utilizacién de cinco caracteres morfométricos (longitudes
cefalica, post-orbital, base de las aletas anal y pectoral, asi como la distancia del

hocico a la primera aleta dorsal) y dos meristicos (nimero de rayos de las aletas anal
vi



y pectoral). EI mismo analisis hace sugerir que 10 caracteres morfométricos son
suficientes para discriminar poblaciones de la especie C. grandocule (porcentaje de
reclasificacion, 98.2%) del Lago de Patzcuaro, mientras que ocho caracteres
meristicos permiten discriminar poblaciones de la especie C. humboldtianum
(porcentaje de reclasificacion, 98.2%). Estos resultados son posteriormente
apoyados por el analisis de 11 y 23 loci alozimaticos para C. grandocule y C.
humboldtianum, respectivamente (& = 0.0252, S. D. 0.0126 y & =0.072, S. D.
+0.032, respectivamente). Los resultados preliminares sobre la evolucion molecular
de los genes mitocondriales 16S ADNr y citocromo b indican y apoyan los mismos
resultados alozimaticos y la teoria propuesta por autores extranjeros sobre la

reciente diversificacion de los miembros del género.

ABSTRACT.

The members of the genus Chirostoma are of high ichthyological, economical and
cultural relevance in México. They are endemic to the Mesa Central and most of them
are threatened and subjected to an indiscrimated management. In México the studies
on these species are diverse, however there are no integrative studies that include
aspects of their morphological identification and their genetics nor those that relate
the changes on their genetic variability over time nor on the molecular evolution of
their mitochondrial genome. In this study we present and discuss the results obtained
with the morphometric an meristic data (univariate and multivariate analysis) and with

the allozyme data of the of 13 species and three subspecies of the genus. We aiso
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discuss the preliminary results on the sequences of the mitochondrial genes (16s
DNA & Cyt b) and their utilization to infer phylogenetic relations of the genus. Results
of the multivariate analyses showed that members of the Arge group (C. attenuatum,
C. a. zirahuen, C. riojai y C. labarcae) can be discriminated by utilizing the following
morphological characters: caudal peduncle length, distances from the snout to the
first and second dorsal fins and to the pelvic fin and the anal fin height. Whereas the
members of the Jordani group can be discriminated by utilizing five morphometric
(cephalic length, post-orbital length, length of the bases of the pectoral and anal fins
and distance from the snout to the first dorsal fin) and two meristic characters (anal
and pectoral fin number of rays). Multivariate analyses also suggest that 10
morphometric characters are enough to discriminate among samples/populations of
C. grandocule from Lake Patzcuaro (re-classification percentage, 98.2%), whereas
eight meristic characters allowed discriminating among samples/populations of C.
humboldtianum (re-classification percentage, 98.2%). These results are further
supported by the allozyme analysis of 11 and 23 loci for C. grandocule and C.
humboldtianum, respectively (6s = 0.0252, S. D. 0.0126 y 6 =0.072, S. D. +0.032,
respectively). Preliminary results on the molecular evolution of the mitochondrial
genes 16S rDNA and cytochrome b support the allozyme data on the early theory by

other authors on the recent diversification of the members of the genus Chirostoma.
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INTRODUCCION

Los miembros del género Chirostoma (peces blancos y charales o “silverside fish”),
peces endémicos de la Mesa Central de México, son dentro de los aterindpsidos, los
menos estudiados y mas controversiales en cuanto a su origen y diversificacion. El
genero, incluye a 18 especies y seis subespecies (Barbour, 1973 a y b), de las
cuales solamente 18 son validas taxonémicamente. Presenta en la actualidad a
cuatro especies dentro de la NOM-059-Ecol-1994 y el decremento en la abundancia
de cuando menos otras tres especies (C. patzcuaro, C. labarcae y C. riojai) podria
considerarse como preocupante (Jiménez, 1992; Jiménez y Gracia, 1995; Barriga-
Sosa, et al. 2001 b). Los estudios nacionales e internacionales sobre estos peces se
han enfocado por muchos afos a tratar de esclarecer su taxonomia y relaciones
flogenéticas, basandose principalmente en caracteres morfo-anatémicos y utilizando
pocos individuos de cada una de las especies. Sin embargo, sabemos que la
variacion a nivel poblacional y/o intra-especifica debe de ser considerada ya que
estos datos permitirian esclarecer procesos de divergencia 0 establecimiento de

nuevas especies.

Por otro lado, a nivel nacional no existe un programa de rescate o conservacion que
permita ia permanencia de esta riqueza ictiolégica en nuestro pais. Solamente se
conocen programas aislados y enfocados a una u otra de las especies de mayor
talla. Sin embargo, para poder plantear un programa de rescate o conservacion es

necesario el manejo de la informacidn basica sobre las diferentes especies que



conforman al género y entre las que se encuentran: la utilizacion de un sistema de
identificacion de especies claro y certero (morfo-anatomico, citogenético o
molecular); la valoracién del acervo genético del género, de las diversas especies y
de las poblaciones de estas especies; ademas de los aspectos basicos sobre la

biologia y ciclos de vida.



ANTECEDENTES

EL GENERO Chirostoma

Origen y Evolucioén.

Los miembros del género Chirostoma son endémicos de la Mesa Central de México,
pertenecen a la familia Atherinopsidae y a la Subfamilia Menidiinae (Schultz, 1948) y
de acuerdo al registro fésil los aterindpsidos (Chirostoma y Poblana) se diversificaron
entre el Plioceno tardio y el Pleistoceno temprano (5.2 a 1.6 millones de afios, ma),

debido a eventos geoldgicos (Alvarez, 1974).

Se han planteado tres hipétesis principales acerca del origen de los aterindpsidos:
Alvarez (1972), menciona que la invasién tuvo lugar por la vertiente del Atlantico,
cuando algunos organismos quedaron atrapados en un mar interior que ocup¢ parte
de la Mesa Central de México y a los cuales se les puede considerar como ancestros
de Chirostoma. Estos ancestros posteriormente se diversificaron en Chirostoma y
Poblana cuando el lago de la Cuenca de México vertié sus aguas hacia el occidente
para formar la cuenca del Lerma. Otra hipétesis es la de Barbour (1973 a y b), que
sugiere que el género tiene un origen difilético durante el Terciario, con un ancestro
marino parecido a Menidia que penetro por el portal del Balsas al territorio mexicano
y que dio origen a los representantes del grupo Jordani en la cuenca Lerma-
Santiago. Se postula que mientras este grupo divergia durante el Mioceno otro

ancestro marino parecido a Melaniris (Atherinella) logré entrar a las aguas
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epicontinentales, para dar origen a los miembros del grupo Arge. Una tercera
hipotesis es la propuesta por Miller (1966), Miller y Chernoff (1979), Miller y Smith
(1986), ellos sugieren que entre el Plioceno y el Pleistoceno una especie semejante a
Menidia penetré al territorio mexicano a través del rio Bravo desde la costa del
Atlantico, conectada con la Mesa Central a través de un rio que posiblemente se
dirigia hacia el sur y que estas poblaciones pudieron quedar atrapadas divergiéndose

y alcanzando una amplia distribucion en fa mesa Central.

Barbour y Chernoff (1984) y Echelle y Echelle (1984), con datos osteoldgicos y
genéticos (alozimas), apoyan esta Ultima hipétesis y sugieren que Chirostoma
comparte con Menidia un ancestro comun que no comparte con Melanins. Echelle y
Echelle (1984), también sugieren que Chirostoma y Poblana deben de incluirse en un
mismo género y que Menidia y Chirostoma divergieron hace aproximadamente 20.1
ma durante el Eoceno. Recientemente, Coyote (2000), por medio de la utilizacién de
RAPD’s (Random Amplified Polymorphic DNA Markers, por sus siglas en inglés),
sefiala que las diferencias encontradas entre los géneros Chirostoma y Poblana
sustentan el que estas sean unidades taxondmicas discretas, pero no hasta el punto
de justificar la separacion entre estos géneros. Ante dicho problema, tanto
investigadores nacionales como extranjeros estan tratando de esclarecer de manera
mas definitiva la situacion taxonémica actual y el grado de variaciéon entre especies
del género por medio de la utilizacién de caracteres morfo-anatomicos y moleculares.
Entre los primeros se encuentran los trabajos de White (1985) y Dyer y Chernoff

(1996), los cuales hacen una valiosa contribucién a las relaciones filogenéticas y
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evolutivas de varias subfamilias de los Atherinopsidae, incluyendo a los Menidiinae
(Schultz, 1948). Sin embargo dicha contribucion esta enfocada a niveles taxonémicos
superiores y solamente en el primer trabajo se incluyen a unos pocos miembros del

género Chirostoma (C. grandocule, C. sphyraenay C. labarcae).

Descripcion y Taxonomia .

Desde sus primeras descripciones hasta la actualidad estos peces han presentado
conflictos taxonomicos y filogenéticos debido a su reciente origen, al traslape en su
distribucion, la hibridacién natural entre algunas de las especies y la poca
diferenciacién morfologica inter-especifica. Por ejemplo, la primera descripcion que
definio al género como taxon valido fue la de Swaison (1839) quien reconocié a un
solo género. Posteriormente Jordan y Evermann (1896), consideraron dos géneros,
Chirostoma y Eslopsarum. Meek (1904), consideré solamente a un género con tres
subgéneros, Chirostoma, Eslopsarum y Lethostole. Jordan y Hubbs (1919) estiman
que no habia diferencias consistentes entre los subgéneros, por lo que sugirieron la
desaparicién de los mismos. De Buen (1945) retoma la existencia de tres géneros
distribuidos en seis subgéneros. Alvarez (1950), reconsidero la no-existencia de los

subgéneros, pero sugirié dos géneros, Chirostoma y Otalia.

Hasta nuestros dias la taxonomia que se maneja es la sugerida por Barbour (1973 a
y b), quien después de varios analisis morfométricos reconoce a un solo género con
18 especies y seis subespecies, y los divide en dos grupos diferentes: el grupo Arge

y el grupo Jordani. Estos difieren principalmente por presentar el grupo Jordani
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mayores valores meristicos (ej. numero de escamas de la serie longitudinal,
branquiespinas, etc.) y por el tipo de escamas que presentan, por ejemplo, el grupo
Arge presenta escamas con poros, mientras que el grupo Jordani escamas con
canales (con excepcién de C. jordani que presenta ambas caracteristicas). El grupo
Jordani incluye a especies relativamente pequefias (C. jordani, C. patzcuaro y C.
chapalae) y a un grupo de nuevas especies que a partir de un ancestro parecido a C.
humboldtianum incrementaron su tamano, numero de escamas, radios de las aletas,
branquiespinas y vértebras, creyéndose que de dicha diversificacion se dio origen a
C. lucius, C. sphyraena, C. promelas, C. estor, C. consocium y C. humboldtianum
(Barbour, 1973 b). El resto de las especies y una subespecies han sido situadas
dentro del grupo Arge, que se caracteriza por presentar menores valores meristicos
(C. arge, C. melanocus, C. rigjai, C. charari, C. attenuatum, C. attenuatum zirahuen,

C. bartoni, C. aculeatumy C. labarcae).

De manera practica y durante cientos de afos, en nuestro pais se ha dividido a los
miembros del género en dos grandes grupos, principaimente en funcién de su
tamario: los peces blancos y los charales. En el primer grupo se incluyen especies
que habitan tanto en el Lago de Patzcuaro como el Lago de Chapala, como son: C.
estor, C. estor copandaro, C. lucius, C. sphyraena, C. promelas y C. humboldtianum,
con tallas que van de 165 a 420 mm de longitud estandar (LS) (Barbour, 1973 a;
Alaye, 1993 b; Torres-Frias, 1998). Son peces con cuerpo elongado, lfusiforme,
esbelto y lateralmente comprimido, cabeza grande cubierta de escamas, mandibula

inferior proyectada por delante, la boca es terminal, superior, oblicua y provista de
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dientes. Presentan de 64 a 82 escamas en una serie longitudinal. Son de color
amarillento con una linea longitudinal oscura que va desde la cabeza hasta el
extremo pedunculo caudal (Orozco y Torres, 1981). El grupo de los charales incluye
peces con tallas que van de los 45 a 160 mm LS (Barbour, 1973 a; Sanchez, 1992;
Alaye, 1993 b y Torres-Frias, 1998), se localizan en ambos lagos, asi como en los
Lagos Zirahuén y Cuitzeo y Laguna de Zacapu, en Michoacan; en los lagos del Valle
de Toluca, Edo. de México, ademas de los lagos de Juanacatlan, Jalisco, Santa
Maria y San Pedro Lagunillas en Nayarit, en donde son parte importante de la
economia de las poblaciones locales. El nombre charal deriva del P’urhépecha
charare, que se asigna a especies de tallas pequefas, con el cuerpo alargado y

fulsiforme, el hocico ligeramente puntiagudo y la boca oblicua con pequenos dientes.

En general, los dos tipos de peces (charal y peces blancos) habitan aguas |énticas,
claras o medio turbias con poca vegetacion, son organismos bentbénicos que
prefieren los fondos arenosos o granulosos (Secretaria de Pesca, 1994 a). Su
alimentacién varia de acuerdo a su estadio, como alevines consumen protozoarios,
algas e insectos. Su reproduccién es ovipara y desovan durante todo el afo,
acentuandose en el charal de enero a mayo y en el pez blanco de enero a agosto;
prefieren para ello las orillas de los cuerpos lacustres con aguas claras, poco oleaje y
temperaturas de 18 a 23° C (Solérzano, 1963). Una problematica en la practica es
que los peces blancos y charales de tallas pequefias o en estadios juveniles son

confundidos, por los que son explotados indiscriminadamente como charales.



Los organismos del género Chirostoma incluidos en el presente estudio se
consideraran dentro de la taxonomia general y en relacidbn con las categorias
suprageneéricas, con lo recomendado recientemente por Dyer y Chernoff (1996) y
White (1985). Mientras que para las categorias infragenéricas se utilizo la
clasificaciéon de Barbour (1973 a), presentandose como sigue:
Phyllum Chordata
Subphyllum Vertebrata
Grupo Gnatostomata
Superclase Pisces
Clase Osteichtyes
Subclase Actinopterigii
Superorden Teleostei
Orden Atheriniformes (Rosen)
Familia Atherinopsidae (Fowler)
Subfamilia Menidiinae (Schultz)
Tribu Menidiini (Shultz)
Género Chirostoma (Swainson)

13 especies y tres subespecies

Caracteristicas generales de la distribucidon y problematica de las especies incluidas
en el presente trabajo se presentan en la Tabla 1. Sin embargo cabe hacer notar que
ésta informacion se encuentra disponible en su totalidad solamente para algunas de

las especies, por lo que no es uniforme.



Tabla 1. Aspectos biolégicos y distribucion de las especies de Chirostoma incluidas

en el presente estudio. M =caracter morfométrico, m= caracter meristico y g =

caracter genético; < 6 >, indican mayores 0 menores valores.

Toluca, Edo. México® ®

Especie/Aspecto | Distribucion Geografica Distribucion Introduccién Traslapa con sp.
Local
Grupo Jordani
C. consocium - L. Chapala, Rio Grande, |Todo lago, | 4,? C. chapalae
Poncitlan, Jal.’ fondo, norte y
sur"
C. c. reseratum - Presa Sn. Juan Cotija, Mich.9 Todo lago, | ¢? C. consocium
- L. Chapala, Jal.® fongo, norte y C. humboldtianum®
sur
C. chapalae - L. Chapala, Jal.® Todo lago, | ¢? C. consocium
zona litoral”
C. estor - L. Patzcuaro, Mich." ™’ Cambiado Diversos
- L. Chapala, Jal. c/tiempob cuerpos
Agua, pais.
C. e. copandaro - L. Zirahuén, Mich.? &? &? C. estor
C. humboldtianum®
C. grandocule - L. Patzcuaro, Mich.9 Zonas &?
profundas
C. humboldtianum | - L. Patzcuaro, L. Zacapu, Mich. | ;? C. ¢. reseratum
- Xochimilco, Edo. Mex.®
- L. Juanacatian, Jal.
- L. Sta. Maria y Sn. Pedro
Lagunillas, Nay.®
C. jordani - Rio Lerma, La Alberca, Gto. &? i?
- L. Cuitzeo, Mich.
- Can. Valle México.
- El Carmen, Tlax.
- Rio Grande, Poncitlan, L.
Chapala, Jal.?
C. lucius - L Chapala, Rio Grande,|Toda columnal|lL. Patzc.™, | C. ocotlanae
Pongcitlan, Jal.? lago, norte y|Ctro.  Acuic,
sur’ Zacapu, Mich.
C. patzcuaro - L. Paztcuaro, Mich. o7 i?
C. promelas - L. Chapala, Jal.9 Toda columna | Ctro. Acuic. | C. sphyraena
lago, norte y| Tizapan, Jal'
sur’
C. sphyraena - L. Chapata, Rio Grande,|¢? o? i?
Poncitlan Jal.?
Grupo Arge L7?? 4?
C. attenuatum - L. Patzcuaro,Mich.’ Litoral Yie? C. a. zirahuen
profundidad
media™.
C. a. zirahuen - L. Zirahuén, Mich.? o? i? C. aftenuatum
C. labarcae - L. Chapala, Rio Grande,|i? &7 &?
Poncitlan y Rio Lerma, La Barca®
C. nojai - Rio Lerma y Lagos del Valle de | ;? &? &?

Continua Tabla 1.




Continua Tabla 1.

Especie/Aspecto | Hibridacién Caracter (M) | Caracter Habitos Desove Prop. | Ref.

distintivo (m) distintivo Alimenticios Sexuai

Grupo Jordani

C. consocium i? No se | No se | Camivoro Litoral, poca|0.6:1 g o, q,

encuentra® | encuentra® ® zooplanc. y|profundidad, [h:m" |ju, v, w
MONIY todo afio”
C. c. reseratum &? <LBAAY© 7 [FEpDI (T o) Carnivoro Litoral, poca|0.6:1 |g, g u,
>DHA >BE9 (. humb) zooplanc. vy |profundidad, |h:m" |v,w
9 (C- humb) MONI" Todo afio"
C. chapalae C. consocium® | LS° ' No se | Carnivoro Litoral, poca|0.6:1 [a, g, o,
encuentra® zooplanc.® rofundidad® |h:m" |q, h,w
C. estor C. attenuatum, Carnivoro Zona litoral, &7 b, f, h, i
C. patzcuaro, Cambia Norte  lago, kKlnp
C. grandocule' citalia’ cldesoves
multiples’

C. e. copandaro | ;? <LC, LH, LM® | >EPD* &? &? &7 g

<ELL y EPD?

C. grandocule C. estor <BEY Carnivoro Todo el afio’ | 4:1 d g ij
zooplanc. hm' |1
especializ.

Claddceros’
C. humboldtianum >DHAp >BEF““™* " Carnivoro o? i? g.c
g {C. c. reseratum) zooplanc
C. jordani i? Escamas c/{¢? &? &7 g
poros )
canales®, ELL,
EPD®
C. lucius i? No se | No se | Camivoro Litoral, pocai0.75:1 |g, m, r,
encuentra? encuentra® zooplanc., profundidad, |h:m" |u, v, w
especializado | todo afio"”
microcrus.”

C. patzcuaro &? i? i? Camivoro Febrero-junio® | ;? i s
zooplanc.
especializ.

Cladéceros’
C: promelas e? SLMICSPW o o? Litoral, poca|0.751 |g.r u,w
profundidad, |h:m"
todo afio"

C. sphyraena i? &? é? Camivoro Litoral, poca;0.75:1 |g, u, v,
zooplanc., profundidad, [h:m* |w
especializado | todo afio"
microcrus.”

Grupo Arge o? &7

C. attenuatum &7 &? > ELL, EPD® ™ | Carnivoro Septiembre a|1.7:1 |g, b, d,

2. zirahuen) zooplanc. Agosto” HM |4t
especializ.
Cladéceros'

C. a. zirahuen &? X <ELL, EPD* &? &? i?

C. labarcae i? i? L? i? &? &? g

C. niojai i, ? é? ;7 G, e

a = Jordan y Hubbs, 191

¢, ! [ P
. b = De Buen, 1840; c= Martin del Campo, 1955, d = Solorzano,

. ? N ? . ?
. e= Solorzano y &pez, 1965; T = Rosas, 1967, g =

Barbour, 1973 a; h = Lara, 1980; i = Ledesma, 1990; j= Garcia, 1990; k = Estrada, 1991, | = Sanchez, 1992; m = Alaye, 1993 a, n = Rosas-Monge,
1994; it = Morelos y Guzman, 1995; o = Enriquez y Paulo-Maya, 1997; p = Soria-Barreto, 1998; q = Paulo-Maya, 2000; r =Barriga et a/., 2001 b; s

= Rauda, 1987, t = Garcia,1990; u = Guzman y Ortiz, 1995; v = Arriaga, ef al. 1995; w = Guzman ef al., 1995; ;? = no se tiene informacion.
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Hibridacion.

El término hibridacién en la taxonomia tradicional se define como a la progenie
producto de una cruza entre especies. En peces parece ser un evento comdn y este
frecuentemente ocurre después de transplantes hechos por el hombre (Avise, 1994).
La hibridacién e hibridacion introgresiva (cruza de hibridos F1 con especies
progenitoras) son comunes en peces (Hubbs, 1955; Crabtree y Buth, 1987; Campton,
1987; Verspoor y Amar, 1991) y han sido documentadas para varias especies de
aterindpsidos (Hubbs y Drewry, 1959) y verificadas electroforéticamente en
catostomidos (Crabtree y Buth, 1987), tilapia (Gregg et al., 1998) y salmodnidos
(Nyman, 1970; Crozier, 1984; Jansson y Ost, 1997), entre otros. En los cuerpos de
agua epicontinentales de México, los transplantes de peces del género Chirostoma
son numerosos. Por ejemplo, Garcia (1976) menciona que como consecuencia de
los programas de repoblacion con los quirostomas del Lago de Patzcuaro, se han
obtenido ejemplares que no tienen caracteres especificos y que caen dentro de la
categoria de hibridos. Por otro lado, la hibridacién entre especies de peces blancos y
charales ha sido experimentalmente demostrada (Ledesma, 1990 y Estrada, 1991) y
se reporta la evidencia electroforética de la molécula de la hemoglobina para hibridos
de C. estor x C. lucius del Lago de Patzcuaro (Alaye, 1996 b) aunque se desconoce

el impacto de dicho evento.
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VARIABILIDAD MORFOMETRICA.

En peces aterinopsidos la variabilidad morfométrica es amplia y diversos autores han
utiizado métodos estadisticos univariados y multivariados en busca de caracteres
morfométricos y/o meristicos que les permitan discriminar a varias de las especies
del género Chirostoma. Por ejemplo, Barbour y Chernoff (1984), utilizan el analisis de
Componentes Principales (ACP) y aplican el analisis en 19 variables morfométricas y
7 meristicas para discriminar a los peces blancos del Lago de Chapala, considerando
que ocho variables morfométricas relacionadas con la cabeza y la habilidad natatoria
son suficientes para discriminar entre C. promelas, C. sphyraena y C. lucius (aunque
reportan el problema de diferenciar a los hibridos). Rodriguez y Granado (1987 y
1988 a y b), utilizan ACP, andlisis de factores discriminantes (AD) y de
correspondencia (CO) para elucidar caracteristicas morfo-funcionales de tres
especies de Chirostoma del Lago de Chapala, para determinar la diferenciacién entre
cinco especies simpatridas del mismo lago y para establecer relaciones entre las
caracteristicas morfolégicas del aparato bucal y el habitat alimenticio de estas

especies.

Otros estudios sobre miembros del género incluyen aspectos relacionados con las
relaciones inter-especificas y filogenéticas y la diferenciacion de hibridos. Por
ejemplo, Alvarez (1969) y Barbour (1973 a y b) establecen las posibles relaciones de
todos los miembros del género (19 especies y tres subespecies), por medio de la

utilizacidn de caracteres morfométricos. El primer autor utiliza 16 caracteres
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morfométricos y 7 meristicos y el segundo utiliza 19 caracteres morfométricos y 9
meristicos. Por otro lado, Alaye (1993 b), utiliza 18 variables morfométricas y 6

meristicas para discriminar especies e hibridos del Lago de Patzcuaro.

VARIABILIDAD GENETICA Y ESTRUCTURA DE POBLACIONES.

En todos los sistemas bioldgicos, el conocimiento sobre la estructura de poblaciones
es cada vez mas importante, ya que la variabilidad genética en poblaciones naturales
tiene un impacto directo en la sobrevivencia y en la reproduccion (Carvalho, 1993).
Este concepto se relaciona con la posibilidad de las poblaciones para adaptarse a
cambios en las condiciones ambientales y a la posibilidad de incrementar la
resistencia a enfermedades (Allendorf y Leary, 1997). Por otro lado, es crucial el
conocer y entender la estructura genética de las poblaciones para mantener y
conservar especies en peligro y/o amenazadas y para una adecuada explotacion del
recurso: a efectos de conservaciéon se considera que el detectar la diversidad en y
entre especies 0 poblaciones es importante porque por medio de la utilizacion de
marcadores neutrales se pueden delinear barreras de unidades evolutivas
(Vrijenhoek, 1998), o a efectos de la explotacion del recurso porque la explotacion de
poblaciones mezcladas generaimente lieva a la disminucidbn o perdida de las
poblaciones menos productivas (O’'Connell et al., 1998). Se sabe que las poblaciones
de peces de aguas dulces son mas faciles de definir que las marinas, sin embargo la

diferenciacién de poblaciones puede ocurrir inclusive en un mismo lago o rio cuando

13



las poblaciones se exponen a condiciones ambientales contrastantes y/o cuando
ocurre intercambio de sélo algunos organismos migratorios. Estos cambios genéticos

pueden inclusive ocurrir en pocos afos (Carvalho, 1993; Ward et al., 1994).

Los estudios sobre la variabilidad genética y/o la estructura genética de poblaciones
de miembros del género Chirostoma son escasos. Solamente en el estudio de
Echelle y Echelle (1984), se presentan datos generales sobre la variabilidad genética
de 16 especies del género, la cual se describe como baja (Pgs = 13.6 y He = 0.042),
aunque dentro de los valores observados para otros grupos de peces. Sin embargo,
el principal objetivo de estudio de los autores versa sobre aspectos evolutivos del
género y otros aterinidos, por lo que el disefio del trabajo no requiere de un niumero
de muestra estadisticamente representativo como para describir aspectos de

variabilidad o estructura genética.

A nivel molecular y en México, se han realizado en los ultimos afos estudios con
diversas especies del género en donde se plantean tanto aspectos que determinen la
discriminacion de especies, como otros relacionados con la variabilidad genética de
especies del género. Por ejemplo, Coyote (2000), utiliza RAPD’s (Random Amplified
DNA, pos sus siglas en inglés) para analizar las relaciones taxonémicas entre las
especies del género Poblana y Chirostoma y sustenta que estas son unidades

taxonémicas discretas, pero no géneros separados.

En los trabajos de Rincén (1992) y Alaye (1996 a), se utiliza la molécula de la
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hemoglobina para discriminar especies del Lago de Patzcuaro con base en el
namero e intensidad de bandas electroforéticas, ademas de la discriminacién de
hibridos (C. lucius x C. estor) por medio de caracteres morfométricos, meristicos y el

patron e intensidad de cuatro bandas electroforéticas de la hemoglobina.

Por otro lado y como resultado del presente trabajo, Barriga-Sosa et al., (2001 b),
muestran que, para al menos dos de las especies del género (C. humboldtianumy C.
grandocule), se detecta una estructura genética tanto a nivel intra-lacustrino como
entre lagos o cuerpos de agua. Por otro lado Barriga-Sosa et al., (en prep.) confirman
la existencia de variabilidad intra-especifica en la especie C. grandocule del Lago de
Patzcuaro y plantean la necesidad de ampliar los estudios genéticos para poder
sugerir estrategias de manejo y conservacion de algunas de estas especies. En el
primer trabajo, se sugiere una estructura putativa poblacional en dos de las especies
analizadas y se menciona que los cambios observados y la diferenciacion de las
poblaciones esta influenciada por aspectos relacionados con el manejo y explotacion
de estas especies ademas de por factores ambientales. En el segundo trabajo, se
investiga la estructura genética de dos “subpoblaciones” de C. grandocule y se
sugiere que la especie se encuentra en un proceso de diferenciacién que requiere de

un constante monitoreo y una re-estructuracion de la actividad pesquera.
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FILOGENIA MOLECULAR Y EVOLUCION.

En peces aterinopsidos las estimaciones de la filogenia molecular y evolucién se
limitan a dos estudios (Johnson, 1975; Echelie y Echelle, 1984) y a los derivados de
la presente tesis (Barriga-Sosa et al., 2001 b y en prep.). El trabajo de Johnson
(1975) se baso en las relaciones taxondmicas e historia evolutiva de aterindpsidos
del género Menidia (M. audens, M. beryllina, M. extensa, M. peninsulae y M.
menidia), utilizando 24 loci génicos. De dicho trabajo se concluye que cinco especies
analizadas se definen como poblaciones locales y que tres de las especies se

pueden considerar como taxa distintos (M. extensa, M. peninsulae y M. menidia).

El trabajo de Echelle y Echelle (1984), por otro lado, fue mas amplio y se refiere a la
genética evolutiva de los aterindpsidos de la Mesa Central incluyendo a 15 de las 18
especies (21 poblaciones) de Chirostoma validadas taxonomicamente por Barbour
(1973 a), dos especies de Poblana, dos de Menidia y 23 loci génicos. Los autores
concluyen que los miembros de los géneros Chirostoma y Poblana comparten con
Menidia un ancestro que no comparten con otros aterindpsidos y que los primeros
deberian ser incluidos en el género Menidia. Ademas sugieren la hipétesis, que
prevalece hasta nuestros dias de que este es un grupo monofilético que divergié de
manera rapida en la Mesa Central y que Chirostoma y Poblana deberian ser
sinonimias e incluirse junto con Menidia en un solo género. Los autores también
sugieren que Menidia y Chirostoma divergieron hace aproximadamente 20.1 ma

durante el Eoceno.

16



Los trabajos de Barriga-Sosa et al. (2001 b) y (en prep.) son mas puntuales y se
enfocan en el analisis de la variacion morfolégica y genética de las siete especies
que conforman el “grupo humboldtianum” y la estructura de poblaciones de la
especie C. grandocule. Los resultados del primer trabajo concuerdan con los de
Echelle y Echelle (1984), en donde se concluye que existe suficiente diferenciacion
genética entre las especies analizadas. Dichos resultados son apoyados por los
datos morfométricos, sugiriéndose que tanto genética como morfolégicamente existe
diferenciacién intra-especifica en algunas de las especies. La hipétesis anterior es
ampliada vy justificada posteriormente para la especie C. grandocule (Barriga-Sosa et
al., en prep.). Dichos resultados son novedosos en cuanto a que sugieren que las
especies del género se encuentran en un proceso continuo y reciente de

especiacion.

La utilizacién de secuencias de nucleétidos de genes o regiones mitocondriales o
nucleares para inferir relaciones filogenéticas y evolucion de diversos grupos de
peces es muy amplia y ha demostrado ser muy eficiente en la mayoria de los casos.
Los genes mitocondriales citocromo b (cit B) y 16S ADNr son entre otros de los
marcadores mas utilizados para inferir filogenias y modos de especiacién de gran
cantidad de peces. Por ejemplo, Lyderad et al. (1995), utilizan el gen cit B para
investigar la divergencia de las secuencias y la filogenia molecular de 25 especies
de peces del género Gambusia (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) y determinan que
existen diferencias hasta de 17.9% de los codones (con reemplazamiento de amino

acidos, lo que sugiere un patrén evolutivo no aleatorio). La tasa de divergencia en
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general parece ser mas lenta en estos organismos que en otros vertebrados, por 1o

que no pudieron determinar relaciones de manera precisa entre especies 0 grupos.

Roe et al. (1997), utilizan el gen cit B completo para inferir las relaciones filogenéticas
y la evolucién de la especializacion tréfica de 22 taxa (Cichlasoma) y para determinar
si la separacién de las secciones Thorichthys y Amphilophus tiene un ancestro
comun. Los resultados moleculares revelan que la seccion Thorichthys es un grupo
natural, mientras que la seccién Amphilophus es parafilética en donde los filtradores
del sustrato y los predadores generalizados forman dos clados separados, por lo que
sus resultados sugieren que ambos grupos no comparten un ancestro comin y los

autores sugieren el replanteamiento de la evolucion del grupo. .

Kiri'Chik y Slobodyanyuk (1997) utilizan una fraccién del mismo gen para investigar
la evolucion de este en especies de peces Cottoides del Lago Baikal en Rusia y de
otras regiones. Sus resultados muestran que el cit B en las especies del Lago Baikal
presentan altos niveles de sustituciones sindénimas y sugieren que la acelerada
acumulacion de sustituciones, junto con la intensa formacién de especies, es la
probable razon del fenébmeno de sustituciones sindbnimas. Ademas mencionan que el
esquema del andlisis filogenético de secuencias de nucledtidos, indica un origen
reciente (en la escala geoldgica) de los peces Cottoides del Lago Baikal (no mayor
de 2 ma) a partir de uno o pocos ancestros de formas dulceacuicolas

filogenéticamente relacionadas.
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Zardoya y Doadrio (1998) analizan las relaciones filogenéticas de los ciprinidos
Ibéricos por medio de la utilizacion del gen cit B completo. En su estudio incluyen a
representantes de Europa, Asia y Africa del Norte y concluyen que la filogenia
resultante es congruente con la generada por medio de caracteres osteolégicos. Los
autores concluyen que los ciprinidos Ibéricos se agrupan en cinco linajes, y que esta
reduccion en el nimero de linajes puede explicarse con la historia geografica de
aislamiento de la Peninsula. Ademas, mencionan que el analisis filogenético indica
que las especies de Africa y Asia son los grupos hermanos de las especies Ibéricas,

lo cual apoya la hip6tesis de colonizacion de la ruta sur-oriental.

Van Der Bank et al. (1998) investigan la especiacion de poblaciones del pez gato
(Schilbe intermedius) del norte y sur de Africa a través de alozimas y del gen cit B.
Los autores demuestran que la distancia entre las poblaciones del sur
(Schilbe/Eutropius) es mayor (3.2-3.5%) que la distancia entre las poblaciones del
sur y las del norte (Schilbe/Schilbe). Concluyen que sus datos junto con los revelados
por los de relaciones evolutivas sugieren que existe suficiente diferenciacion entre las

poblaciones como para tratarlas como especies distintas.

Por otro lado Gilles et al. (1998), investigan la filogenia mitocondrial, sus
implicaciones en la sistematica, evolucion reticulada y tiempo de colonizacion de los
ciprinidos europeos. Los autores se basan en las secuencias de los genes
mitocondriales cit B y 16S ADNr y concluyen que ambos genes originan una misma

filogenia europea y que existe hibridacién inter-genérica e inter-especifica, lo cual es
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apoyado por caracteres morfoldgicos. Ademas utilizan las secuencias del gene 16S
ADNr de taxa no-introgresivos para inferir el tiempo de divergencia de los primeros
ciprinidos europeos y concluyen que las subfamilias de estos peces comenzaron a

diversificarse hace aproximadamente 35 ma.

Por otro lado, Meyer et al. (1998), investigan la filogenia de peces ciclidos africanos
por medio del marcador nuclear DXTU1 y de marcadores mitocondriales (segmentos
del Cit b y de la region de control). Los autores reportan que las filogenias basadas
en las regiones mitocondriales apoyan la idea de la monofilia del “super-grupo”
(super-flock) del lago Victoria pero son ambiguos para determinar la filogenia de la

agrupacién del lago Malawi.

Para el género Chirostoma los estudios del ADNmt o cualquier secuencia de ADN,
sin embargo son inexistentes. Para peces aterinomorfos solamente se reporta el
trabajo de Murphy y Collier (1997), sobre la filogenia molecular de peces
aplocheiloides. En él se describen la importancia de la vicarianza y los origenes del
anualismo basados en regiones de los genes mitocondriales cit B, 12S y 16S ARNr.
Estos peces son anuales y sus embriones tienen la habilidad de entrar en etapas de
pausa durante su desarrollo, cuando se encuentran en condiciones ambientales
adversas. Los autores proponen una nueva hipétesis de las relaciones de estos
peces y reportan que el andlisis filogenético con maxima parsimonia indica que el

posicionamiento de los taxa de Indo-Malasia y Madagascar, con relacion a una
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dicotomia monofilética de América del sur/Africa, sugiere la importancia de la

vicarianza en la diversificacién del grupo.

MARCO TEORICO

VARIABILIDAD MORFOMETRICA.

Analisis estadistico multivariado.

Una de las herramientas en el analisis de la taxonomia numérica es la utilizacién de
las técnicas de Analisis Multivariado, las cuales pueden ser utilizadas para encontrar
las relaciones que ligan los caracteres cuantitativos, cualitativos y la mezcla de
ambos con el fin de seleccionar cuales caracteres determinan la variabilidad
morfoldgica de cada organismo. El analisis morfomeétrico tiene la ventaja de ser una
herramienta sencilla y de bajo costo. La caracterizacion morfométrica de algunas
especies a menudo involucra el descubrimiento de diferencias sutiles en las

variaciones de forma, independientemente del tamaio (Eknath et al., 1991).

Dentro de las ventajas del analisis multivariado se encuentra la inclusiéon de todos los
métodos estadisticos que analizan simultaneamente més de dos variables en un
muestreo de observaciones, constituyendo una extension del analisis monovariable y
del analisis bi-variable. Permite establecer, a partir de numerosos datos, ciertas
relaciones y leyes operativas, ensayar diversas maneras de organizar dichos datos

en estructuras conocidas y faciimente utilizables ademas de transformar y presentar
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en forma nueva los numerosos datos iniciales, reduciéndolos sin perder demasiada
informacién inicial hasta constituir con ellos un resumen relativamente exhaustivo del
conjunto de partida habitualmente complejo y con informacién redundante (Pérez,

1996).

Los métodos multivariados son comiunmente utilizados en casos en que las especies
0 poblaciones estan tan relacionadas que los caracteres por si mismos no pueden

separarlas (Vreven et al., 1998, Teugels y Vreven, 1998).

Lefebvre (1976) sugiere que el analisis multivariado se puede comparar con un
analisis de microscopio ya “que da una vision parcial deformada de la estructura, por
lo que se requiere de diferentes tratamientos para poder obtener una interpretacion
valida”. Es necesario practicar diferentes tipos de analisis a la misma matriz para
poder obtener resultados mas precisos y objetivos, ya que si los resultados son
consistentes también lo seran las conclusiones (de lo contrario, los resultados
dependeran de los métodos utilizados). Lo anterior significa que los diversos

métodos multivariados no son excluyentes (Bisquerra, 1989).

En general, dichos analisis nos permiten conocer la afinidad que existe entre dos
entidades o, por el contrario, la diferencia entre las mismas con base en los diversos
caracteres que la describen, por lo que esta inter-relacidn de caracteres origina
nuevas relaciones de dependencia e independencia dentro de un complejo

descriptivo (Oseguera, 1990 y Rodriguez, 1991).
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El analisis multivariado se aplica bajo las siguientes premisas: 1) Las variables son
dependientes y de naturaleza similar, 2) ninguna variable tiene una importancia
mayor que otra y 3) pueden destacar componentes de “tamano” y “forma”. En el
presente trabajo el tamafo se considera equivalente al crecimiento, por lo que el
crecimiento de un organismo estara representado por n medidas de otros caracteres
biométricos. La forma, por otro lado, es un concepto independiente del tamano, es
decir, al comparar dos individuos estos deben tener el mismo tamafo pero distinta
forma o viceversa (Fisher y Belle, 1993). El analisis de datos morfométricos
relacionados con la forma tiene fundamentaimente tres ventajas: 1) ayuda a superar
el problema de que a medida que aumenta el nimero de pruebas estadisticas
realizadas a un determinado nivel de significancia asi aumenta la probabilidad de
encontrar por lo menos un resultado significativo, 2) las pruebas multivariadas son
mas sensibles para detectar diferencias de grupos que dependen de ciertas
relaciones entre las variables dependientes y 3) existen métodos de Analisis
Multivariado que no tienen un analogo univariado y sélo pueden realizarse cuando
hay mas de una variable dependiente (Eiston y Jhonson, 1990). Las técnicas
muitivariadas se apoyan con el calculo de ponderancia (subdivision de varianza) para
cada caracter 0 combinando ambos (ponderancia y caracter) en una misma direccién
para cada especie. Estos analisis generalmente se emplean con especies muy
préximas, en donde los caracteres por si solos no separan a todos los especimenes

(Fisher y Belle, 1993).
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Entre los diferentes analisis multivariados que se pueden llevar a cabo, se
encuentran los métodos que son descriptivos y exploratorios y que no requieren de
una hipétesis previa, por ejemplo, el analisis de componentes principales (ACP) y de
correspondencia (CO). Dentro de los comprobatorios y que requieren de una

hipétesis previa se encuentra el Analisis Discriminante (AD).

Los analisis de Componentes Principales (ACP) y de Correspondencia (CO) son
analogos y no requieren de que los organismos sean identificados a priori, por lo que
se puede examinar el patron de los valores de los organismos en los graficos para
evaluar ia premisa inicial de que todos los organismos pertenecen a la misma
especie o poblacién (Barbour y Chernoff, 1984) y/o para buscar la relacién que liga a
los caracteres que determinan la variabilidad morfolégica en cada especie o
poblacién (Castelio, 1983; Rodriguez y Granado, 1987 y 1988). El ACP esta
disefiado para reducir el niimero de variables que se deben considerar a un nimero
pequeio de componentes (componentes principales) o indices los cuales son
combinaciones lineales de las variables originales. Si no existe correlacion entre las
variables originales el analisis no se considera como valido, por lo que los mejores
resultados se obtienen cuando las variables originales estan altamente

correlacionadas positiva 0 negativamente (Manly,1986).

El analisis discriminante (AD), por otro lado, es utilizado para analizar muestras de
diferentes especies o poblaciones que presenten una dispersion comun que les

permita localizarse en el modelo “mas parsimonioso” capaz de describir

24



efectivamente las diferencias entre los grupos analizados. Los resultados de este
analisis se pueden describir en tres términos principales: 1) el numero de funciones
discriminantes resultantes y la importancia relativa de cada una de estas; 2) la
localizacién de cada funcién discriminante como vector de referencia en una
dimensién de un subespacio del espacio total expresado en términos de la estructura
de coeficientes de correlacion y 3) el mapeo de los grupos en el espacio
discriminante, con los promedios y desviacion estandar de los grupos en las
funciones (Coley, 1971). Con el analisis discriminante (AD) se calcula la distancia
generalizada (F-test, Sokal y Rohlf, 1995), la cual elimina los efectos de correlacion
entre los caracteres utilizados. Esta distancia explica las diferencias entre cada grupo
y su centroide (dispersidn) y se apoya en la subdivision de la varianza de cada
caracter y sus combinaciones (ponderancia y caracteres) en ia misma direccion y

para cada especie o poblacion (Rodriguez y Granado, 1987 y 1988).
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MARCADORES MOLECULARES.

ALOZIMAS.

Las isoenzimas (isozimas) son enzimas funcionales de formas fisicamente distinta
pero con la misma actividad catalitica donde se incluyen polimeros de subunidades
generados por loci genéticos diferentes o por alelos diferentes del mismo locus. Las
isoenzimas incluyen productos heteroméricos de loci multiples, variantes post-
traslacionales y otras alteraciones de las proteinas (Avise 1994). Las alozimas. Por
su parte son isoenzimas cuyas variantes polipeptidicas son considerados como
formas alélicas alternativas del mismo locus génico (Murphy et al., 1990). Estas
proteinas estan formadas por aminoacidos unidos por enlaces polipeptidicos y la
secuencia (estructura primaria) de estos se determina genéticamente. La migracion
de estas proteinas en geles de electroforésis ha permitido hacer de éstas uno de los
métodos mas eficientes para investigar fendmenos genéticos a escala molecular
(Hillis y Moritz, 1990). Un factor importante al considerar a las isoenzimas como
herramientas moleculares es el reconocer que aspectos como la expresion y
duplicacion de genes pueden influir en la interpretacién de nuestros resultados [la
expresion de productos génicos por ejemplo esta sujeta a variaciones temporales,

(ontogénicas) y espaciales (célula/tejido) en los organismos].
La migracion de estas proteinas en una matriz (almidén, acetato de celulosa, etc.)
durante la electroforesis se debe a la carga de las cadenas de aminoacidos: basica o

positivamente cargada (NH3+; lisina, arginina e histidina) 0 acidica o negativamente
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cargada (COO ; &cido aspartico y acido glutamico). La carga neta de cada proteina
varia con el pH, para valores bajos de pH los grupos amino se cargan positivamente
(cationes).' Para valores altos de pH, los grupos carboxilo se cargan negativamente
(aniones). Los aminoéacidos sin carga son no-polares o hidrofdbicos o en su caso
polares. Cuando las proteinas alcanzan un equilibrio de cargas positivas 0 negativas
se dice que alcanzan su punto isoeléctrico. El tamaio y la forma de la proteina
también tienen efectos en la migraciéon. Muchas proteinas contienen mas de una
cadena polipeptidica (subunidad), unidas por puentes de hidroégeno, fuerzas de Van

der Waals, enlaces i6nicos, puentes disulfuro y/o interacciones hidréfobas.

Los objetivos de la electroforesis de proteinas son los de encontrar cambios
ocurridos por mutaciones en las secuencias de aminoacidos que codifican locus
especificos de ADN, cambios que puedan observarse en la alteracion de la forma,

carga, eficiencia catalitica y estabilidad de la molécula (Hillis y Moritz, 1990).

El método mas frecuente para la visualizacion de las proteinas es la tincion
histoquimica especifica, la cual consiste en proveer a la proteina de un substrato
especifico que permita catalizar una reaccion en particular normalmente visualizada
con luz normal o con luz ultravioleta. Cada tincidbn contiene, ademas del substrato
necesario para la enzima, co-factores y una sal oxidativa o colorante redox
(generaimente nitroazul de tetrazolio, NBT, por sus siglas en inglés nitro blue

tetrazolium). Por ejemplo, la solucibn de tincion para el enzima Lactato
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deshidrogenasa (Ldh) incluye al acido lactico como substrato, al nicotinaminadenin
dinucledtido (NAD) como cofactor y al metosulfato de fenazina (PMS) como
catalizador intermediario. La posicion a la que la LDH de tejido y organismo en
estudio ha migrado en el gel se observa por medio de una reaccion en la que el acido
lactico es oxidado a acido pirdvico y la sal se reduce a un precipitado azul visible.
Pueden encontrarse en el mercado protocolos y reactivos para mas de 100 tinciones

histoquimicas.

Varios amortiguadores idnicos son utilizados en la electroforesis de proteinas, y su
funciéon principal es compensar los cambios que se dan en el pH durante la
electroforesis (el anodo se vuelve acido y el catodo basico). Estos cambios estan
directamente relacionados con el tiempo de corrimiento, con el voitaje y la corriente
que se generan durante la electroforesis. Los amortiguadores también forman una
conexién idnica entre el campo eléctrico (electrodo) y el medio de suspensién
(gellacetato). Los amortiguadores reducen la interaccién de grupos cargados en las
proteinas con cualquier otro grupo cargado en la matriz que pueda modificar las
cargas netas de las proteinas, ademas de que transportan catalizadores enzimaticos

(por ejemplo, EDTA disédico) o proveen catalizadores enzimaticos (ejem. Mg 2.

Los principales métodos electroforéticos son cuatro diferenciados en funcion de la
naturaleza del medio de soporte: 1) gel de almidén, que separa con base al tamafio y
a la carga. 2) Gel de poliacrilamida, permite la separacién de proteinas también en

base al tamafo y a la carga, aunque de manera mas fina ya que la separacién es
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inversamente proporcional al peso molecular. 3) Gel de agarosa, que generalmente
presenta una alta concentracion de grupos acidicos (carboxilo y sulfato) y 4) acetatos
de celulosa, que presenta varias ventajas en comparacién con las anteriores (ej.
repetitividad de experimentos, cantidades pequeiias de tejido y pocas cantidades de
reactivos requeridas para su corrimiento). Sin embargo, solamente separan a las

proteinas con base a su carga y no a su tamafio.

Los patrones de bandeo o zimogramas se interpretan en términos de genotipos
mendelianos en loci particulares. Las bases mendelianas del polimorfismo
observado pueden ser verificadas por medio de cruzas biolégicas experimentales o
por medio de las consideraciones de la genética poblacional: comparando las
frecuencias de los datos obtenidos con los esperados de acuerdo al equilibrio de
Hardy-Weinberg para alelos neutrales [por ejemplo, para poblaciones con
cruzamiento externo, y sin subdivisiones micro-espaciales, las frecuencias esperadas
han mostrado encontrarse muy cercanas a las observadas (p2 2pq qz)], se evidencia
la naturaleza mendeliana de las variantes. Lo mismo puede conseguirse mediante la

deteccion de la estructura cuaternaria de los enzimas.

Los alelos mlltiples de las isoenzimas en cualquier locus se deben considerar como
atributos cualitativos “multi-estado”, cuyo orden filogenético no puede ser inferido por
medio de la movilidad electroforética, por lo cual, los datos de isoenzimas

normalmente consisten de la acumulacién de informaciéon genotipica de un
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determinado numero de loci (que generalmente no se encuentran ligados y se
distribuyen en el genoma nuclear). En conclusién, las premisas requeridas para la
interpretacion de bandas electroforéticas son: 1) que los cambios observados en la
movilidad de las isoenzimas en los campos eléctricos reflejan cambios en la
secuencia codificadora de DNA, por lo que las diferencias en los patrones de bandeo
entre individuos se asumen como diferencias genéticas basadas en la herencia; 2) la
expresion de las enzimas es codominante (se expresan ambos alelos en un locus) y
cuando se utiliza la informacion alélica para aspectos de genética poblacional se
trabaja bajo la premisa del principio del equilibrio de Hardy-Weinberg, el cual asume
que las frecuencias alélicas en una poblacidn con apareamiento al azar y en
ausencia de seleccion, deriva génica y migracion, se mantendran en equilibrio (p?
2pq q2) y 3) que los alelos alternativos en un locus dado se encuentran sometidos a

la misma seleccion (son neutros).

El polimorfismo de proteinas en poblaciones naturales ha sido utilizado en la
descripciéon de cambios en las frecuencias alélicas, tanto en el tiempo como en el
espacio, con el fin de inferir eventos histéricos que puedan haber tenido influencia
significativa en la estructura genética de las poblaciones, como por ejemplo los
cuellos de botella (Bonnell y Selander, 1974, fide: Hillis y Moritz, 1990). En estudios
de entrecruzamiento, cruzamiento externo y dispersién, las isoenzimas han podido
establecer relaciones genéticas y ecoldgicas para inferir aspectos especificos en la

estructura poblacional, por ejemplo, estructura de apareamiento y flujo génico
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efectivo (Loveless y Hamrick, 1984; Chepko-Sade y Halpin, 1987, fide: Hillis y Moritz

1990) y en estudios de relaciones filogenéticas y evolutivas.

Variacion genética y estructura de poblaciones.

Los principios basicos de la genética de poblaciones se pueden resumir en dos, el
primero que describe los niveles de variacién genética dentro y entre poblaciones, a
través de las frecuencias alélicas y/o de los genotipos y el segundo que trata de
determinar esta variacién con relacidén a los procesos evolutivos (como la seleccion
natural, la deriva génica, la mutacién, la migracién y los sistemas reproductivos). El
primer principio se aborda a partir de la llamada Ley del equilibrio de Hardy-
Weinberg, la cual relaciona a las leyes de Mendel con el concepto de poblacion y
trata de predecir la relacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas en ausencia

de cualquier proceso evolutivo, por lo que:

A =p? ,  Aa=2pq y a=q
En donde A es la frecuencia genotipica de los homocigos AA, Aa la de los
heterocigos y a la de los homocigos aa, p la frecuencia del alelo A y g la del alelo a, y
ademas se espera que:

A+Aa+a=1yp+q=1

La genética de poblaciones, por otro lado, se encarga de estudiar los efectos de las
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diversas fuerzas evolutivas sobre la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg. A ello
contribuyen Roland A. Fisher (1890-1962) quien realizd grandes aportaciones
matematicas a la teoria evolutiva, enfocadas principaimente a la seleccion natural;
John B. S. Haldane (1892-1964), quien contribuyd tanto a la fisiologia como a la
bioquimica y genética, establece las bases centrales de la teoria neutral de la
evolucion de Kimura y fue el primero en analizar ejemplos clasicos dentro de la
biologia evolutiva (anemia falciforme). Sewall Wright (1889-1988), realiz6 grandes
contribuciones, enfocadas principalmente a la endogamia y deriva génica. Motoo
Kimura (1983), sugiere que la seleccion balanceadora de Dobzhansky no es
suficiente para explicar la gran variacidén genética descrita por métodos moleculares,
por lo que propone que la aparente tasa constante de sustitucion molecular podria
atribuirse a la interaccion entre la deriva génica y la mutacién, lo que se conoce como
“teoria neutral de la evolucién molecular” (fide: Crow y Kimura, 1970; fide: Eguiarte,

1990).

Estimacidén de la variacién genética.

La variacion genética es la base de la genética de poblaciones y para describir este
“parametro” se utiliza él indice proporcién de loci polimérficos (P), al cual Cavalli-
Sforza y Bodmer (1971, fide: Hedrick, 1983) definen como “la ocurrencia en la misma
poblacién de dos 0 mas alelos en un locus, cada uno con una frecuencia apreciable”,
dicha estimacion utiliza los criterios del 95% o del 99%, indicando que la frecuencia
del alelo mas comun no excede esos niveles en la poblacion y toma valores del entre

0 y 1, valores de cero indican la no-existencia de variacion genética y cuanto mas
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cercanos a 1 indican que todos los genes/loci tiene 2 6 mas formas alternativas o

alelos. Este parametro se obtiene a partir de la siguiente formula:

P= X

m

donde X es el numero de loci polimérficos en la muestra de m loci (Hedrick, 1983).
Sin embargo, este indice presenta varios problemas: uno de ellos es que es muy
sensible al nimero y tipo de enzimas que se utilizan, otro es la subjetividad en la
utilizacién de los criterios del 95 y 99% y un tercero es el desconocimiento estadistico
de la distribucion de P (Ayala y Kieger, 1984). 2) E! otro indice mas utilizado es la
heterocigosis esperada promedio o por individuo (Hg), la cual se obtiene a partir
del promedio de la heterocigosis esperada en el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)
para todos los genes estudiados en la poblacion (Ayala y Kieger, op. cit.), por lo que

para un locus dado se define como:
He=1- 312+ £2+f2....

En donde f;2 _ es el cuadrado de cada una de las frecuencias alélicas para ese locus.
Este indice también toma valores de 0 cuando no se detecta variacién en ninguno de
los genes estudiados y 1 cuando todos los loci tienen un niamero grande de alelos y
las frecuencias de estos alelos son iguales. Este indice a diferencia del P, es mas
confiable ya que es mas robusto para el uso de distintos nimeros y tipos de enzimas

(Ayala y Kieger, 1984), sin embargo es sensible a tamafios de muestra pequefios.
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Estimacion de la estructura genética de poblaciones.

La descripcion de la estructura genética de las poblaciones consiste en analizar las
proporciones correspondientes a los distintos genotipos y su distribucion en el
espacio y tiempo de manera local o global (Eguiarte, 1990). Para llevar a cabo este
analisis se utiliza el indice de fijaciéon (F) propuesto por Wright en (1951, 1965) y su
extension para considerar la distribucion geografica de las poblaciones denominados

estadisticos-F de Wright (Nei y Kumar, 2000). Al indice F se le define como sigue:

F=1- proporcidn heterocigos observados
proporcion heterocigos esperados 2pq

en el caso de que sean solo dos alelos

Cuando los valores de F son iguales a 0, se dice que la poblacion se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg, ya que la heterocigosis observada y la esperada son
iguales. Este parametro puede tomar valores de -1, cuando existen solamente

individuos heterdcigos en la poblacién a +1, cuando sélo se presentan homaocigos.

Los estadisticos-F de Wright (1943, 1951, 1965, 1978), por otro lado, funcionan como
descriptores de la distribucidn de la variacion genética en la estructura de
poblaciones, asi como también sugieren cuales podrian ser las fuerzas evolutivas
que estan operando en una poblacién dada (Clark y Hartl, 1989; Nei y Kumar, 2000),
describiéndose bajo tres niveles de complejidad de la siguiente manera:

a) La estimacién de la desviacion local, Fis (individuo-subpoblacion) o coeficiente

de endogamia, estima la reduccidn en la heterocigosidad en un individuo debida
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a apareamiento no aleatorio entre las subpoblaciones. Este estimador toma

valores de —1 a +1 y se expresa para alelos simples como sigue:

Donde H, es el promedio de heterdcigos observados dentro de una subpoblacion y

Hs es la proporcidén de heterdcigos esperados promedio de una subpoblacién (Nei,

1987, fide: Nei y Kumar, 2000).

b) La estimacion de la diferenciacion entre poblaciones, Fg (subpoblacion-
poblacion total), la cual es equivalente e idéntica para fines practicos al indice G

propuesto iniciaimente por Nei (1973) y al actual estimador teta, 6y de

Cockerham (1963, 1973) y Weir y Cockerham (1984). Este indice estima la
reduccion de la heterocigosidad de una subpoblaciéon debida a la deriva génica y
toma valores entre 0 y 1, obteniéndose para alelos simples a partir de la

siguiente férmula:

Donde Hs es la proporcion de heterécigos promedio esperada a nivel subpoblacion y
Ht la proporcidon de heterécigos promedio esperada global (Nei y Kumar, 2000).

Valores iguales a cero indican que la sub-poblaciones estan en equilibrio de Hardy-
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Weinberg, o sea con las mismas frecuencias alélicas, mientras que valores de 1
indican que son completamente diferentes entre si, 0 sea que no comparten ningun
alelo. Estos valores también se pueden interpretar en términos del porcentaje de
variacion genética dentro y entre poblaciones, es decir si el valor es de 0 indica que
el total de la variacidn se encuentra en cualquier subpoblacion (100% dentro y 0%
entre), mientras que si es 1 indica que para tener variacion se requiere tener a todas
las distintas subpoblaciones, ya que cada una esta fija para un alelo dado (0% dentro
y 100% entre) (Buckley et al., 1988, fide: Eguiarte 1990). Esta diferenciacién podria
ser generada por deriva génica o por selecciéon natural (Lewontin y Krakauker, 1973;
Wright 1978, fide: Eguiarte 1990). Si la Fg es similar en todos los loci se considera
que se debe a la deriva génica y cuanto mayor es el valor de este estimador se
considera que ha habido mayor deriva génica y menor flujo génico, y por lo tanto

mayor diferenciacion y divergencia entre las distintas poblaciones (Wright, 1978;

Saltkin, 1985b y 1989, fide: Eguiarte1990).

c) La diferenciacion total debida tanto a endogamia como a la deriva génica,
Ry (individuo-poblacidn total), se puede obtener para alelos simples a partir de la

siguiente formula (Nei, 2000):
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Este estimador mide la reduccidn en heterocigosidad de un individuo con relacion a

la poblacién total y también puede tomar valores entre -1 y +1.

La relacién de ios tres estadisticos-F puede definirse de la siguiente manera:

Fir=Fs +(1- Fig) Fer

Donde Fir es el resultado de la suma de Fs mas Fsr ponderada por Fis (Wright,

1951, fide: Nei y Kumar, 2000).

La relacién de los estadisticos-F con la descripcion de la variaciéon genética y las
posibles fuerzas evolutivas que operan en una poblacion dada se puede observar
analizando por ejemplo: si se observa una Fig positiva, sugiere que existe en la
poblacion un exceso de individuos homécigos con relacién a los esperados de
acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg y que la endogamia ha sido posiblemente
importante. Si la Fs es negativa indica que existen menos homécigos que los
esperados y sugiere que ha existido selecciéon a favor de los heterécigos (Linhart et
al., 1981, fide: Eguiarte 1990). Si Fst es pequeiia indica poca diferenciacidon genética
entre poblaciones, que la mayor parte de la variacion se puede encontrar en una sola
poblaciéon y que se puede esperar que haya existido mucho flujo génico. Por el
contrario, si las Fst es alta para todos los loci sugiere mucha diferenciacion genética
entre sub-poblaciones, que la mayor parte de la variacion genética se encuentra

entre las sub-poblaciones y que posiblemente esto se haya generado por una alta
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deriva génica. Si la Fsr es alta solo para algunos loci indica diferenciacion genética
solo en estos y posiblemente generada por adaptacion a condiciones locales por

seleccion natural (Slatkin, 1985b, fide: Eguiarte 1990).

Otro descriptor de la estructura genética es la Identidad genética / de Nei (1972,
fide; Nei y Kumar, 2000), la cual se define como la similitud genética entre dos

poblaciones y se expresa como sigue:

Za/ b,‘

vZa;b,—

Donde a y b son las poblaciones muestreadas; x es un locus dado; /I« es la similitud
genética entre las poblaciones a y b en un locus dado y calcula la probabilidad de
que dos alelos, uno tomado de cada poblacion, sean idénticos; a; b; representan los
productos aiby, azb, asb;; vy a4 b4 representa el cuadrado de las frecuencias de los
alelos a%, a%, a% y b%, b%, b%. A partir de la identidad (/) se puede obtener la
distancia genética D de Nei (1972), en donde el valor esperado es proporcional al
tiempo evolutivo cuando se considera a la mutacién y deriva génica (Nei y Kumar,

2000):

D =-n (/)
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Estos estimadores se obtienen para pares de poblaciones o especies. La identidad /
toma valores de 0 a 1. Valores de cero indican que las dos poblaciones no
comparten ningun alelo y valores de 1 indican que las frecuencias alélicas de las dos
poblaciones son idénticas. Mientras que si la distancia D tiene valores de cero,
indica que las dos poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas y de infinito si no

comparten ningun alelo (Hedrick, 1985).

El estimador de distancias e identidades de coancestria de Reynolds et al., (1983)
por otro lado, se utiliza como base para estimar la distancia genética en poblaciones
o especies en donde la evolucién ha sido de corto-tiempo (short-time evolution) y
cuando la divergencia entre las poblaciones y el ancestro comun se debe solamente
a deriva génica y se estima a partir del coeficiente de coancestria (¢ ) de Weir y

Cockerham (1984):

g=1-{1——
2N

Donde se asume qued tiene una relacion aproximadamente lineal con el tiempo, por

lo que @~ t/2N.

Filogenia molecular y evolucion.
Dentro de la revolucidn de la filogenia molecular, las proteinas fueron las primeras

moléculas utilizadas como marcadores filogenéticos. Hasta la fecha, la electroforesis
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de proteinas sigue siendo uno de los métodos mas populares para estimar relaciones
evolutivas entre especies y otros taxa (Hillis y Moritz, 1990; Avise, 1994; Nei y
Kumar, 2000). Sin embargo, es importante mencionar que los caracteres
alozimaticos tienen las mismas limitaciones que otros tipos de datos sistematicos.
Por un lado, especies distintas morfologicamente pueden mostrar muy bajos niveles
de divergencia y diferenciarse solamente por muy pocos caracteres
flogenéticamente informativos aun cuando se analicen varios loci (Murphy ef al.,
1983, fide: Hillis y Moritz 1990). Por otro lado, la divergencia alozimatica puede
proceder de un punto en donde se comparten muy pocos electromorfos, y los que se

comparten pueden ser convergentes (Hillis y Moritz, 1990).

Sin embargo, existen grupos en los que la divergencia alozimatica es suficientemente
informativa en el analisis intra o inter-genérico (por ejemplo, las alozimas han sido
utilizadas para investigar apropiadamente filogenias inter- e intra-genéricas en aves
(Gutierrez et al., 1983, Patton y Avise, 1983; Johnson ef al.,1988, fide: Hillis y Moritz,
1990). En estos casos el perfil alozimatico ha resultado ser mas informativos cuando

a los loci individuales se le analiza como caracteres discretos.

La tasa de evolucidén es otro factor importante en los estudios de sistematica
filogenética, principalmente cuando se pretende aplicar el reloj molecular o cuando
se analizan tasas relativas entre diferentes tipos de datos (por ejemplo alozimas
versus datos morfométricos). Por otro lado, se han generado comparaciones de

relaciones creadas por los métodos que asumen tasas de evolucién iguales (ej.
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UPGMA) y los que no lo hacen (ej. arboles de distancia de Wagner) y estas revelan
marcadas variaciones en las tasas de cambio entre los linajes (Hillis y Moritz, 1990).
Por lo que se considera que la evidencia a partir de un reloj molecular alozimatico es

muy débil (Avise y Aquadro, 1982, fide: Hillis y Moritz 1990).

Recientemente se ha planteado que las hipétesis filogenéticas incluyen todas las
conclusiones de la evolucidon comparativa (Harvey y Purvis, 1990, fide: Avise 1994).
Por lo que, si se conocieran con certidumbre las filogenias de especies, nuestros
conocimientos sobre la evolucion de sus caracteres morfoldgicos, etoldgicos o de
historias de vida podrian superponerse en los arboles filogenéticos y con esto tener
una mas amplia visién de lo que seria la evolucion de las especies. Al mismo
tiempo, se podria inferir la direccidon de los cambios de cada caracteristica del
organismo. De este concepto ha surgido, a lo que Avise (1994) se refiere como
“mapeo filogenético de caracteres”, que consiste en comparar caracteres particulares
con especies asociadas en un cladograma, con el objetivo de conocer los patrones
evolutivos de esos caracteres. Para ello, los cladogramas o filogenias con las que sé
esta comparando, deben ser generados con datos independientes o diferentes a los

de los caracteres que se estan mapeando.

Bychowski y Cracraft (1993) mencionan que, con el desarrollo de la sistematica
molecular desde la década y siglo pasados se han tenido nuevas expectativas a
partir de datos moleculares utilizando a los genes como marcadores filogenéticos,

especialmente en la secuenciacién del ADN. Hasta la fecha dichos métodos siguen
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siendo trascendentes para estimar relaciones evolutivas y filogenéticos entre
especies y otros taxas morfologicamente iguales o similares. Se ha planteado que la
mayor aportacion de los datos moleculares en los estudios sistematicos vy
filogenéticos es la posibilidad de tener un nimero ilimitado de variables, ademas de
tener la libertad de seleccionar a los diferentes grupos de organismos como grupos
externos (Pedroche, 1998). Asi, los datos moleculares nos brindan otra alternativa:
el examinar tasas de evolucidn cuando se pretende aplicar el reloj molecular o
cuando se analizan tasas relativas entre diferentes tipos de datos. En este contexto,
para estudios de estructura poblacional, hibridacion, limites o fronteras entre
especies o relaciones filogenéticas se podrian examinar arboles filogenéticos, para
ser capaces de entender el origen evolutivo de las especies y proponer directamente
una clasificacion. Al mismo tiempo se podrian estimar los cambios de cada

caracteristica del organismo (Brooks y McLennan, 1984).

El genoma mitocondrial.

Se sabe que las mitocondrias son organelos subcelulares que se encuentran en
animales eucariontes y que tienen la capacidad de reproducirse. Presentan ADN
propio, no cromosomicos, ademas de la maquinaria completa para la sintesis
proteica, incluyendo sus propios ribosomas y componentes necesarios para la
traduccion y formacion de proteinas funcionales (Sent y Calendar, 1986). La principal
funcion de la mitocondria es regular las funciones de la célula a partir de la
respiracion y la fosforilacion oxidativa, fenémeno en donde se produce el ATP

necesario para el metabolismo celular (Antaramian, 1995). En general, en animales
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el ADN es una molécula circular de doble cadena que contienen 13 marcos de
lectura abiertos basandose en la comparacién y secuencia de nucledtidos. EI mapa
genetico lo conforman genes del citocromo b, citocromo ¢ oxidasa subunidades |1l y
I (COI-1I1), subunidad 6-8 (ATPasa 6 y ATPasa 8) y 7 como subunidades ND-1, 2, 3,
4L, 4, ademas del 5 y 6, 22 genes para el ARNt de transferencia y dos genes para
ARN ribosomal (12S y 16S) (Anderson et al, 1981). La evolucidbn del ADN
mitocondrial es dominada por mutaciones genéticas como: sustituciones o ganancia
o perdida de un par de nucledtidos, cambios que pasan a las generaciones sucesivas
mediante el proceso de replicacidn. Las mutaciones ocurren al azar, ya que la
naturaleza del estimulo ambiental que activa el cambio quimico no determina el lugar
o el sentido del cambio de la mutacién;, asi las mutaciones resultan elementos
transportables que constituyen una importante fuente de informacion acerca de las
variaciones genéticas ocurridas en diferentes regiones del genoma de los

organismos (Purdom, 1993).
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OBJETIVOS

General.

Determinar el grado de variabilidad morfométrica, meristica y molecular de algunas

especies del género Chirostoma y utilizar dicha informacién para discutir aspectos

relacionados con la historia evolutiva del mismo.

Especificos.

a)

b)

Identificacién de las especies de estudio por medio de la utilizacidon de valores
morfométricos y meristicos y de las claves tradicionales de Barbour (1973 a).
Analisis de dichos datos por medio de técnicas univariadas y muitivariadas con el
fin de determinar caracteres que permitan fortalecer ia separacién morfométrica
y/o meristica de las especies.

Determinacion de la variacion electroforética (proporcion de loci polimérficos y
heterocigosis esperada) de 13 especies y 3 subespecies del género Chirostoma
de lagos y cuerpos de agua de la Mesa Central de México. Determinacién de la
variabilidad intra-especifica de poblaciones de C. grandocule del Lago de
Patzcuaro por medio de datos morfométricos, meristicos y alozimaticos.
Determinacion de la secuencia nucleotidica de porciones de los genes
mitocondriales citocromo b (~ 300 bp) y 16S ADNr (~600 bp) de varias de las

especies de estudio e inferencia de relaciones filogenéticas preliminares.
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MATERIALES Y METODOS

DESCRIPCION MORFOMETRICA Y MERISTICA.

Recolecta de muestras.

Se recolectaron un total de 658 organismos de 16 sitios diferentes, los cuales fueron
seleccionados, principalmente por presentar la mayor diversidad de especies. Los
sitios fueron son los siguientes: de las siguientes localidades del Lago de Chapala
(1), Agua Caliente, Mismaloya, Tepehuaje y Petatan, ademas del Centro Acuicola de
Tizapan, Jalisco; del Centro Acuicola de Zacapu, Michoacan (2); de las siguientes
localidades del Lago de Patzcuaro Michoacan (3), Ichupio, San Jerénimo, Janitzio y
Ojo de Agua; del Lago de Zirahuén, Michoacan (4); del Lago de Cuitzeo, Michoacan
(5) (Figura 1). El material bioldégico se obtuvo por medio de la captura comercial de
los pescadores de las distintas regiones, utilizando redes charaleras, chinchorros y
algunas con nasas. También se analizaron organismos colectados en los siguientes
cuerpos de agua, Ignacio Allende, Guanajuato, Santiago Tilapa, Ignacio Ramirez y
Cieneguillas (16), en el Estado de México, los cuales fueron donados por el Cand. a
Doctor Joel Paulo Maya de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN. Una
vez recolectados los organismos, se procedid a extraer el tejido hepatico y una
muestra de musculo, congelandose en Ny liquido para su traslado al Laboratorio de
Genética de la Planta Experimental de Produccidon Acuicola, de la Universidad

Auténoma Metropolitana Unidad lztapalapa para su procesamiento. Todos los
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organismos se encuentran fijados y conservados en formaldehido al 4% en el

laboratorio antes mencionado.
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Figura 1. Mapa en donde se muestran los cuerpos de agua mas importantes
de donde provienen las muestras de Chirostoma del presente trabajo.
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Identificacion de Especies.

Se registraron 27 caracteres (variables) morfométricos para llevar a cabo la
identificacion de las especies. Veintitrés son las reportadas por Barbour (1973 a) y
Barbour y Chernoff (1984), las otras cuatro variables registradas han sido
consideradas en el presente trabajo como posiblemente informativas para la
discriminacién de las 16 especies (Mora-Souza, 1998 y Torres-Frias, 1998). De las
27 variables registradas, 19 son de tipo morfométrico (M) y ocho son de tipo
meristico (m) (Figura 2). Los caracteres meristicos y morfométricos tienen una
diferencia basica, debido a que los primeros son discretos y pueden asumir valores
integros. En contraste, los segundos son continuos y asumen valores reales, lo que

indica que su analisis estadistico debe hacerse por separado (Winans, 1987).

El estudio del grado de variabilidad en los caracteres morfométricos y meristicos
entre las distintas especies se analizé con métodos multivariados, utilizandose de

forma separada cada categoria de datos (M) y (m).

Analisis Morfométrico (M).

Para determinar el grado de variacién morfolégica entre los organismos colectados
se analizaron las 19 variables morfométricas: longitud total (LT), longitud estandar
(LS), longitud cabeza (LC), diametro ojo (DO), longitud hocico (LH), longitud
mandibular (LM), longitud postorbital (LPo), longitud pedinculo caudal (LpC),
longitud base de la aleta anal (LBAa), distancia hocico a 12 aleta dorsal (DH1D),

distancia hocico a 22 aleta dorsal (DH2D), distancia hocico a aleta pélvica (DHP),
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longitud base aleta pélvica (LBAp), altura maxima del cuerpo (AmaxC), aitura minima
pedunculo caudal (AmpC), altura aleta anal (AAa), altura aleta pectoral (AAp), altura

12 aleta dorsal (A1D) y altura 22 aleta dorsal (A2D) (ver Figura 2).

Todos las medidas se efectuaron sobre el lado izquierdo de cada organismo,
empleando un calibrador Vernier con 0.1 mm de precisidon ademas de un ictiometro.
Para el analisis multivariado, las variables morfométricas se transformaron para
eliminar las diferencias por tamano de acuerdo a tres criterios: i) proporciones,
representando a cada caracter con relacion a la longitud total, ii) la transformacion
logaritmica de cada caracter, ademas de iii) la normalizacion de los datos de acuerdo
a Lombarte y Lleonart (1993). En este analisis también se incluyen los datos

morfométricos originales (Mo).

Analisis meristico (m).

Las ocho variables meristicas registradas fueron: escamas linea lateral (ELI),
escamas predorsales (EPD), escamas interdorsales (EID), rayos aleta pectoral
(RAP), rayos 12 dorsal (R1D), rayos 22 dorsal (R2D), rayos anales (RAA), rayos aleta
pectoral (RAP)y numero de branquiespinas (BE) (ver Figura 2). Para el conteo de
escamas y branquiespinas se utilizo un microscopio estereoscopico. En este caso,
los datos que se analizan son los originales (mo) ya que dada su naturaleza, no

requieren de modificacién alguna.
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Morfométricas:
1) Longitud total (LT) 15) Altura min. pedunc. caudal (AmpC)
2) Longitud estandar (LS) 16) Altura aleta anal (AAa)
3) Longitud cabeza (LC) 17) Altura aleta pectoral (AAp)
4) Diametro ojo (DO) 18) Altura 12 dorsal (A1D)
5) Longitud hocico (LH) 19) Altura 22 dorsal (A2D)
6) Longitud mandibular (LM) Meristicas:
7) Longitud postorbital (LPo) 1) Escamas linea laterall (ELI)
8) Longitud pedunculo caudal (LPc) 2) Escamas predorsales (EPD)
9) Longitud base aleta anal (LBAa) 3) Escamas interdorsales (EID)
10) Distancia hocico a 12 dorsal (DH1D) 4) Rayos aleta pectoral (RAP)
11) Distancia hocico a 22 dorsal (DH2D) 5) Rayos 12 dorsal (R1D)
12) Distancia hocico a aleta pélvica (DHP) 6) Rayos 22 dorsal (R2D)
13) Longitud base aleta pélvica (LBAp) 7) Rayos aleta anal (RAA)
14) Altura méaxima cuerpo (AmaxC) 8) Branquiespinas (BE)

Figura 2. Medidas morfométricas y meristicas registradas en las muestras de

Chirostoma.
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Se aplicaron pruebas de normalidad y homoscedasticidad tanto a los datos
morfométricos como a los meristicos, utilizandose las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Bartlett respectivamente («=0.05). Estos analisis tenian como finalidad
observar si los datos presentaban una distribucién de tipo normal y homogeneidad de
varianzas y para poder aplicar (de ser posible) andlisis estadisticos de tipo
parametrico. Las pruebas paramétricas utilizadas fueron el analisis de varianza de

una via (ANDEVA) y el analisis multivariado.

Entre los diferentes tipos de analisis multivariado que se pueden llevar a cabo, en el
presente trabajo se decidié trabajar con los métodos analisis de componentes
principales (ACP), de correspondencia (CO) y analisis discriminante (AD). Dichos

analisis se realizaron con tanto los datos morfométricos como con los meristicos.

En el presente trabajo para el ACP se determindé el nimero de componentes que
eficientemente representan la informacion contenida en las variabies por medio de la
elaboracion de una matriz de correlacion lineal compuesta por cada par de variables
(analisis de tipo R), utilizando el coeficiente de correlacion producto-momento de
Pearson. Posteriormente, se encontraron los vectores caracteristicos de la matriz de
correlacion que generan los ejes 0 componentes principales y las raices

caracteristicas que representan la longitud de los ejes.
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El AD se utiliz6 para identificar la mejor combinacién de las variables y maximizar las
diferencias entre especies por medio del calculo de distancias generalizadas, ya que
éstas eliminan los efectos de correlacién entre los caracteres utilizados y explican las
diferencias entre cada grupo con su centroide, es decir su dispersion (Libosvarky y

Kux, 1982).

Para aplicar los métodos multivariados, y con el objeto de eliminar el efecto de la
talla, en el caso de las medidas morfométricas los datos fueron transformados de

acuerdo a tres criterios:

i) la transformacion logaritmica de cada una de las medidas. Esta transformacion
esta justificada por la existencia de relaciones potenciales Y; = a; T}, b entre las
variables, relaciones que se linearizan con la transformacion logaritmica. Tl; es la
longitud total del organismo j; Y; es la variable ; del organismo ;; a; y b;los parametros

de las proporciones alométricas entre la LT y la variable ,.

i) La proporcion de cada caracter con relacion ala LT, e

iil) del fitrado o normalizacion de los individuos de cada especie de acuerdo a la
ecuacién de Lombarte y Lleonart (1993) Z; = Y; ( X./T])”, donde Z; es el valor de
cada variable después de la transformacion (Yj), X, representa al valor de referencia
de la talla a la cual todos los organismos se redujeron o amplificaron en cada

muestra, poblacién o especie, por ejemplo en el caso del analisis de poblaciones de
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la especie C. grandocule, para la muestra GJ-96 (Janitzio-1996) este valor fue de 76
mm y de 86 mm para la muestra GI-97 (Ichupio-1997), T}, es el valor de la LT de cada
organismo analizado y bi es el parametro de la proporciéon alométrica entre LT y la
variable ;. Los datos morfomeétricos originales (M o) y meristicos (m o) también fueron

utilizados para el analisis.

Para ambos analisis (ACP y AD) se utilizo el programa de cdmputo STATISTICA

version 4.5 (Statsoft inc., 1993). Para el analisis CO se utilizé el programa Co603c de

Lieonart (1991).
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ANALISIS MOLECULAR.

Alozimatico.

En el presente trabajo se utilizaron corrimientos electroforéticos de alozimas en
acetatos de nitrocelulosa para determinar la variacién genética (P y H) de 13
especies y 3 subespecies de peces del género Chirostoma y de esta manera
investigar si las frecuencias alélicas en estas especies se encontraban bajo el
equilibrio de Hardy-Weinberg, ademas de ello, se pretende obtener estimadores de la

estructura genética de poblaciones para la especie C. grandocule.

Colecta de tejido.

Se procedid a extraer en campo tejido muscular y de higado de 481 organismos, los
cuales corresponden a 26 muestras o poblaciones (de 13 especies y 3 subespecies).
Las muestras se guardaron en tubos Eppendorf de 2.0 ml previamente etiquetados,
los cuales inmediatamente se sumergieron en nitrogeno liquido (N2) para
transportarse al Laboratorio de Genética de la Planta Experimental de Produccién
Acuicola de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa. Una vez en
el laboratorio dichas muestras de tejido se transfirieron a un ultra congelador (-80°C)

para su almacenamiento y posterior procesamiento.

Extractos de proteinas y electroforésis en gel.
Se maceraron y homogeneizaron muestras de 0.1-0.2 g de tejido en 0.5-1.0 ml del

amortiguador Tris-EDTA pH 8.0 o NADP, pH 7.0, previamente enfriados. Las
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muestras se centrifugaron a temperatura ambiente (TA) a 12,000 revoluciones por
minuto (rpm), durante 2 minutos y se almacenaron a -20°C para su posterior
utilizacion. Los extractos del tejido se utilizaron para hacer corrimientos
electroforéticos horizontales sobre acetatos de celulosa (Titan Il gels, Helen
Laboratories) durante periodos de tiempo de 20-35 minutos a 220-350 voltios y a
temperatura ambiente (TA). Se analizaron seis amortiguadores electroforéticos: Tris-
EDTA borato, pH 8.5; Tris-citrato, pH 6.5; Tris-citrato, pH 8; Tris citrato-borato, pH
8.2; Tris-glicina, pH 8.5 y Acido citrico-morfolina (CAAMP), pH 7.0, y un total de 17
sistemas enzimaticos. Para los procedimientos de tincidn de acetatos se siguieron
los descritos por Hebert y Beaton (1989), con las modificaciones que se especifican

en el Anexo 2 — Protocolo de tincion de acetatos in extenso.

A los loci de sistemas multilocus se les asignaron los numeros 1, 2, 3, etc, en el
orden de mayor movilidad desde el catodo. Se utiliza el mismo criterio para designar
alelos multiples entre cada loci, a, b, ¢, etc. La designacién de alelos en este estudio
no necesariamente corresponde con la de otros estudios, excepto a los de Barriga-
Sosa et al., (1998), Barriga-Sosa y Arredondo-Figueroa (1999) Barriga-Sosa (en
prensa), Barriga-Sosa et al., (2001 a), (2001 b) y Barriga-Sosa et al., (en prep.) ya
que los estudios previos han sido realizados con otros sistemas electroforéticos

(geles horizontales de almidén, por ejemplo, en Echelle y Echelle, 1984).

Para cada locus analizado se estimaron las frecuencias alélicas, proporcion de loci

polimoérficos con los criterios Pgs ¥ Pgg, NUmero promedio de alelos por locus y
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heterocigosidad esperada (Hg) y observada (H,) para cada especie y
muestra/poblacion, empleando el programa GENEPOP 3.1 (Raymond y Rousset,
1995). La existenda de desviaciones en las proporciones esperadas por Hardy-
Weinberg se analiza utilizando la prueba de exactitud de Fisher, GENEPOP 3.1
(Raymond y Rousset, 1995). También se utiliza la prueba de probabilidad combinada
de Fisher (Sokal y Rohif, 1995) para determinar la significancia de las diferencias en
las frecuencias alélicas entre especies y poblaciones mediante el programa TFPGA
1.3 (Miller, 1998). La probabilidad de que los indices F de Weir y Cockerham (1984)
asociados con cada locus y especie/poblacion sea significativamente diferentes de
cero también se determina con el programa GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995).
Se utilizan los estimadores de los estadisticos-F de Weir y Cockerham (1984) para
medir niveles preliminares en la estructura de poblaciones en algunas especies
(TFPGA 1.3, Miller, 1998), estimandose los siguientes parametros: f, la correlacion
de genes entre individuos y poblaciones, 8y 6, correlacion de genes de diferentes
individuos en la misma poblacién y sub-poblacién (en algunos casos). La estimacion
de la variacién de estos parametros se obtiene por medio de la utilizacion de un
analisis jackknifing entre loci (Weir y Cockerham, 1984). Se realiza una prueba de
2000 replicas con cero permutaciones de alelos en las muestras (f) y alelos entre
muestras (F, 6y 6) de todos los loci polimérficos para probar las diferencias en los
estadisticos-F. Se estiman las relaciones genéticas entre pares de especies (0
poblaciones) calculadas a partir de las frecuencias alélicas, utilizando el parametro

coeficiente de coancestria (Reynolds et al., 1983) con el programa TFPGA. Para el
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analisis de conglomerados se utilizé el método UPGMA (por sus siglas en inglés) en
el programa TFPGA 1.3 (Miller, 1998). Utilizando el muestreo de bootstrap para los 8
loci polimérficos, se crea uno nuevo grupo de datos del mismo tamafic que el
original, al analizar N caracteres de manera aleatoria y con reemplazamiento
(quitando algunos y duplicando otros). Se utilizd el indice de consistencia
(Felsenstein, 1985), el cual se calcula para cada nodo generado con los datos
originales, este indice asume que cada locus representa una estimacion
independiente de la historia evolutiva de las especies analizadas, por lo que los
nodos de arboles de UPGMA apoyados por loci multiples se pueden interpretar como

una mejor representacion de grupos monofiléticos verdaderos (Miller, 1998).

También se generaron arboies filogenéticos con los método de Neighbor-joining y
Maxima verosimilitud (ML) (Felsenstein, 1973) utilizando los coeficientes de distancia
de Reynolds et al., (1983) con el paquete PHYLIP (Felsenstein, 1995). Este método
estima filogenias asumiendo gue todas las divergencias son debidas a deriva génica,
en ausencia de nuevas mutaciones. La evaluacion de ramas individuales en los
arboles se realizd6 por medio de un bootstrap de los loci (porcentajes de bootstrap

<70% se consideran como significantes y >50% como inexacto, Hillis y Bull, 1993).
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Los genes mitocondriales citocromo b y 16s rADN.
En el presente trabajo se utilizaron fragmentos de los genes mitocondriales citocromo
b (cit B) y 16S ADNTr para inferir las relaciones filogenéticas preliminares de especies

del género Chirostoma.

Extraccion de ADN total (ADNt).

Se utilizbé tejido muscular y hepatico de 32 organismos colectados (2 muestras de
cada especie y subespecie), almacenados a -80°C. Para la extraccion del ADNt se
utilizaron dos diferentes protocolos (de acuerdo a la disponibilidad de recursos y a la

calidad del tejido):

1) El protocolo sugerido por Sambrook et al., (1989) con las modificaciones de
Barriga et al., (1995), utiliza solventes organicos para extraer el ADN celular y
consistio en cortar de 50 a 200ul de tejido muscular o higado que se colocaron en
microtubos Eppendorf de 1.5 ml. Al tejido se le agregd un volumen igual de
proteinasa K disuelta en un amortiguador (100mM Tris HCI, pH 8.0, 40mM EDTA,
0.2% SDS, 200 ug/mi proteinasa K) previamente calentado en un bafio de
temperatura constante a 60°C. Las mezclas se maceraron con un majador de
tamano Eppendorf y posteriormente se incubaron a 60°C por 3%z a 42 hrs (para
permitir el rompimiento del tejido). A continuacion se agregé a la mezcla el
equivalente a la mitad de su volumen de fenol neutro [TE (IXTE: 10mM Tris Cl pH

8.0, 1mM EDTA pH 8.0)] y se centrifugd a 3000 revoluciones por minuto (rpm)
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2)

durante 15 min a 4°C. Se decanté el sobrenadante a un nuevo tubo y se desecho
la fase organica, procedimiento que se repitid varias veces hasta que la mezcla
se vio clara y transparente o libre de proteinas contaminantes. El ADNt extraido
se precipitd, afadiendo un volumen equivalente de ddH;O y dos volumenes de
EtOH al 100% centrifugandose a 3500 rpm durante 30 min a 4°C. Se eliminé el
sobrenadant_e y la pastilla de ADNt se lavé una vez con EtOH al 75% con la
finalidad de eliminar las sales que ayudan a acarrear los acidos nucleicos. La
pastilla de ADNt se deshidraté en un desecador con bomba de vacio durante 5 a
10 min y se resuspendié en 50-150ul de IX TE. Posteriormente se mezclé por

aproximadamente 5 min y se almaceno a 4°C para su posterior procesamiento.

El método DNeasy™ (QIAGEN) utiliza a la enzima proteinasa K para la lisis del
tejido y una membrana de silica-gel para la purificacién del ADN celular. El tejido
se macero ligeramente antes de someterlo a la lisis con la proteinasa K (1-3 hr) y
posteriormente el ADN se adhirié selectivamente a {a membrana de fa columna
del método DNeasy mientras que los contaminantes e inhibidores enzimaticos

fueron lavados. Finailmente el ADNt se recupera, resuspendiéndose en ddH20.

Ampilificacién por PCR de los genes Citocromo by 16S ADNr.

Para llevar a cabo las amplificaciones (PCR: Reaccién en Cadena de la enzima

Polimerasa), se siguid la técnica descrita por Barriga et al., (1995) con las siguientes

modificaciones: Los oligonucleétidos o cebadores universales empleados para
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amplificar los genes citocromo b fueron: cyt B H15149 5'-CCC TCA GAA TGA TAT
TTY TTC TCA-3'(cit B'®) y B-gludg-L L14720 5-TGA CCT GAA RAA CCA YCG
TTG-3" (cit B '*°) (de 24 y 21 nucledtidos, respectivamente) (Palumbi et al., 1991),
estos cebadores contienen de 4166 - 42.82% de GC. Los oligonucleétidos
universales empleados para el gen 16S ADNr fueron: Sar L2150 5-GCG CTG TTT
ATC AAA AAC AT-3’ (16°*) y Sbr H3080 5-CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG T-3’

(165™) de 20 y 22 nucledtidos, respectivamente y contienen de 30 — 50% de GC.

Se utilizaron las enzimas Taq DNA polimerasa (Thermus aquaticus) de Perkin
Eimer™? y Tag DNA polimerasa de QUIAGEN"R siguiendo las recomendaciones de
los proveedores. Las condiciones de la reacciéon fueron: 2 ug tADN, 2.5 ul de
10XPCR amortiguador (100mM Tris HCI pH 8.3, 50M KCL, 0.01% wi/x gelatina), X ul
de ddH;0, 0.5 ul de solucion concentrada de 25mM MgCl, 0.5 ul de 10 mM dNTP’s
[dGTP, dATP, dCTP y dTTP], 5 uM de cada cebador (Citocromo b'**y '** y/o 168
ADNr Sy 50y 0 125 | de Taq polimerasa para un volumen final de 25- 50 ul. Los
ciclos termales de amplificacion para ambos genes consistieron en: la
desnaturalizacion de la doble cadena a 96°C durante 1:30 min, el reconocimiento y
empalme de los oligonucleétidos a la cadena monocatenaria de ADNAa 36°C durante
1:.00 min, y la extension de la cadena complementaria por medio de la Taq
polimerasa a 72°C durante 1:30 min (1 ciclo). A continuacion se aplican 30 ciclos con

las siguientes modificaciones: 95°C/00:45 seg, 36°C/00:30 seg, 72°C/00:45 seg.
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Los fragmentos amplificados se verificaron por electroforesis en geles de agarosa al
0.7%. Los geles se corrieron en el amortiguador 1X TAE (Tris base, acido glacial
aceético y 0.5M EDTA, pH 8.0). Se utilizaron aproximadamente 2 ug del producto
amplificado y 1ul de la soluciéon de tincion de carga (0.25% azul de bromofenol,
0.25% de cianol FF xileno y 15% de Ficoll). Los geles se sometieron a un potencial
eléctrico de 65voltios/40mA durante 30-60 minutos. Posteriormente, el gel se
sumergid en una soluciéon de H,O con 10 mg/ml de bromuro de etidio para visualizar
los fragmentos o bandas de ADN generadas. Se compararon con el marcador
molecular estandar A ladder (2.5 ng), visualizandose en un transiluminador de luz
ultravioleta (UV) de 360nm. La foto-documentacién del corrimiento se realizé6 por
medio del sistema GELDOC programa 1000 (del Laboratorio de Fisiologia Celular de
la Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud, de la Universidad Auténoma

Metropolitana, Unidad lztapalapa).

Para la purificacion del ADN previo al andlisis de su secuencia, se utilizaron los

siguientes productos:

a) Kit USBIOCLEAN® basado en el método de Volgelstein y Guillespie (1979), el cual
permite purificar fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa, acrilamida o de
reacciones de PCR. Utiliza una suspension de fibra de vidrio a la cual se adhiere el

ADN y garantiza una recuperacién del 80% del producto purificado.
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b) El juego de enzimas (Amersham Life Science), el cual utiliza las enzimas
hidroliticas exonucleasa | y la fosfatasa-alcalina de camarén para preparar los
productos bicaternarios de PCR para la secuenciaciéon. Ambas enzimas eliminan el
exceso de desoxinucleécidos trifosfato (ANTPs) y de cebadores residuales por la
amplificacién via PCR, que pueden interferir con los métodos normales de
secuenciacion (ya que estos métodos también hacen uso de cebadores y
nucledtidos). La enzima exonucleasa | elimina residuos de cebadores o cualquier
ADN monocatenario extraino producido por la PCR y la fosfatasa alcalina de camaron

elimina residuos de dNTPs de la mezcla de PCR.

c) Las columnas QIAquick® de QUIAGEN, método que se basa en la utilizacion de
concentraciones adecuadas de sales caotropicas y un determinado pH (<7.5) para la
adsorcion selectiva del 95% del ADN a la membrana de silica gel de la columna. De

esta forma se eliminan las enzimas utilizadas en los pasos antes mencionados.

Secuenciacién Directa.

El analisis de la secuencia de nucledtidos de ios productos amplificados se determiné
de manera directa, utilizando el método y juego de quimicos de la compairia Perkin-
Elmer (PRISM™) Dye terminator Cycle Sequencing Reaction Kit), siguiendo sus
recomendaciones y los cebadores originales de amplificacion (cit B'®* - %y 1685
Sbr

). Las reacciones de secuenciacion se sometieron a electroforesis en geles de

poliacrilamida y fueron leidas de forma automatica en un secuenciador ABI-373
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(Applied Biosystems™). El proceso de secuenciacion se llevé a cabo en la
Universidad de California en Berkeley para el gen cit B y con la ayuda del Dr.
Francisco F. Pedroche y a través de los servicios de Secuenciaciéon de la misma
universidad en Davis. Fragmentos previos de secuencias del gen cit B se obtuvieron
con la colaboracion del laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Medicina
de la Universidad Panamericana y con el apoyo del Dr. Ramos Kuri. Los resultados
obtenidos se analizaron a partir de los electroferogramas y de las secuencias en

texto.

Las secuencias obtenidas para ambos genes se analizaron separadamente y de la

siguiente manera:

a) Se realizd un andlisis de BLASTN (Altschul et al, 1997) para determinar la
veracidad de las secuencias con relacion a secuencias registradas en la base de
datos Genbank de la NCIB (National Center for Biotechnology Information) y

determinar la significancia del alineamiento.

b) Las secuencias verificadas se alinearon en el programa ESEE version 2.0 (Cabot,
1992) con secuencias de referencia. Para ello el gen cit B se tradujo a amino
acidos utilizando el cddigo genético del genoma mitocondrial para vertebrados
(ATA = Met, TGA = Trp y AGA = Ser), utilizandose como referencia las
secuencias parciales del mismo gen para los siguientes ateriniformes:

Atherinomorus ogilbyi (niumero referencia, NR AF031130), Atherinosoma
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microstoma (NR AF031132) y Craterocephalus marjoriae (NR AF031131). Para la
porcion del gen 16S ADNr se utilizé la secuencia de referencia del pez Cyprinus

carpio (NR ).

Las secuencias alineadas se sometieron a un Bootstrap con 1000 replicas y los
resultados se analizaron con los siguientes métodos de distancia genética: 1) Jukes y
Cantor (1969), que asume cambios independientes en todos los sitios con la misma
probabilidad; 2) el modelo de 2-parametros de Kimura (1980), que permite detectar
diferencias entre las tasas de transicion (cambios de purinas a purinas o pirimidinas a
pirimidinas) y tranversion. 3) El modelo DNAML (Felsenstein, 1995) que incorpora
diferentes tasas de transicion y transversion asi como diferencias en las frecuencias
de los cuatro nucledtidos. Los andlisis de distancia genética para nuclebtidos se
llevaron a cabo en el programa DNADist y DNANL, mientras que para analizar la
secuencia de amino acidos del fragmento del gen cit B, se utilizd el programa
ProtDist todos ello incluidos en el paquete PHYLIP (Phylogeny Inference Package,

versién 3.57c) (Felsenstein, 1995).

Las filogenias se infirieron por medio de los siguientes analisis:

1) Parsimonia de ADN (Felsenstein, 1995) el cual genera un arbol sin raiz y utiliza el
método de Fitch (1971) para calcular el nimero de cambios de bases necesarios
para un determinado arbol. Asume que cada sitio y linaje evolucionan de manera
independiente y que la probabilidad de la sustitucibn de una base en un sitio

determinado es pequena con relacién a la longitud en tiempo de las ramas de la
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2)

filogenia. Este modelo también asume que la cantidad de cambios esperados en
las diferentes ramas de la filogenia no varia mucho, por o que dos cambios en
una rama con altas tasas son mas probables que un cambio en una rama con
bajas tasas de cambio. Por otra parte la cantidad de cambios no varia tanto entre
sitios como para que dos cambios en un sitio sean mas probables que un cambio
en otro.

El método de Neighbor-Joining (Felsenstein, 1995), que construye arboles por
medio de la agrupacién de linajes, utilizando tanto la longitud de las ramas como
la union de éstos. Estos arboles no tienen raiz puesto que no asumen un relgj

evolutivo.

64



RESULTADOS Y DISCUSION

DESCRIPCION MORFOMETRICA Y MERISTICA.

De entre los 658 organismos colectados, se identificaron 13 especies y 3
subespecies del género Chirostoma de acuerdo a sus caracteres morfométricos y
meristicos. Doce especies pertenecen al grupo Jordani y solamente cuatro al grupo
Arge (de acuerdo a Barbour, 1973 a). En la Tabla 2 se muestra el nimero de
especies identificadas, el grupo al que pertenecen, numero de organismos por
especie ademas del sitio y las fechas de colecta. Es importante mencionar que
algunas de las especies colectadas fueron encontradas en sitios no registrados
previamente: por ejemplo, individuos de las especies C. estor (14 ejemplares) y C. .
copandaro (5 ejemplares) fueron colectados como juveniies en el Lago de Chapala.
Por otro lado, de acuerdo a los datos reportados previamente por ofros autores,
ejemplares de C. lucius fueron capturados en el lago de Patzcuaro (7 organismos) y
en la Laguna de Zacapu (3 ejemplares). La especie C. humboldtianum se encontrd
en los lagos de Patzcuaro (48 organismos), Chapala (6 organismos) y Zirahuén (29
organismos), ademas de la laguna de Zacapu, Michoacan. La identificacién de estas
especies fue verificada por el Candidato a Doctor Joel Paulo Méya del laboratorio de
Ictiologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico

Nacional (ENCB-IPN).
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A continuacion se presenta la descripcion de las 13 especies y 3 subespecies
resultado de este trabajo. Los valores minimos y maximos de los caracteres
determinantes en la identificacion de cada una de las especies analizadas se

comparan con los reportados por Barbour (1973 a) y se discuten las diferencias.

Grupo Jordani (Barbour, 1973a).

Chirostoma consocium (Jordan y Hubbs, 1919).

Nombre comun: Charal de aleta larga, Longfin silverside (Mayden et al., 1992)

Son organismos cuya mandibula inferior se proyecta un poco y presenta dientes
pequefios (Figura 3). Las escamas de la linea lateral tienen canales. La especie
presentd valores similares a los intervalos de C. chapalae. Sin embargo el numero de
escamas predorsales fue mas alto (43-73 contra 29-61), lo que permitié diferenciarla
de la anterior. Presentd de 52-72 escamas de la serie longitudinal, 20-26
branquiespinas y las siguientes distancias como porcentajes de la longitud patrén:
del hocico a la segunda aleta dorsal 68.22-68.9, longitud cefalica 20.7-31.9, longitud
del hocico 7-11.5 y altura minima 8.6-9.3. Estos intervalos fueron similares a los
reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 3). La dificultad para distinguir a ésta especie
de C. chapalae ya ha sido anteriormente tanto a nivel alozimatico (Echelle y Echelle,
1984) como morfométrico, con la utilizacién del aparato mandibular de ambos taxa
(Enriquez y Paulo-Maya, 1997, Paulo-Maya, 2000). Dicho aparato mandibular es

utilizado actualmente como caracter determinante en otras especies del género.
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Tabla 3. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. consocium.

Caracteres 1(N=92) 2 (N* = 145)
Escamas serie longitudinal 52-72 (60.4) 52-68 (N.D)
Escamas predorsales 43-73 (53) 43-79 (N.D)
Branquiespinas 20-26 (23) 24-29 (N.D)
Hocico a 2da aleta dorsal* 68-68.9 (67.3) 63.4-66.7 (N.D)
Longitud cefalica® 20.7-32 (25.8) 24.4-28 (N.D)
Longitud del hocico* 7-11.5 (8.8) 7.2-9.5 (N.D)
Altura minima* 8.6-9.3 (9.7) 8.2-9.8 (N.D)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); =expresados como porcentajes de la longitud patrén. Valores
promedio en paréntesis. N = tamafio de muestra. N* = tamafio de muestra promedio. N.D = no

disponible.

Figura 3. Fotografia de C. consocium. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma consocium reseratum (Alvarez, 1963).

Nombre comun: no presenta

Presentan dientes pequefios y en bandas. Morfoldgicamente, la especie (Figura 4) se
translapo con C. consocium y con C. humboldtianum, 1o que dificulté su separacion.
Sin embargo, se diferenci6é de la especie nominal por presentar menor nimero de
escamas predorsales (37-54 contra 43-73) y base de la aleta anal mas corta (14-22
contra 13-26). En relaciéon con C. humboldtianum presentd menor numero de
branquiespinas (15-26 contra 19-32) y distancia menor del hocico al origen de la
aleta pélvica (20-44.4 contra 46-64.9) en porcentaje de la longitud patrdn; longitud
postorbital mas corta (7-11 contra 8-27 mm), hocico mas corto (5-9 contra 6-22 mm)
y base de la aleta anal mas corta (14-22 contra 14-44 mm). Los intervalos tanto
meristicos como morfométricos se encuentran dentro de los reportados por Barbour

(1973 a) (Tabla 4), excepto, la longitud de la base de la aleta anal.

Tabla 4. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. ¢. reseratum.

Caracteres 1 (N=12) 2(N*=172)
Escamas predorsales 37-54 (43.3) 33-56 (42.4)
Rayos aleta anal 19-22 (20.9) 16-21 (18.0)

Longitud base aleta anal* 14-22 (17.08) 20.2-30 (21.4)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patréon.

Valores promedio en paréntesis. N = tamafo de muestra. N* = tamafo de muestra promedio. N.D = no

disponible.
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Figura 4. Fotografia de C. c. reseratum. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.

Chirostoma chapalae (Jordan y Snyder, 1899).

Nombre comun: Charal de Chapala, Smalimouth silverside (Mayden, et al. 1992)

Presenté las escamas de la serie longitudinal con canales. La especie (Figura 5)
presentd intervalos similares a los de C. consocium. Sin embargo se diferencio de
ella por presentar promedios mas bajos en: nimero de escamas predorsales (29-61,
=41.4 contra 43-73, X=53), longitud mandibular (6-10, X=6.9 contra 6-12, }=7.84),
pedunculo caudal mas angosto (5-9, X(= 6.34 contra 5-10, ¥=6.9) y cabeza mas corta
(11-29, X=16.2 contra 14-28, X=18.4). Tanto los valores meristicos como los
morfométricos de la especie se encontraron fuera de los intervalos reportados

Barbour (1973 a) (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos v meristicos

determinantes en C. chapalae.

Caracteres 1 (N=53) 2 (N* = 86)

Escamas serie longitudinal ~ 45-66 (55.2) 44-55 (49.7)

Escamas predorsales 29-61 (41.4) 29-49 (37.1)
Branquiespinas 20-25 (22.3) 25-29 (36.9)
Longitud cefalica* 18-31.8 (24.8)  23.8-25.5 (24.5)
Longitud mandibular* 9.5-125(10.6) 8.6-9.4 (8.9)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patron.
Valores promedio en paréntesis. N = tamario de muestra. N* = tamafio de muestra promedio. N.D = no

disponible

Figura 5. Fotografia de C. chapalae. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma estor (Jordan, 1879).
Nombre comun: Pez blanco, Pike silverside (Mayden, et al. 1992), Kurucha urapiti

(P'urhépecha, Chacén et al., 1991)

La especie ha sido descrita como Lethostole estor (Jordan y Evermann, 1896-
1900:792, fide: Barbour, 1973a), Atherinichthys albus (Steindachner, 1849:148, fide:
Barbour, 1973a), Chirostoma album (Jordan y Zinder, 1899:146, fide Barbour,
1973a), Chirostoma estor var. pacanda por De Buen (1940a: 306), Chirostoma estor
var. tecuena (De Buen, 1940a: 306). En el presente trabajo, fueron los organismos
con mayor longitud patréon (273 mm). Tienen una cabeza grande, triangular y la
mandibula inferior se proyecta dejando ver los pequefios dientes de la porcion
anterior de la mandibula (Figura 6). Presenté de 50-90 escamas predorsales, 20-28
branquiespinas y los siguientes valores como porcentajes de la longitud patron:
distancia hocico a 12 aleta dorsal de 52.2-60.4, distancia hocico al origen de pélvica
41.4-50.5, distancia postorbital de 11.3-14.9, hocico 9.6-12.7, altura minima 9.6-7.2 y
longitud base aleta anal de 17.9-22.9. Los intervalos en general se encontraron

dentro de los minimos reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. estor.

Caracteres 1 (N = 39) 2 (N*=210)
Escamas predorsales 50-90 (62.8) 56-108 (49.3)
Branquiespinas 20-28 (23.9) 23-28 (25.2)
Hocico a 1? aleta dorsal* 52-60.4 (55.2) 64.1-67.8 (53.8)

Distancia hocico a origen pélvica* 41-50.5 (46.8) 44.1-51.3 (N.D)

Distancia postorbital® 11.3-14.9 (13) 13.6-16.2 (N.D)
Longitud del hocico* 9.6-13 (10.5) 10.5-12.3 (11.4)
Altura minima* 7.2-9.6 (8.1) 7.3-8.2 (N.D)
Longitud base aleta anal* 17.9-22.9 (14) 16.1-21 (N.D)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a), *=expresados como porcentajes de la longitud patrén.
Valores promedio en paréntesis. N = tamario de muestra. N* = tamario de muestra promedio. N.D = no

disponible.

Figura 6. Fotografia de C. estor. En la parte superior izquierda se presenta detalle de

la cabeza.
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Chirostoma estor copandaro (De Buen, 1945).

Nombre comun: no presenta

La especie fue reconocida como C. estor pacanda por Alvarez (1970:124) y tiene alta
similitud morfoldgica (Figura 7) con C. estor pero en el presente trabajo mostrd
intervalos minimos y maximos menores que la especie nominal en los siguientes
caracteres (como porcentajes de la longitud patron): longitud mandibula (11.7-13.2
contra 12.2-15.3), distancia hocico a 1a aleta dorsal (53-60 contra 52.2-60.4), menor
namero de escamas en serie longitudinal (51-73 contra 55-74) y mayor numero de
escamas predorsales (54-75 contra 50-90). Aunque a esta especie se le considera
como endémica del Lago de Zirahuén, los organismos del presente trabajo fueron

colectados en los lagos de Chapala y Patzcuaro.

Figura 7. Fotografia de C. e. copandaro. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma grandocule (Steindachner, 1894).
Nombre comun: "Charal blanco” de Patzcuaro (Solérzano, 1962), Chakuami
(P'urhépecha, Chacén et al., 1991), Charal ojo grande, bigeye silverside (Mayden, et

al. 1992)

Descrito por primera vez por Steindachner (1894, fide: Barbour, 1973a) como
Atherinichthys grandoculis (De Buen, 1945), es endémico del Lago de Patzcuaro.

De los caracteres observados en esta especie (Figura 8) sobresale el numero de
branquiespinas, ya que es el valor mas alto dentro del género (28-33, (=29.19)
caracteristica que ha sido reportada para la especie desde sus primeras
descripciones. Presenta los siguientes intervalos en caracteres meristicos: escamas
serie longitudinal 52-69, escamas predorsales 29-62, rayos de la aleta anal 18-22 y
los siguientes rangos en caracteres morfomeétricos expresados como porcentajes de
longitud patrén: altura minima 5-7.5, altura segunda dorsal 15.8-16.2, altura aleta
anal 16.6-19.1, longitud cefalica 21.4-33.9, longitud mandibular 8.66-11.9 y distancia
del hocico a 12 aleta dorsal 44.23-59.33. Las diferencias entre los valores estimados
como porcentajes de la longitud patrén en el presente estudio y lo reportado por
Barbour (1973 a) (Tabla 7), se deben principalmente a las diferencias en la LS

promedio.
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Tabla 7. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos
determinantes en C. grandocule.

Caracteres 1 (N = 205) 2 (N*=190)
Escamas serie longitudinal 52-69 (59.8) 58-77 (66.5)
Branquiespinas 28-33 (29.4) 28-34 (31.5)
Rayos aleta anal 18-22 (21.0) 18-22 (19.8)
Altura minima* 5-7.5(8.6) 7.3-8.1 (N.D)

Altura 2da aleta dorsal* 15.8-16 (16.2) 13.3-14.8 (N.D)

Altura aleta anal* 16.6-19 (17.4) 13.8-16.2 (14.8)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patrén.
Valores promedio en paréntesis. N = tamafio de muestra. N* = tamafo de muestra promedio. N.D = no

disponible.

_

Figura 8. Fotografia de C. grandocule. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835).
Nombre comun: Charal de Xochimilco (Martin del Campo, 1955), Charal de aleta

corta, Shortfin silverside (Mayden, et al. 1992)

Inicialmente descrita como Atherina vomerina (Valenciennes, 1835:481, fide:
Barbour, 1973%), Atherinichthys humboldtii (Gunther, 1861:404, fide. Barbour, 1973
a), Atherina fontialis (Chazaro, 1884:80), Chirostoma regani (Jordan y Hubbs, 1919),
Chirostoma bartoni (De Buen, 1943:214), Chirostoma bartoni bartoni (De Buen,
1941c:.7), Chirostoma breve (Regan, 1906-1908:51), Eslopsarum regani (De Buen,
1945:509), Chirostoma ocampoi (Alvarez, 1963a:197). La especie tiene un hocico
subtriangular con la mandibula inferior ligeramente proyectada (Figura 9), poseen
dientes pequefios, en bandas y ocasionalmente presentan dos o tres en el vémer.
Presentd escamas de la serie longitudinal 42-78, predorsales 25-55, branquiespinas
19-28 vy los siguientes valores como porcentajes de longitud patron: distancia hocico
al origen pélvicas de 38.7-49.13, longitud postorbital 9.52-13.71, hocico 7.0-11.25 y
base aleta anal de 9.3-19.0. Los intervalos meristicos con excepcion de las escamas

predorsales se encuentran dentro de los reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. humboldtianum.

Caracteres 1 (N = 89) 2 (N*=972)
Escamas serie longitudinal 42-78 (63.2) 43-73 (59.7)
Escamas predorsales 25-75 (47.13) 25-40 (36.7)
Branquiespinas 19-32 (24.3) 19-28 (23)
Distancia hocico a pélvicas* 38.7-49 (43.7) 40.9-51.2 (44)
Longitud postorbital* 9.5-13.7 (11.6) 12.2-16.8 (13.8)
Longitud hocico* 7-11.2 (8.9) 8.4-13.4 (10)
Longitud base aleta anal* 9.3-19 (14.8) 17.1-22.2 (19.4)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patron.
Valores promedio en paréntesis. N = tamarfio de muestra. N* = tamafio de muestra promedio. N.D = no

disponible.

Figura 9. Fotografia de C. humboldtianum. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma jordani (Woolmanm, 1894).
Nombre comun: Yacapitzahuac (Martin del Campo 1955), “Mesa silverside” (Mayden

et al. 1992).

Descrito por primera vez como C. brasiliensis por Jordan (1879:299, fide: Barbour,
1973a). Presenta una serie de escamas en la linea lateral con poros o canales
predominando los poros (Figura 10); las escamas de las partes laterales del cuerpo
con bordes completos. El hocico es pequefio, oblicuo (Figura 10), presenta los
dientes en una o dos hileras o en una banda angosta de los premaxilares y en dos
hileras 0 en una banda amplia en los dentarios y estan ausentes en el vomer y los
palatinos. De las especies analizadas, ésta fue la que presentd el menor numero de
escamas de la serie longitudinal 34-41, predorsales 17-24 y branquiespinas (18-20,
%=19.1). Ademas destacan los siguientes valores expresados como porcentaje de la
longitud patréon: hocico de 5.6-9.52, longitud pedunculo caudal 18.18-26.92, altura
segunda dorsal 14.3-19.6, base aleta anal 13.3-22.2. Tanto los valores descriptivos
meristicos y morfomeétricos (expresados como porcentaje de la longitud patron) se
encontraron dentro de los rangos reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 9). Los
organismos se encontraron en el Lago de Cuitzeo, Michoacan y en la Presa Ignacio

Allende, en Guanajuato.
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Tabla 9. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. jordani.

Caracteres 1(N=239) 2 (N*=2708)
Escamas serie longitudinal  34-41 (38.3) 36-48 (40.3)
Branquiespinas 18-20 (19.1) 14-22 (18.7)
Longitud hocico* 5.6-9.52 (7.4) 4.8-9.8 (N. D)

Longitud pedunculo caudal* 18.2-26.9 (22) 18.6-26.2 (N. D)
Altura 2da. dorsal* 14.3-19.6 (19) 13.4-22.2 (18.3)

Longitud base aleta anal*  13.3-22 (18.9) 18-32.4 (N. D)

t=presente trabajo; 2= Barbour (1973a), *=expresados como porcentajes de la longitud patrén.
Valores promedio en paréntesis. N = tamafio de muestra. N* = tamafo de muestra promedio. N.D = no

disponible

Figura 10. Fotografia de C. jordani. En la parte superior izquierda se presenta detalle

de la cabeza y en la superior derecha detalle de las escamas de la linea lateral.
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Chirostoma lucius (Boulenger, 1900).

Nombre comun: Charal de la laguna, “Longjaw silverside” (Mayden et al. 1992).

Reconocido como sinonimia de C. ocotlanae (Jordan y Snyder 1899, fide: Barbour,
1973a) ya que no se han encontrado caracteres que los puedan diferenciar. Se
caracteriza por presentar una mandibula inferior mas proyectada que la superior
(Figura 11). Presento los siguientes valores meristicos: escamas predorsales 50-104
y escamas interdorsales 8-16 y los siguientes valores como porcentaje de la longitud
patrén: hocico 8.6-11.8, mandibula 8.3-15.3 y una altura minima de 6.53-8.16. Estos
valores se encuentran dentro de los intervalos reportados por Barbour (1973 a)
(Tabla 10). La especie presentd valores muy similares a los obtenidos para C.
sphyraena pero se diferencié de ésta por presentar menor numero de escamas
interdorsales (8-16 contra 13-19) y mayor altura de la segunda aleta dorsal (como
porcentaje de la longitud patrén, 11.2-11.4 contra 15.8-16.5). La especie ademas de
colectarse en el Lago de Chapala también fue encontrada en el Lago de Patzcuaro,
Michoacan y en el Centro Acuicola de Zacapu, Michoacan. Se encontrd en

densidades bajas en los lagos de Chapala y Patzcuaro.
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Tabla 10. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. lucius.

Caracteres 1(N=19) 2 (N*=75)
Escamas predorsales 50-104 (72.16) 20-117 (N. D)
Escamas interdorsales 8-16 (12.37) 6-17 (N. D)
Longitud hocico* 8.6-11.8 (10.3) 10.5-12.5 (N. D)
Longitud mandibula® 8.3-15.3 (12.9) 13.1-17.9 (N. D)
Altura minima* 6.53-8.16 (8.0) 8.3-9.2 (N. D)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patron.

Valores promedio en paréntesis. N = tamafio de muestra. N* = tamafio de muestra promedio. N.D = no

disponible

.

Figura 11. Fotografia de C. lucius. En la parte superior izquierda se presenta detalle

de la cabeza.
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Chirostoma patzcuaro (Meek, 1902).
Nombre comun: Charal pinto (Martin del Campo, 1955), Kuerepo (P’urhépecha,

Chacon-Torres et al., 1991), “Patzcuaro silverside” (Mayden et al. 1992).

Son organismos endémicos del Lago de Patzcuaro, Michoacan. Los ejemplares
presentaron escamas con margenes lacinadas; el cuerpo es esbelto y la cabeza de
subtriangular a triangular (Figura 12). Presentan dientes pequefios y en bandas y
estan ausentes en el vOmer o palatinos (Barbour 1973 a). Se caracterizd por
presentar 54-59 escamas de la serie longitudinal, 25-34 escamas predorsales, 15-19
rayos aleta anal, de 24-27 branquiespinas y los siguientes intervalos de valores
morfomeétricos expresados como porcentaje de la longitud patrén: longitud cefalica
22.3-25, didmetro del o0jo 6.3-6.8, longitud de la mandibula 8.2-11.7 y longitud de la
base de la aleta anal 13.0-16.6. Estos intervalos se encontraron dentro de los
reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 11). La especie fue encontrada en muy raras
ocasiones en el lago de Patzcuaro y de acuerdo con otros autores (Rojas et al.,
1992; Jiménez y Gracia, 1995) se encuentra en la actualidad en densidades bajas,

por lo que se considero que deberia incluirse dentro de la NOM-059-ECOL-1984.
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Tabla 11. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. patzcuaro.

Caracter 1(N= 3) 2 (N* = 15)
Escamas serie longitudinal 54-59 (57) 52-63 (N. D)

Escamas predorsales 25-34 (30.3) 24-34 (N. D)
Rayos aleta anal 15-19(17.3) 15-18 (N. D)
Branquiespinas 24-27 (25) 23-29 (N. D)
Longitud cefalica* 22.3-25(23.9) 24.5-25.9(N. D)
Diametro del ojo* 6.3-6.9 (6.8) 5.6-6.1(N.D)
Longitud mandibula* 8.2-11.7 (9.8) 8.8-9.9(N. D)

Longitud base aleta anal* 13-16.6 (14.8) 16.6-20.6 (N. D)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a), *=expresados como porcentajes de la longitud patrén.

Valores promedio en paréntesis. N = tamaro de muestra. N* = tamafio de muestira promedio. N.D = no

disponible

Figura 12. Fotografia de C. patzcuaro. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma promelas (Jordan y Snyder, 1899).
Nombre comun: Pico negro (Guzman, 1995), Charal boca negra, “Blacknose

silverside” (Mayden et al. 1992).

Descrito como Otalia promelas por De Buen (1945:529). Se caracterizd por presentar
una cabeza triangular; el hocico pigmentado de negro ademas de ser largo y
puntiagudo (Figura 13), dientes largos, en bandas, dirigidos posteriormente vy
ausentes en vomer y palatinos. Se relaciona con C. sphyraena, pero presenta
mandibula mas corta. Esta especie presentd valores en el nimero de escamas
predorsales (45-84 1(=56.7) muy parecidos a los valores de C. estor (50-90 ¥=62.8),
sin embargo tuvo un promedio mayor que ésta ultima en la distancia del hocico a la
primera aleta dorsal (52-59, )= 57 contra 50.4-60.2 %=55.6) que permitié distinguirlo.

Esta especie se encuentra, ocasionalmente en tallas aduitas en el lago de Chapala.

Figura 13. Fotografia de C. promelas. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma sphyraena (Boulenger, 1900).

Nombre comun: Charal boca grande, “Bigmouth silverside” (Mayden et al. 1992).

Descrito por primera vez como C. diazi (Jordan y Snyder 1899:137, fide Barbour,
1973a) y como C. lermae (Jordan y Snyder 1899:142, fide Barbour, 1973a). Son de
cuerpo delgado y con forma de barracuda, con cabeza grande vy triangular (Figura
14). Tienen un hocico puntiagudo, dientes grandes y en forma de caninos presentes
en bandas en los premaxilares y en dos o tres hileras irregulares en los dentarios.
Los dientes de la hilera mas externos son de mayor tamafio y se encuentran
ausentes en el vomer y los palatinos. Presentd escamas de la serie longitudinal 58-
76, escamas interdorsales 13-19, branquiespinas 21-26 y los siguientes valores
expresados como porcentajes de la fongitud patrén: hocico 9.7-11.8 y mandibula 8.9-
14.5. A pesar su similitud con los valores obtenidos para C. lucius, C. sphyraena se
distinguié de aquella por presentar un mayor numero de escamas interdorsales (13-
19, ¥=16.3 contra 8-16, (=12.37) y mayor altura de la segunda aleta dorsal (como
porcentaje de la longitud patron) (15.8-16.5, 1=14.3 contra 11.2-11.4, %=12.9). Los
intervalos de los valores descriptivos de esta especie se encuentran dentro de los
reportados por Barbour (1973a) (Tabla 12). Esta especie al igual que sus con-
géneros peces blancos C. promelas, C. lucius y C. estor del Lago de Chapala, se
encuentra en la actualidad en densidades muy bajas como adultos, debido
principalmente a que el esfuerzo pesquero es ejercido sobre las tallas juveniles de
estas especies las cuales son equivalentes a las de los charales. No permitiéndose el

reclutamiento de eso cohortes a la poblacidén adulta.
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Tabla 12. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. sphyraena.

Caracteres 1(N=12) 2(N*=77)
Escamas serie longitudinal 58-76 (64.3) 56-11 (N. D)
Escamas interdorsales 13-19 (16.3) 8-29 (N. D)
Branquiespinas 21-26 (23.5) 23-28 (N. D)
Longitud hocico* 9.7-11.8(10.4) 10.2-12.9(N. D)
Longitud mandibuia*® 8.9-14.5 (12.9) 12.6-15.2(N. D)

1=presente trabajo, 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patron.
Valores promedio en paréntesis. N = tamario de muestra. N* = tamario de muestra promedio. N.D = no

disponible

Figura 14. Fotografia de C. sphyraena. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Grupo Arge

Chirostoma attenuatum (Meek, 1902).
Nombre comun: Charal prieto, kuerepo turipiti (P’'urhépecha, Martin del Campo,

1955), “Slender silverside” (Mayden et al. 1992).

Es una especie endémica del Lago de Patzcuaro y gran controversia dentro del
género ya que ha sido sometida a varias revisiones taxonémicas. Meek (1902), la
describe por primera vez como C. attenuatum. Al mismo tiempo que describe a otra
especie del mismo lago, C. patzcuaro. Posteriormente, Regan en 1908 (fide:
Solérzano 1961) la describe como C. bartoni (Jordan y Everman 1896). De Buen
(1940), considera los trabajos descritos por Meek (1902) y concluye que C.
attenuatum y C. patzcuaro son sinonimias. En 1940 (a) De Buen, propone que las
dos especies descritas por Meek son los extremos de la variacidon de una sola
especie (C. bartoni) y propone tres variedades: C. bartoni var. attenuatum, C. bartoni
var. janitzio y C. bartoni var. patzcuaro. En 1941 el mismo autor incluye a esas
variedades dentro de la sinonimia C. bartoni. Martin del Campo (1940), por otro lado
considera que las especies C. bartoni y C. patzcuaro constituyen los extremos de
variacion de C. regani (reportada por Jordan y Hubbs, 1919 para Xochimilco). De
Buen (1945), por su parte excluye a C. regani del Lago de Patzcuaro y sugiere la
segregacion del género Chirostoma sp., en géneros y subgéneros, rehabilitando la
nomenclatura propuesta por Jordan y Evermann en 1896. Sin embargo, Shultz

(1948) refuta la desmembracién propuesta por De Buen, ya que segun el autor ésta
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no establece una separacion bien definida entre géneros y subgéneros.
Posteriormente, Solérzano (1961) realiza una descripcion detallada de las dos
especies descritas con anterioridad por Meek y considera que cinco valores
meristicos (escamas en serie longitudinal y predorsales, numero de branquiespinas,
radios de la aleta anal y vértebras), son suficientes para separar a estas especies.
De acuerdo con Barbour (1973 a), esta especie se distribuye exclusivamente en los
lagos de Patzcuaro (C. attenuatum) y Zirahuén (C. attenuatum zirahuen). En el
presente trabajo, C. attenuatum (Figura 15) present6 los siguientes intervalos en sus
caracteres meristicos: escamas de la serie longitudinal 41 a 50, escamas predorsales
18 a 25 y branquiespinas 20 a 22. Ademas mostré los siguientes intervalos en
caracteres morfométricos, expresados como porcentajes de la longitud patron: de
distancia hocico a 12 aleta dorsal (43.9-60.6, (=47.7), longitud del pedunculo caudal
(19.4-29.0, (=25.9). Los intervalos de los caracteres meristicos se encontraron dentro
de los reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 13) excepto por las medidas
expresadas como porcentaje de la longitud patrén en donde se observaron valores

mas altos en el presente trabajo. Se encontré solamente en el Lago de Patzcuaro.
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Tabla 13. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. attenuatum.

Caracteres 1(N=17) 2 (N*=43)
Escamas serie longitudinal 41-50 (45.9) 43-51 (46.4)
Branquiespinas 20-22 (20.5) 20-24 (22)
Hocico a 1? aleta dorsal* 43.9-61 (47.7) 43.1-46.2 (44.6)
Longitud peduncuio caudal*® 19.4-29 (25.9) 26.6-30.2 (N. D)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a), *=expresados como porcentajes de la longitud patrén. Valore
promedio en paréntesis. N = tamafio de muestra. N* = tamafioc de muestra promedio. N.D = no

disponible

Figura 15. Fotografia de C. attenuatum. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.
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Chirostoma attenuatum zirahuen (Meek, 1902).

Nombre comun: no presenta

Son endemicos del Lago de Zirahuén. Tienen un cuerpo esbelto y cabeza
subtriangular (Figura 16), dientes pequefios en dos hileras irregulares o bandas
angostas y no presentes en el vémer o palatinos. Nuestros resultados muestran que
C. attenuatum zirahuen se distinguié de su forma nominal C. a. attenuatum por
presentar mayor nimero de escamas de la serie longitudinal (53-71 contra 41-50) y
mayor niumero de escamas predorsales (22-45 contra 18-25), lo cual concuerda con
lo reportado por Barbour (1973 a) (Tabla 14), asi como una distancia del hocico a Ia
12 dorsal (como porcentaje de la longitud patrén) que aunque mayor (37-51 contra

43.9-60.6), también se encuentra dentro de las que maneja Barbour (1973 a).

Tabla 14. Comparacidn de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. a. zirahuen

Caracteres 1(N=37) 2 (N*=1095)

Escamas serie longitudinal 53-71 (60.3) 48-70 (58.1)
Escamas predorsales 22-45 (26.3) 19-32 (25.2)

Hocico a 12 aleta dorsal* 37-51 (38.7) 44.4-48.9 (46.6)

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patrén.

Valores promedios en paréntesis. N = tamario de muestra. N* = tamafio de muestra promedio.
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Figura 16. Fotografia de C. a. zirahuen. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza.

Chirostoma labarcae (Meek, 1902).

Nombre comun: Charal de la Barca, “Sharpnose silverside” (Mayden et al. 1992).

Descrito por Regan (1906-08:59, fide: Barbour, 1973a), como C. breve y por DeBuen
(1945:503 1946a:; 277, 1946b: 114, fide. Barbour, 1973a) como Eslopsarun labarcae.
Tienen cabeza triangular (Figura 17), escamas de la region predorsal lacinadas y de
la linea lateral con canales (Figura 17), hocico en punta, dientes de pequefios a
grandes, en hileras irregulares o bandas. Se caracterizé6 por presentar de 42-49
escamas de la serie longitudinal, de 16-17 branquiespinas, escamas de la regién
predorsal lacinadas y las de la linea lateral con canales. Ademas presentd los

siguientes valores expresados como porcentaje de la longitud patrén: pedunculo
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caudal 18-20.8, altura de pectorales 21.3-22, base aleta anal 15-19.4, longitud
cefalica 22.9-26.5 y hocico 8.1-9.3. Valores que también se encuentran dentro de los
intervalos reportados por Barbour (1973 a) (Tabla 15). Cabe destacar que esta
especie se encontrd ocasionalmente en el lago de Chapala y con anterioridad ya ha
sido considerada como rara por otros autores, por lo que es imperativo que se

incluya en la NOMHO5S-ECOL-1984.

Tabla 15. Comparacién de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. labarcae.

Caracteres 1 (N=5) 2 (N* = 146)
Escamas serie longitudinal  42-49 39-47 (4.27)
Branquiespinas 16-17 15-20 (17.4)

Longitud pedunculo caudal* 18-20.8 (19.2) 16.5-21.1 (N.D)
Altura aletas pectorales * 21.3-22 (21.8) 19.4-22.8 (N.D)
Longitud base aleta anal* 15-19.4 (17.4) 21.7-28.3 (N.D)
Longitud cefalica* 22.9-26 (24.8) 23.5-27.1 (25.4)

Longitud hocico* 8.1-9.3 (8.8) 8.3-9.9 (9)

1=presente trabajo, 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de la longitud patrén.
Valores promedio en paréntesis. N = tamarfio de muestra. N* = tamafio de muestra promedio. N.D = no

disponible.
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Figura 17. Fotografia de C. labarcae. En la parte superior izquierda se presenta

detalle de la cabeza y en superior derecha detalle de escamas con canales.

Chirostoma riojai (Solérzano y Lépez, 1965).

Nombre comun: Charal del Alto Lerma, “Toluca silverside” (Mayden, et al. 1992).

Caracterizada como C. bartoni por Evermann y Goldsborough [(1901:52), Meek
(1902:112), (1904:172); Regan (1906-08:58) Jordan y Hubbs (1919:72); DeBuen
(1940:49) fide: Barbour, 1973a ], como C. bartoni bartoni por Alvarez (1956:100),
1970:124 y Alvarez y Cortés (1962:123) y como Elopsarum bartoni bartoni por De
Buen (1945:506, 1946:114). Tienen dientes pequefios (Figura 18) y tuvo similitud de
sus intervalos con los de C. jordani; pero C. riojai se diferencié por presentar
intervalos superiores en todos los caracteres. Presenta de12-18 branquiespinas, 10-

16 rayos anales y los siguientes valores morfométricos expresados como porcentaje
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de la longitud patrén: de 44.3-48.5 distancia predorsal y un diametro del ojo de 4.9-
5.0 (Tabla 16). Los ejemplares colectados en la Laguna de Santiago Tilapa, Estado

de México fueron donados por el Candidato a Doctor Joel Paulo-Maya (ENCB-IPN).

Tabla 16. Comparacion de intervalos de caracteres morfométricos y meristicos

determinantes en C. riojai.

Caracteres 1 (N =10) 2 (N* = 168)
Branquiespinas 12-18 (14.1) 12-18
Rayos aleta anal 10-16 (13.1) 10-16
Hocico a 12 aleta dorsal* 44.3-48.5 (47) 45.2-48.4
Diametro del ojo* 4.9-5.0 (5.4) 5.1-6.0

1=presente trabajo; 2= Barbour (1973a); *=expresados como porcentajes de fa longitud patron.
Valores promedio en paréntesis. N = tamano de muestra. N* = tamario de muestra promedio. N.D = no

disponible.

Figura 18. Fotografia de C. rigjai. En la parte superior izquierda se presenta detalle

de la cabeza.
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Las diferencias observadas en los valores minimos y maximos de la mayoria de los
caracteres descriptivos de las especies de charales y tallas juveniles de especies de
peces blancos entre el presente estudio y aquellos reportados por Barbour (19874a)
pudieron deberse a tres factores principalmente: 1) a la imprecision en la medicion,
ya que en el presente estudio se utilizd un vernier manual y en el caso de
organismos muy pequenos el error es mayor; 2) a las diferencias en el tamafo de
muestra y a las ‘clases de edad’ utilizadas entre ambos trabajos y 3) a diferencias
reales entre las poblaciones analizadas por Barbour (1984a) incluyendo los tipos y
las colectadas en el presente trabajo, lo cual representa un periodo amplio de tiempo
(de mas de tres décadas). Este ultimo factor puede argumentarse con ios cambios
observados y reportados por Barriga-Sosa et al., (en prep.) en poblaciones de C.
grandocule del Lago de Patzcuaro, en donde se sugiere que pueden detectarse
diferencias morfoldgicas y genéticas entre sitios y entre afos. Los autores mencionan
que las diferencias morfoldgicas entre sitios se observaron en los siguientes
caracteres: diametro del ojo, alturas de la segunda aleta dorsal y de la aleta pélvica,
longitudes de la mandibula, del hocico, pedunculo caudal y de la base de la aleta
anal. Ademas de las distancias del hocico a la segunda aleta dorsal, pre-pélvica y

postorbital.

Con relacién al caracter longitud total (LT), en la Tabla 17 se muestran las diferencias
entre las trece especies y tres subespecies identificadas para el género Chirostoma.
Se presenta, el numero de muestra por especie identificada, la talla promedio por

especie (X), varianzas y rangos de tallas (LS Minima y Maxima en mm). Los
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promedios de talla de cinco especies y una subespecie de peces blancos (125.45 —
187.30 mm) caen dentro de los valores minimos observados por otros autores (165
mm, Barbour 1973a, Alaye 1993a). De igual manera los valores promedio,
observados en la talla de las especies de charales (50.54 — 83.33 mm) caen dentro
de los reportados por otros autores (45 —160 mm, Barbour 1973a, Alaye 1993a,

Sanchez 1992).

Sin embargo, es importante mencionar que la mayoria de las especies de peces
blancos tanto en el Lago de Chapala como en el Lago de Patzcuaro, se presentan en
la actualidad en densidades muy bajas, ya que en su mayoria son capturadas en la

pesca “‘comercial” como charales.

Las pruebas de normalidad y homocedasticidad mostraron que la mayoria de los
datos tanto morfométricos como meristicos presentan una distribucién normal y
varianzas semejantes, por lo que para el andlisis univariado no se hizo ningun tipo de

transformacion.
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Tabla 17. Tallas promedio (mm), maximas y minimas de la longitud patrén de las

trece especies y tres subespecies estudiadas.

Especies N X Varianza Min. Max. E.E

C. attenuatum attenuatum 17 67.53 14.39 62 75 0.93
C. attenuatum zirahuen 37 81.35 64.07 68 102 1.51
C. consocium consocium 92 71.15 80.37 58 107 1.15

C. consocium reseratum 12 70.33 87.15 61 a5 7.42

C. chapalae 53 6550 19.83 55 91 1.11
C. estor estor 39 1599 2360.00 83 278 880
C. estor copandaro 13 108.5 2364 91 144 4.96
C. grandocule 206 68.86 24.13 60 83 0.54
C. humboldtianum 89 1074 75086 74 225 3.16
C. jordani 39 5054 27.20 42 61 0.91
C. labarcae 5 72.20 250.7 61 100 88.6
C. lucius 19 1439 2129.00 98 245 11.74
C. patzcuaro 3 83.33 1213 72 94 5.48
C. promelas 12 110.8 5406 77 139 2.95
C. nojai 10 699 3299 61 80 1.49
C. sphyraena 12 1069 1699 82 127 4.46
Total 658

N= nimero de muestra; = media; E.E.= error estandar.
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ANALISIS UNIVARIADO.

Las 13 especies y 3 subespecies incluidas en este estudio muestran tanto para los
caracteres morfométricos como para los meristicos, coeficientes de variacion (SDA( x
100) que van de 27.5 al 103% y de 8.5 al 43.4% para los caracteres morfométricos y
meristicos respectivamente (Tabla 18). El caracter morfométrico mas variable, altura
aleta pectoral (AAP) fue 1.9 y 2.2 veces mas variable que los caracteres longitud de
la mandibula (LM), del hocico (LH), postorbital (LPo) y longitud de la cabeza (LC) y
hasta 3.6 a 3.7 veces mas variable que los caracteres altura de la primera y segunda

aleta dorsales (A1D y A2D) (Tabla 18).

Por otro lado, el caracter meristico rayos aleta pectoral (RAp) fue 4.9 a 5.1 veces
mas variable que los caracteres menos variables, rayos primera aleta dorsal (R1D), y
espinas primera aleta dorsal (E1D) y 1.2 veces mas variable que el caracter escamas
predorsales (EPd) (Tabla 18). Aunque los niveles de variacion son bajos, el analisis
de ANDEVA de una via indica que existen diferencias significativas en los valores
entre especies (Tabla 17) tanto en los caracteres morfométricos como en los

meristicos (excepto en el caracter nimero de rayos de alea pectoral).
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ANALISIS MULTIVARIADO

Para el analisis multivariado se siguieron dos estrategias: 1) el analisis de todas las
especies (658 individuos), 2) el analisis de las especies por separado y de acuerdo a
la clasificacion de Barbour (1974a), para las especies del grupo Jordani (10 especies
y 2 subespecies, 589 organismos) y para las especies del grupo Arge (tres especies
y una subespecie, 69 organismos). Los mejores resultados y los cuales se reportan
en el presente trabajo se observaron al analizar a las especies por grupo (Jordani y

Arge).

e Analisis Morfométrico (M).
Para los datos morfométricos, los mejores resultados para el grupo Jordani los
resolvido el ACP. Mientras que para el grupo Arge, CO resolvid los mejores

resultados.

Para el grupo Jordani y los datos originales (M o) y transformados a logaritmos (M i),
el APC resolvié solamente un componente. Mientras que para el grupo Arge, el APC
para los datos M o resolvid tres componentes y para los datos M i solamente uno.
Las matrices de correlacion de ambos datos (M o y M i) y para ambos grupos
(Jordani y Arge) mostraron que los datos son de igual signo y magnitud, lo cual indica
que el efecto de la talla aun ésta presente (Cuadras, 1991). Por otro lado y para el
grupo Jordani los resultados con los datos M ii mostraron la acumulacion de la

varianza en cuatro componentes (Tabla 19), por lo que estos datos fueron utilizados
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para andlisis posteriores. Para el grupo Arge, los mejores resultados los resolvio el

analisis de CO con los datos M iii (Tabla 19).

A continuacién se muestran las varianzas acumuladas en los ejes resultantes para
los analisis de APC y CO y solamente para los datos cuyas matrices de correlacion
mostraron ser de diferente signo y magnitud en el caso de los datos M ii, M iii de las
13 especies y tres subespecies que comprenden los grupos. Jordani y Arge

incluidas en el presente estudio.

Tabla 19. Tabla de las varianzas acumuladas en los primeros cuatro ejes resuitantes
de los analisis componentes principales (ACP) y de correspondencia (CO) para las
especies del grupo Jordani (10 especies y 2 subespecies) (arriba) y para las

especies del grupo Arge (tres especies y 1 subespecie) (abajo).

Medida Proc. Andlisis CPI CPIl CPIl CPIV
Morfométrica (i) ACP 37.04 5408 6098 66.56
Meristicos (0) ACP 37.95 57.09
Medida Proc. Analisis CP1 CPHUH CPII CPIV
Morfométrica (iii) CO 85.67 89.26 912 9279
Meristicos (o) ACP 4711 62.99

(0) CO 97.48 940 96.38 98.01

ii = proporciones; iii= normalizados; o = originales
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Para el grupo mas numeroso (Jordani), el APC con los datos M ii mostré una matriz
de correlacion que revela que estos son de diferente signo y magnitud. Sin embargo,
solamente seis de los 18 caracteres analizados presentaron una varianza mayor al
35%, estos caracteres se distribuyen de la siguiente manera: primer componente (CP
I) con un porcentaje del 37.05% incluye solamente a la variable DH2D, PC Il con un
17.04% incluye a las variables AAA, A1D y A2D, el PCIil a las variables LpC y LS y el

PC 1V a la variable AAP.

A las seis variables resueltas en el APC con los datos M ii se les aplico
posteriormente un analisis discriminante (AD), para determinar su significancia en la
discriminacion de las 12 especies. Sin embargo el AD no resolvio funciones
discriminantes con niveles de significancia (P< 0.05, 95%) y el porcentaje total
promedio de clasificacion (C) fue de tan solo el 28%, por lo que los datos
morfométricos (M ii) no fueron informativos en la separacién de las 12 especies del

grupo Jordani.

Aunque los datos morfométricos no revelaron una diferenciacion clara entre especies
del grupo Jordani (C = 28%). Es importante mencionar que los trabajos en los que
se reporta la utilizacion de caracteres morfométricos para diferenciar a todas o a la
mayoria de las especies del género es inexistente. Solamente existen trabajos en
los que se incluyen a algunas especies del género (Barriga-Sosa et al., en prensa a;
Barbour y Chernoff,1984) o se analiza a poblaciones de especies particulares

(Barriga-Sosa et al., en prep. b). En los trabajos de Barriga-Sosa et al., (en prensa a
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y en prep. b) se incluyen a siete especies (especies del grupo “humboldtianum’) y a
dos poblaciones de la especie C. grandocule, respectivamente. E! primer trabajo
incluye a las especies (C. promelas, C. sphyraena, C. lucius, C. estor, C. grandocule,
C. humboldtianum y C. c. consocium) al cual se considera como monofilético porque
presenta altas similitudes genéticas y morfolégicas (Echelle y Echelle, 1984, Barriga-
Sosa et al., en prensa a), en dicho trabajo se demuestra que cinco caracteres
morfomeétricos (LC, LPo, LbAp, DH1D y LBAa) y dos meristicos (RAA y RAP) son
suficientes para discriminar a algunas de las siete especies. En dicho trabajo se
concluye que dichos caracteres estan asociados con la diversidad en los habitos
alimenticios y con los requerimientos natatorios de los organismos en la columna de
agua, ya que varias de estas especies coexisten en el mismo habitat. Por otro lado,
en el mismo trabajo y en Barriga-Sosa et al, (en prep. b) se concluye que los
caracteres morfométricos A2D, DH1D, DHP, LPo, DO, LM, LBAa, AaP, LC y LPc son
informativos en la discriminacion de muestras de la especie C. grandocule del lago
del Patzcuaro. Barbour y Chernoff (1984) también muestran que dos de las especies
del grupo (C. lucius y C. sphyraena) se diferencian por medio del analisis
multivariado de ocho caracteres morfométricos (OrB, A2D, AAA, AaP, LH; DH2D y

amplitud inter-orbital).

Para el grupo Arge, por otro lado, el analisis de CO con los datos M iii mostré una
matriz de correlacién que revela que estos son de diferente signo y magnitud (Tabla
20). El gréafico de la matriz factorial de éste analisis muestra una clara separacion de

las tres especie y una subespecie que comprende el grupo (Figura 20). Los
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separacion de las tres especie y una subespecie que comprende el grupo (Figura
20). Los caracteres que aportaron la variaciéon mas alta en este analisis y que
permitieron la separacion de las especies en el grafico fueron: LT, AmaxC, LPc,

A2D y LPp en la funcion |; y LBAa, DH1D y A1D en la funcién 11,

Especies

# C. labarcae
% C. a. zirahuen

R 4 C. riojai

X ®

% C. attenuatum
1) bi

< X variables

g 0.4 0.4 0.6 ols

©

w

Factor 1(85.7%)

Figura 20. Grafico de los factores | y Il del analisis de CO para las especies y

subespecie del grupo Arge.
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Posteriormente, los ocho caracteres que se resolvieron en el andlisis CO, se
sometieron a un AD, para determinar su significancia en la discriminacion de las
especies del grupo Arge. Los resultados mostraron que en éste analisis se
resolvieron dos funciones discriminantes con niveles de significancia (P< 0.05, 95%)
y con un porcentaje promedio total de clasificacion (C) del 89.9% (Tabla 21). Los
caracteres que contribuyeron de manera mas significativa en las funciones
discriminantes de las especies fueron: LPc, DH1D y SL en la primera funcion
discriminante y los caracteres A1D, DH2D y LPp en la segunda funcion

discriminante.

Tabla 21. Clasificacién de las especies del grupo Arge generada por el AD y los
datos M iii. Se muestra el numero de individuos clasificados y en paréntesis

porcentaje de clasificacion.

Especie 3 8 12 16
N=5 N =37 N =10 N= 17
3 5 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%)
8 0 32 2 3
(0%) (86.4%) (5.4%) (8.1%)
12 0 0 9 1
(0%) (0%) (90%) (10%)
16 0 0 1 16

(0%) (0%) (5.8%)  (94.1%)

N= numero de muestra; 3= C. labarcae, 8= C. a. zirahuen, 12= C. riojaiy 16= C. a.

aftenuatum.
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Figura 21. Gréafico de las funciones discriminantes | y Il del AD para las especies y

subespecie del grupo Arge.

La utilizacion del AD en especies del género y para caracteres morfométricos
solamente ha sido reportado como herramienta para buscar caracteres
discriminantes entre las siete especies del grupo *humboldtianum” (Barriga-Sosa et
al. en prensa); para elucidar caracteristicas morfo-funcionales de tres especies de
Chirostoma del Lago de Chapala (Rodriguez y Granado, 1987); y para determinar la
diferenciacion entre cinco especies simpatridas del mismo lago Rodriguez y Granado
(1988 a). Por lo que es evidente que la utilizacién de estos caracteres es de gran

importancia para discriminar entre especies y/o poblaciones del género.
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o Analisis Meristico (m).
Al igual que en el analisis multivariado de los datos de caracteres morfométricos,
para los datos de caracteres meristicos, los mejores resultados para el grupo Jordani

los resolvié el APC mientras que para el grupo Arge los resolvio el analisis de CO.

Para el grupo Jordani el APC resolvidé una varianza total acumulada de solamente el
57.09% en dos componentes. Los resultados del APC indican que el primer
componente (CP |) esta altamente representado por el nimero de escamas de la
linea lateral (ELI), escamas interdorsales (EID), numero de rayos de la aleta pectoral
(RAP), seguido por el nimero de rayos de la segunda aleta dorsal (R2D). Mientras
que el CP Il esta altamente representado por el nimero de branquiespinas (BE), por
el nimero de rayos de la primera aleta dorsal (R1D) y por el nimero de escamas

predorsales (EPD) (Tabla 22).

Los ocho caracteres meristicos se sometieron a un analisis (AD) y los resultados
mostraron que las ocho variables resolvieron dos funciones discriminantes con
niveles de significancia (P< 0.05, 95%) y con un porcentaje promedio total de
clasificacion (C) del 71.1% (Tabla 23). Sin embargo, la distribucidn de las especies
en el grafico de las dos funciones discriminantes muestra una clara separacion
solamente en dos especies (C. grandocule y C. jordani) de las doce analizadas
(Figura 22). El traslape observado en 10 de las especies se debe principalmente a
dos factores: 1) a que el nimero de muestra de algunas de estas especies es muy

pequefo y no estadisticamente representativo y 2) a que siete de las especies, los
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miembros del grupo “humboldtianum” presentan altos niveles de similitud genética y
morfométrica (Echelle y Echelle, 1984; Barriga-Sosa et al., en prensa a), por lo que

los centroides de este grupo de especies (10) se encuentran muy cerca uno de otro.

Tabla 22. Matriz factorial | y Il del APC para los datos m o de! grupo Jordani. Los

valores >0.30 se marcan con negritas.

Caracter Factor | Factor Il
Rayos aleta anal 0.2885 0.2554
Rayos 12 dorsal 0.0429 0.5810
Rayos 22 dorsal 0.3247 0.0278
Branquiespinas 0.2230 0.5984
Escamas interdorsales 0.4378 -0.1791
Escamas linea lateral 0.4850 -0.0103
Escamas predorsales 0.3881 -0.4520
Rayos aleta pectoral 0.4266 0.0416
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Figura 22. Grafico de las funciones discriminantes | y |l del AD para las especies

subespecies del grupo Jordani.

Las variables que contribuyeron a la discriminacion de las especies C. jordaniy C.
grandocule del resto del grupo Jordani fueron en numero de branquiespinas (BE) en
la primera funcidn discriminante y el niumero de escamas predorsales (EPD) e

interdorsales (EID) en la segunda funcion discriminante.

Para el grupo Arge, por otro lado el analisis de CO resolvié casi la totalidad de su
varianza en cuatro factores (98.01%, ver Tabla 19). Los resultados indican que el
primer factor esta altamente representado por el niumero de rayos de la aleta anal

(RAA), numero de rayos de la primera y segunda aletas dorsales (R1D y R2D) y por
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los rayos de la aleta pectoral (RAP). El segundo factor esta altamente representado
por el numero de escamas interdorsales (EID) y el tercer factor por el nimero de

branquiespinas (BE) y por el nimero de escamas de la linea lateral (EL!) (Tabla 24).

Tabla 24. Matriz factorial I, Il y lll del analisis de CO para los datos m o del grupo

Arge. Los valores >0.04 se marcan con negritas.

Caracter Factor | Factor lI Factor Ill
Rayos aleta anal 0.2196 -0.0090 -0.8481
Rayos 12 dorsal -0.0473 -0.0040 0.0270
Rayos 22 dorsal -0.0599 0 0.4821
Branquiespinas -0.0325 0.0240 -0.4421
Escamas interdorsales 0.0090 0.0641 0.5690
Escamas linea lateral -0.0196 0.0060 0.1813
Escamas predorsales -0.0385 -0.01 -0.0044
Rayos aleta pectoral -0.0550 -0.048 -0.1643

Los resuitados del AD con las ocho variables m o mostraron que estas resolvieron
dos funciones discriminantes con niveles de significancia (P< 0.05, 95%) y con un
porcentaje promedio total de clasificacién (C) del 98.6% (Tabla 25). La distribucion de
las especies en el grafico de las dos funciones discriminantes muestra una clara

separacion para las cuatro especies del grupo Arge. Los caracteres que

116



contribuyeron de manera mas significativa en las funciones discriminantes de las
especies fueron: en la primera funcién discriminante los caracteres numero de
branquiespinas (BE), nimero de escamas de la linea lateral (ELI) y numero de rayos
de la primera aleta dorsal (R1D) y los caracteres nimero de rayos de la aleta anal

(RAA) y numero de escamas interdorsales (EID) en la segunda funcién discriminante.

Tabla 25. Clasificacion de las especies del grupo Arge generada por el AD y los
datos m o. Se muestra el numero de individuos clasificados y en paréntesis

porcentaje de clasificacion.

Especie 3 8 12 16
N =5 N =37 N =10 N=17
3 5 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%)
8 0 37 0 1
(0%) (97.4%) (0%) (2.6%)
12 0 0 10 0
(0%) (0%) (100%) (0%)
16 0 0 0 17

(0%) (0%) (0%) (100%)
"N=namero de muestra; 3= C. labarcae, 8= C. a. zirahuen, 12= C. riojai y 16= C. a. attenuatum.
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Figura 23. Grafico de las funciones discriminantes | y Il del AD y los datos mo, para

las especies y subespecie del grupo Arge.

Como se menciond anteriormente la utilizaciéon del AD en especies del género y con
caracteres meristicos se restringe a lo reportado por Barriga-Sosa et al., (en prensa
a) en la discriminacién de poblaciones de la especie C. humboldtianum de siete
especies del grupo Jordani. Ademas de lo reportado por Rodriguez y Granado (1987,
1988) en la diferenciacion del aparato mandibular de especies de Chirostoma del
Lago de Chapala. Por lo que se considera que los caracteres meristicos son
potenciales marcadores que pueden ser utilizados en discriminacion de poblaciones

y/o especies del género.
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ANALISIS MOLECULAR

Alozimatico.

Sistemas ensayados y designacion de alelos.

Los sistemas amortiguadores de corrimiento electroforético Tris-glicina (pH 8.5) y
CAAMP generaron los mejores resultados (resolucion y numero de bandas, asi como
repetitividad de los resultados). Para el andlisis de las 13 especies y tres
subespecies se detectdé un total de 23 loci enzimaticos en 17 sistemas ensayados.
Nueve loci fueron polimorficos, diez monomérficos y cuatro no presentaron actividad.
En la Tabla 26 se muestran los sistemas alozimaticos ensayados en las 13 especies
y tres subespecies, incluyendo el nombre completo de las enzimas analizadas, su
abreviatura, numero E.C. (por sus siglas en inglés Enzyme Commission number, 1UB
1984, Sistema numérico del cédigo de enzimas), condiciones de corrimiento, si son
monomoérficas o polimérficas y el niimero de locus observados. Se detecté solamente
un locus para Gecdh, 6Gpdh, G3pdh, Me, Hbd, y Pgm, dos loci se detectaron en el
caso de Adh, Idh, Ldh, P6gdh y Xdh y tres en Gpi, Mdh y Me. Debido a que la enzima

Me presenté inconsistencia en los resultados fue excluida del analisis.
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Tabla 26. Sistemas ensayados en 13 especies y tres subespecies de Chirostoma.

Enzima Abr. Numero  Buffer Voltaje/ P/M Loci
E.C Minutos

Alcohol deshidrogenasa Adh 1.1.1.1 G, C,B 25025 M Adh-1

M Adh-2
Enzima malica Me 11140 G,B,C 22020 M Me-1

M Me-2

M Me-3
Fosfatasa alcalina Alp 3.1.3.1 G 300/30 -- --
Fosfoglucomutasa Pgm 5422 G, D, B 250/35 P Pgm-1
6-Fosfogluconato 6Pgdh 1.1.144 G,D,C, 300/25 M 6Gpdh-1
deshidrogenasa E
Glicerol 3-fosfato Gpdh 12112 G 300/25 M Gpdh-1
deshidrogenasa
Glucosa 6-fosfato Gépdh 11149 G 300/25 P P6gdh-1
deshidrogenasa P P6gdh-2
Glucosa deshidrogenasa Gecdh  1.1.1.118 G 320/130 M Gcedh-1
Glucosa 6-fosfato Gpi 53.1.9 G 250/30 P Gpi-1
isomerasa P Gpi-2

P Gpi-3
Glutamato transaminasa  Got 26.1.1 G 300/25 -- -
Hexoquinasa Hex 2711 G, CA 250/30 M He-1
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Continda Tabla 26.

Hidroxibutirato Hbd il G 350/35 M Hbd-1

deshidrogenasa

Isocitrato deshidrogenasa |dh 11142 G,E B, 25020 M idh-1
C,CAD Idh-2

Lactato deshidrogenasa Ldh 11127 G,E B, 300/35 P Ldh-1
D P Ldh-2
Malato deshidrogenasa Mdh 11137 G,B,C 250/25 M Mdh-1
M Mdh-2

Xantina deshidrogenasa Xdh 1.1.1.204 G, B 250/25 M Xdh-1
M Xdh-2

Superéxido dismutasa Sod 1.16.11 G B 220/20

Amortiguadores ensayados: G= Tris glicina, pH= 8.5; B= Tris EDTA borato, pH= 8.5;
C= Tris citrato, pH= 6.5; D =Tris citrato, pH= 8, E= Tris citrato borato, pH= 8.2;
CA=CAAMP, pH=7.0. **P= Polimérfico, M= Monomorfico, -- sin actividad.

La designacion de los alelos para cada uno de los loci polimoérficos y resueltos en las

especies (13) y subespecies (3) analizadas, se resume y representa a continuacion:

La glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6pdh) es una enzima tetramérica que
interviene en la utilizacion de la glucosa a través de la via de las pentosas fosfato.
En peces teledsteos y usando acetato de nitrocelulosa como soporte, la enzima se

reporta como polimérfica para higado y musculo (Gauldie y Smith, 1978). Para las 13
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especies y 3 subespecies de Chirostoma se detectaron las dos zonas de actividad

antes mencionada (Figura 23).

Figura 23. Zimograma del Sistema G6pdh, muestra los dos loci resueltos en las 13

especies y 3 subespecies de Chirostoma.

Locus Alelos
2 b
a

La enzima glucosa 6-fosfato isomerasa (Gpi) interviene en la glucolisis y se
encuentra en el higado y en el musculo (Murray ef al. 1998). Es un dimero cuya
actividad catalitica requiere de dos subunidades polipeptidicas, por lo que en los
geles se observa un patrén de tres bandas, que refleja asociaciones diméricas entre
los polipéptidos producidos por los dos alelos (Gauldie y Smith, 1978; Eguiarte,
1990). Dicho patrén se observa claramente en Chirostoma, en donde en los
heterdcigos se presentan las tres bandas caracteristicas de los dimeros (Figuras 24,

25y 26).
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Figura 24. Zimograma del Sistema Gpi. Se muestran los alelos de dos de los tres loci

resueltos en las 13 especies y 3 subespecies de Chirostoma.

*individuos heteroécigos

Figura 25. Zimograma del Sistema Gpi. Se muestran los alelos del primer locus

resuelto en las 13 especies y 3 subespecies de Chirostoma.

Locus Alelos
3

VOO QA

*individuos heterécigos
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Figura 26. Zimograma del Sistema Gpi. Se muestran alelos del tercer locus resuelto

en las 13 especies y 3 subespecies de Chirostoma.

Locus Alelos
+ 3 f*
. , o

*Individuos heterocigos.

La enzima lactacto deshidrogenasa (Ldh) es una enzima tetramérica que cataliza la
conversion del piruvato a lactato y el NAD a NADH durante la glucélisis. En
vertebrados se encuentra en el corazén, en el musculo esquelético y en higado
(Gillespie, 1991; Murray et al. 1998). En Chirostoma se detectaron dos zonas de

actividad (higado y musculo) (Figura 27).

Figura 27. Zimograma del Sistema Ldh. Se muestran los alelos de los dos loci

resueltos en las 13 especies y 3 subespecies de Chirostoma.

w Alelos
2 a

F<—1—_a
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La enzima fosfoglucomutasa (PGM) interviene en el metabolismo del glucégeno y se
encuentra en el higado y en el masculo (Murray et al. 1998). Es un mondmero,
compuesto por un solo polipéptido con actividad catalitica por lo que un homdcigo
para el gen de la PGM muestra solo una banda en el gel, mientras que un heterécigo
muestra un patréon de dos bandas correspondientes a los dos alelos (Figuras 28 y

29).

Figura 28. Zimograma del Sistema Pgm. Se muestran tres de los cuatro alelos
resueltos en el Unico locus detectado en las 13 especies y 3 subespecies de

Chirostoma.

Locus Alelos

Figura 29. Zimograma del Sistema Pgm. Se muestra el cuarto alelo detectado en el

unico locus resuelto en las 13 especies y 3 subespecies de Chirostoma.

! - Locus Alelos

125



Frecuencias alélicas y variabilidad genética (Pos, y He)

Se analizaron un total de 26 muestras, 16 correspondientes a las especies y
subespecies del género y las otras 10 correspondientes a una, dos, tres 0 hasta
cuatro muestras de una sola especie. Se estimaron las frecuencias alélicas de todas
las muestras (26) y se sometieron a una prueba de significancia (P-Fisher, <0.05)
para determinar si se debia considerar a estas como muestras o0 como especies. Los
resultados indicaron que de las 10 muestras, solamente cinco presentaban
diferencias significativas, por lo que en la tabla 27 se muestran las frecuencias
alélicas de los loci polimérficos con el criterio de polimorfismo del 99% para las 13

especies y tres subespecies y para cinco muestras de Chirostoma analizadas.

Para la mayoria de las especies los loci 1, 2y 3 de Gpi y el locus 1 de Pgm fueron
polimérficos; los loci 1 y 2 de G6pdh fueron polimérficos sélo para la especie C.
promelas, mientras que la especie C. grandocule presentd polimorfismo en el locus
2, para el resto de las especies se resolvieron frecuencias fijas para uno y otro alelo.
El locus 1 de Ldh se resolvié como polimérfico solamente para una muestra de C.
grandocule, mientras que el locus 2 de la misma enzima fue polimérfico para las
especies C. grandocule, C. estory C. lucius (ver Tabla 27). Por otro lado, los loci de
las enzimas Adh, 6Gpdh, Gpdh, Gedh, He, Hbd, ldh, Mdh y Xdh fueron todos

monomorficos en todas las muestras.

Para un criterio de polimorfismo del 99%, el nimero promedio de loci polimdrficos

para las 13 especies y tres subespecies (21 muestras/poblaciones) fue del 20.5%.
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Los valores elevados que se observaron en las muestras de la especie C. grandocule
se deben a que en esta especie sblo se trabajo con 11 loci, mientras que para el
resto de las especies se trabajo con los 23 loci. EI valor promedio de H. para las
mismas muestras, estimacion considerada como la menos influenciada por el
nimero de muestra (Gillespie, 1991), debido a su importancia biolégica y a que
implica varios factores evolutivos (Hedrick y Gilpin, 1997) fue de 0.063. Estos valores
son ligeramente mayores a los reportados por Nevo (1978) para peces (15.2 y 0.051
para P al 95% y para H., respectivamente), por Echelle y Echelle (1984) para
especies del género Chirostoma (16.38% y 0.044, para P al 95% y H,,
respectivamente) y similares a los reportados por Barriga-Sosa et al., (2001 b) para
las siete especies del grupo “humboldtianum™ (14.4% y 0.060, para P y H,,
respectivamente). Las diferencias en P se pueden atribuir principalmente a las
diferencias en el tamafio de muestra entre los estudios, como ha sido sugerido para
otros estudios comparativos a niveles taxondémicos supra-genéricos (Gillespie, 1991)
e inter o intra-especificos (Barriga-Sosa et al., 2001 by en prep.). Las diferencias en
H. por otro lado, pueden atribuirse a la diferencia en el niumero de enzimas
analizadas y tipo de sistema utilizados. El efecto de loci especificos sobre la
variabilidad puede estar determinado por el tipo de enzimas que se utilizan en los
estudios: por ejemplo, el utilizar enzimas del Grupo | (enzimas que presentan un
substrato generado intracelularmente, como por ejemplo las enzimas glucoliticas y
del ciclo del acido citrico, 6Gpdh, Gdh, Me) o utilizar enzimas del Grupo Il (con
posibilidades de origenes muiltiples y posiblemente extracelulares y no especificas,

como por ejemplo las esterasas, fosfatasas, deshidrogenasas), afectara de forma
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inequivoca la estimacion de H. En, al menos, Drosophila, primates, roedores, reptiles
y peces existe una correlaciéon positiva entre el peso molecular de la subunidad y la
heterocigosidad (Koehn y Eanes, 1978; Nei y Chakraborty, 1978; Brown y Langley,
1979). Ademas, otros factores bioldgicos podrian ser importantes para explicar las
diferencias encontradas. Entre dichos factores bioldgicos podrian encontrarse, la
hibridacién, ya que este evento entre “especies” del género Chirostoma ha sido
sugerido desde los afos 1950’s por varios autores (Hubbs y Drewry, 1959; Barbour y
Chernoff, 1984, Toledo, 1987) y demostrado experimentalmente por otros (Pérez,
1987; Andrade, 1990; Estrada, 1991; Alaye 1993 a y b). La hibridacion se asocia con
la introduccion de huevos no identificados en diferentes cuerpos de agua (Toledo,
1987, Alaye, 1993 a y b). Por ello es importante sefialar que aunque los organismos
incluidos en el presente estudio (basicamente los de los Lagos Patzcuaro, Chapala y
Zirahuén) son solamente aquellos que fueron debidamente identificados con
caracteres morfométricos y meristicos, no se descarta la posibilidad de que algunos
de los organismos identificados sean producto de hibridaciones naturales o
introgresiones (la cruza de hibridos, Fy con especies progenitoras). La hibridacion e
hibridacién introgresiva son comunes en peces (Hubbs, 1955; Crabtree y Buth, 1987,
Campton, 1987; Verspoor y Amar, 1991) y han sido documentadas para varias
especies de aterinidos (Hubbs y Drewry, 1959), y verificadas electroforéticamente en
catostomidos (Crabtree y Buth, 1987), tilapia (Gregg et al, 1998) y salmonidos
(Crozier, 1984; Nyman, 1970; Jansson y Ost, 1997) entre otros. En aterindpsidos del
género Chirostoma, la informacién al respecto es escasa y solamente se restringe a

estudios realizados por Rincon (1992), Alaye (1996 a y b), quienes utilizan la
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molécula de la hemoglobina para discriminar especies del Lago de Patzcuaro a partir
del nimero e intensidad de las bandas aparecidas en el patron electroforético. Sin
embargo, los resultados no son convincentes y es imperativo que se lleven acabo
estudios mas detallados con progenitores y descendencia procedente de hibridos

artificiales, para poder comprobar dicha hipétesis.

Variacion inter-especifica.

Algunas de las especies se diferenciaron por presentar alelos raros y otras por ser
las Gnicas en presentar determinado alelo (alelos fijos) (Tabla 27). Por ejemplo, la
especie C. promelas fue la Gnica en presentar el alelo b de los loci G6pdh-1 y 2,
mientras que en la especie C. grandocule aparecié polimorfismo solamente en el
locus 2 y no se detectd actividad en el locus 1. La falta de actividad en este locus y
su presencia en la especie pudo deberse a la limitacién en la disponibilidad de tejido
hepatico de buena calidad, ya que esta enzima se degrada cuando se homogeniza
en ausencia de NADP. Las especies C. grandocule, C. humboldtianum y C. jordani
fueron las Unicas de las 16 especies incluidas en esta tesis que presentaron el alelo
d del locus Gpi-1. Chirostoma grandocule, C. humboldtianum, C e. estory C. lucius
presentaron el alelo d para el locus Gpi-3. Solamente C. humboldtianum y C. lucius
presentaron el alelo e en el mismo locus y C. humboldtianum fue la Unica especie en
presentar el alelo raro f en el mismo locus. La especie C. grandocule también se
diferencia del resto por presentar el alelo raro b en los loci Ldh-1y 2, y las especies

C. e. estor y C. lucius por ser polimorficas para el locus Ldh-2. C. grandocule y C.
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jordani ademas se caracterizaron por presentar el alelo raro a del locus Pgm al igual

que C. riojai y C. labarcae.

Las especies que presentaron los valores de heterocigosidad mas elevadao fueron
C. jordani (0.096) y C. e. copandaro (0.094), seguidas por C. humboldtianum
(promedio, 0.085), C. e. estor (promedio, 0.083), C. labarcae (0.082), C. patzcuaro
(0.078), C. chapalae (0.076), C. promelas (0.073) y C. sphyraena (0.070). Las
especies C. rigjai, C. ¢. consocium, C. a. attenuatum, C. c. reseratum, C. a. zirahuen
y C. lucius presentaron heterocigosidad intermedia (ver Tabla 27) mientras que la
heterocigosidad mas baja se observd en la especie C. grandocule (0.022). En
general, estos valores son mas elevados que los reportados por Echelle y Echelle
(1984) (Tabla 28). Lo que, como ya se menciono puede estar relacionado con el tipo
de enzimas utilizadas en cada uno de los trabajos. En el presente trabajo las
enzimas que presentaron variabilidad fueron solamente Gpi y Pgm (enzimas del
grupo lI), mientras que en el trabajo de Echelle & Echelle (op cit.) ademas de estas
enzimas (Gpi y Pgm) se presento variabilidad en Ak, Aat, Ck, Gpdh, Es, 6Pgd, lpoy
Ldh (enzimas del grupo | y Il). También podria influir en los datos, la existencia de
hibridacion, tanto natural como artificial que ocurre en los lagos de Patzcuaro y

Chapala.
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Tabla 27. Frecuencias alélicas de los loci enzimaticos polimérficos en las 21
muestras de 13 especies y tres subespecies del género Chirostoma analizadas. El

numero de muestra analizado para cada locus se encuentra en paréntesis.

Locus GJ96 GI97 GJ99 Prom Hum HPtz EPtz ECha EcC LucM
GPI1 (96) (99) (87) (12) (20) (30) (24) (8) (4) )

a 0.005 0.000 0.011 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
b 0.953 0.990 0.983 0.333 0.725 0.350 0.854 0.375 0.625 1.000
c 0.037 0.010 0.000 0.667 0.225 0.417 0.146 0.625 0.375 0.000
d 0.005 0.000 0.006 0.000 0.050 0.233 0.000 0.000 0.000 0.000
GPI2 (96) (99) (87) (12) (20) (30) (24) (8) (4 (V)

a 0.005 0.056 0.006 0.000 0.300 0.700 0.583 0.000 0.000 0.000
b 0.984 0.934 0.994 0.333 0.550 0.300 0.375 0.375 0.625 1.000
c 0.011 0.010 0.000 0.667 0.150 0.000 0.042 0.625 0.375 0.000
GPI3 (96) (99) (87) (12) (20) (30) (24) (8 (4 (V)

0.005 0.000 0.006 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.625 0.000
0.985 0.985 0.988 0.958 0.825 0.750 0.937 1.000 0.375 1.000
0.005 0.015 0.000 0.000 0.125 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000
0.005 0.000 0.006 0.000 0.000 0.167 0.063 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
6PDH1 (96) (75) (87) (12) (20) (30) (24) (8) (4) (7)
0.000 0.000 0.000 0.458 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500
0.000 0.000 0.000 0.542 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500
6PDH2 (96) (75) (87) (12) (20) (30) (24) (8) (4 (7)
1.000 0.909 1.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.091 0.000 0.917 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(96) (75) (87) (12) (20) (30) (24) (8) (4 (V)
1.000 1.000 0.988 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
0.000 0.000 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
(96) (75) (87) (12) (20) (30) (24) (B8 (4) (M
0.969 0.995 0.988 1.000 1.000 1.000 0.938 1.000 1.000 0.857
0.031 0.005 0.012 0.000 0.000 0.000 0.062 0.000 0.000 0.143
PGM (96) (99) (87) (12) (20) (30) (24) (8 4 (M
0.010 0.000 0.006 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.985 1.000 0.971 0.000 0.000 0.000 0.167 0.250 0.000 0.000
0.005 0.000 0.023 1.000 0.975 1.000 0.833 0.688 1.000 1.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.062 0.000 0.000
" 454 364 364 217 217 174 261 174 174 87
L 0.022 0.032 0.013 0.073 0.083 0.087 0.079 0.088 0.094 0.035
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Cont. Tabla 27

Locus LucC Con Cre Att Azi Jor Cha Rio Lab Sph Ptz
GPI1 © (20 @® (17) (0) (200 (18) (5 @) (B O

a 0.000 0.025 0.000 0.941 0.000 0.076 0.000 0.767 0.000 0.000 0.000
b 0.167 0.275 0.125 0.059 1.000 0.000 0.219 0.233 0.167 0.400 0.833
c 0.833 0.700 0.875 0.000 0.000 0.900 0.781 0.000 0.833 0.600 0.167
d 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
GPiz  (9) (20) (8) (17) (20) (200 (16) (15) (3) (5) (3

a 0.000 0.300 0.000 0.000 0.500 0.075 0.188 0.900 0.000 0.000 0.000
b 0.278 0.700 0.375 0.941 0.500 0.525 0.812 0.100 0.167 0.400 0.833
c 0.722 0.000 0.625 0.059 0.000 0.400 0.000 0.000 0.833 0.600 0.167

GPI3 (9 (200 (8) (17) (20) (20) (16) (15) (3) (5 (3

a 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
b 0.778 1.000 1.000 0.971 1.000 0.250 0.969 0.867 1.000 1.000 1.000
c 0.000 0.000 0.000 0.029 0.000 0.750 0.031 0.133 0.000 0.000 0.000
d 0.111 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
e 0.111 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
f 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
G6PDH (9) (20) (8) (17) (20) (20) (16) (15) (3) (5) (3

a 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500
b 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500
G6PDH (9) (20) (8) (17) (20) (20) (16) (15) (3) (5) (3)

a 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
b 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
LDH1  (9) (20) (8) (17) (20) (200 (16) (15) (3) () (3

a 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
b 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
LDHZ  (9) (20) (8) (17) (20) (20) (16) (15) (3) (5 (3

a 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
b 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
PGM  (9) (200 (8 (17) (20) (200 (16) (15) (3) () (3

a 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.075 0.000 0.067 0.167 0.000 0.000
b 0.000 0.000 0.000 0.588 1.000 0.300 0.562 0.000 0.000 1.000 0.667
c 1.000 1.000 1.000 0.324 0.000 0.600 0.438 0.933 0.667 0.000 0.333
d 0.000 0.000 0.000 0.088 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
P 13.0 130 130 217 87 217 217 217 174 130 174
H, 0.049 0.060 0.055 0.059 0.044 0.096 0.076 0.063 0.082 0.070 0.078

Se considera a un locus polimérfico si la frecuencia del alelo mas comin no excede el 99%. GJ96= C.
grandocule (Lago de Patzcuaro, Janitzio-1996); GI97= C. grandocule (Lago de Patzcuaro, ichupio-
1997);, GJ-99= C. grandocule (Lago de Patzcuaro, Janitzio-1999); Prom= C. promelas;, Hum= C.
humboldtianum (6, Lago de Chapala; 6 Lago de Zirahuén y 8, Laguna Zacapu), EcC= C. e. copandaro;
Cre= C. c. reseratum; Att= C. a. attenuatum; Azi= C. a. zirahuen ;Jor= C. jordani; Cha= C. chapalae,
Rio= C. rigjai; Lab= C. labarcae y Ptz= C. patzcuaro.
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Tabla 28. Variabilidad genética de 23 loci enzimaticos en 12 especies y una
subespeéie con los datos de frecuencias alélicas tomados de Echelle y Echelle

(1984). El error estandar se encuentra en paréntesis.

Especies No. A Pos He
C. grandocule 10 1.1 8.7 0.009
(0.1) (0.006)
C. promelas 8 11 87 0.028
0.1) (0.023)
C. humboldtianum 10 1.2 217 0.026
(0.1) (0.011)
C. e. estor 10 1.3 26.1 0.083
(0.1) (0.036)
C. lucius 31 11 43 0.013
(0.0) (0.012
C. c. consocium 30 1.2 17.4 0.049
(0.1) (0.026)
C. c. reseratum 28 1.1 8.7 0.015
(0.1) (0.009)
C. a. attenuatum 12 10 44 0.014
(0.0) (0.014)
C. jordani 17 1.2 148 0.052
(0.1) (0.029)
C. chapalae 25 1.3 261 0.124
(0.1) (0.061)
C. riojai 23 1.5 17.4 0.087
(0.2) (0.042)
C. labarcae 13 1.2 44 0.028
(0.1) (0.018)
C. sphyraena 30 1.1 87 0.022
(0.1) (0.014)

N= tamano de muestra; *promedio de cinco poblaciones; A = promedio de alelos por
locus. Un locus se considera polimorfo (P) si la frecuencia del alelo mas comun no

excede de 0.95.
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Variacion Intra-especifica.

A nivel intra-especifico, se observaron diferencias en las frecuencias alélicas (Tabla
29) y en la variacion geneética (H.) entre muestras. Por ejemplo, las muestras GJ-96 y
GI-97 de la especie C. grandocule presentaron diferencias significativas en las
frecuencias alélicas y en la H, entre sitios y entre afnos, respectivamente. Barriga-
Sosa et al. (2001 b y en prep.) han reportado estas diferencias sugiriendo una
diferenciacién genética real entre las muestras de Janitzio (GJ-96 y GJ-99) e Ichupio
(GI-97). Los mismos autores reportaron que los loci Gpi-1, 2 y 3 de la muestra GJ-99,
no presentan el alelo ¢ observado en la muestra GJ-96. Y que la muestra GI-97 no
presentd los alelos a y d en los loci Gpi-1 y 3. Los autores también reportan alelos
fijos entre afios y entre sitios, por ejemplo el alelo a en el locus Ldh-1 para GJ-96
esta fijado y para GJ-99 el mismo alelo en el locus Ldh-2, o entre sitios, para las
muestras de Janitzio el alelo a en el locus G6pdh-2 esta fijado y para la muestra de
Ichupio el alelo b en el locus Pgm. También se reportan diferencias significativas en
las frecuencias alélicas de todos los loci, excepto para Gpi-3 (P= 0.0906) y Ldh-1 (P=

0.0955).

Se observan diferencias en las frecuencias alélicas también entre las muestras
correspondientes a las especies C. humboldtianum, C. e. estor y C. lucius,
diferencias reportadas y discutidas por Barriga-Sosa et al, (2001 b). En dicho
trabajo, se comparan dos poblaciones de C. grandocule, cuatro de C.
humboldtianum, dos de C. e. estor y dos de C. lucius y los resultados genéticos son

apoyados con datos morfométricos y meristicos. Los autores sugieren que la
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variabilidad observada entre las poblaciones de las ultimas tres especies esta
relacionada con el aislamiento geografico de las poblaciones analizadas. Por
ejemplo, el lago de Zirahuén se caracteriza por ser un cuerpo de agua relativamente
estable, joven y con aguas homogéneas en el que se encuentran solamente dos
especies del Qénero Chirostoma y en donde las practicas de pesca se reducen a la
pesca deportiva de otras especies de peces que se encuentran en el lago. En base a
esto se explicaria que la muestra de la especie C. humboldtianum de ese lago
presente la He mas baja (HZir, 0.072 s g 0.036) observada en la especie. En
contraste, los lagos de Patzcuaro y Chapala son los mas grandes, contaminados y
erosionados y en ellos se encuentran la mayoria de las especies del género. La
abundancia de otras especies de peces y la gran explotacidn pesquera sugeriria que
el incremento en la Hg de estas poblaciones se puede explicar en base a que estos
organismos se encuentran expuestos a mayores presiones selectivas (competencia

por alimento, por espacio y presion pesquera).

Aunque se observaron diferencias significativas (P <0.05) en las frecuencias alélicas
entre algunas de las especies (Tabla 29), fueron mas significativas las diferencias
entre muestras de la misma especie. Las especies que no presentaron diferencias

significativas fueron en su mayoria las especies del Lago de Chapala.
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Tabla 29. Probabilidades combinadas (P-Fisher, diferencias en las frecuencias
alélicas entre muestras) para cada par de muestras analizadas (26 muestras)

correspondientes a 13 especies y tres subespecies.

M GJ96 GI97 GJ99 Prom Hum HPtz EPtz ECha EcC LucM

GJ96 —-

GIg7 0.0000 -—-

GJ99 0.1418 0.0000 ----

Prom 0.0000 0.0000 0.0000 -—-

Hum  0.0000 0.0000 0.0000 0.0004 ----

HPtz  0.0000 0.0000 0.0000 0.0003 0.0000 --—--

EPtz  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0019 0.0000 ---

ECha 0.0000 0.0000 0.0000 0.7614 0.0017 0.0000 0.0002 ----

EcC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0056 0.0401 0.0000 0.0000 0.0021 ----

LucM 0.0001 0.0000 0.0000 0.0002 0.2198 0.0000 0.0340 0.0004 0.0019 --—
LucC 0.0000 0.0000 0.0000 0.8898 0.0041 0.0161 0.0000 0.7470 0.0142 0.0004
Con  0.0000 0.0000 0.0000 0.0477 0.0037 0.0001 0.0001 0.0078 0.0001 ©0.0080
Cre 0.0000 0.0000 0.0000 0.9989 0.0026 0.0022 0.0001 0.8975 0.0031 0.0005
Att 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0001 0.0002 0.0000 0.0696
AzZi 0.0002 0.0003 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0026 0.0000 0.0000 0.0005
Jor 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0005 0.0000 0.0000
Cha 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0246 0.0000 0.0001
Rio 0.0005 0.0000 0.0000 0.0000 0.0003 0.0018 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001
Lab 0.0000 0.0000 0.0000 0.9939 0.1268 0.0265 0.0019 09976 0.1238 0.0120
Sph  0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.4926 0.0770 0.0090 0.9995 0.2463 0.0478

Ptz 0.0000 0.0038 0.0004 0.0787 0.1429 0.0008 0.4291 0.8156 0.1035 0.4639
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Cont. Tabla 29.

M LucC Con Cre Att Azi Jor Cha Rio Lab Sph Ptz

LucC  —-

Con 0.0134 -

Cre 0.9560 0.1700 ----

Att 0.0000 0.0000 0.0000 ----

Azi 0.0000 0.0002 0.0000 0.0002 ----

Jor 0.0000 0.0000 ©0.0052 0.0002 0.0000 ----

Cha 0.0000 0.0950 0.0011 0.0081 0.0000 0.0000 --—--

Rio 0.0000 0.0000 0.0002 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 -—--

Lab 0.9989 0.0835 0.9991 0.0002 0.0000 0.1464 0.0300 0.0005 ----

Sph 0.9990 0.1799 0.9995 0.0000 0.0000 0.0012 0.0082 0.0006 0.9982 --—-
Ptz 0.1208 0.0075 0.0515 0.9994 0.1440 0.0024 0.5905 0.0000 0.4567 0.3673 ----

M = muestras; GJ96= C. grandocule (Lago de Patzcuaro, Janitzio-1996); GIl97= C.
grandocule (Lago de Patzcuaro, Ichupio-1997); GJ-99= C. grandocule (Lago de Patzcuaro,
Janitzio-1999); Prom= C. promelas; Hum= C. humboldtianum (6, Lago de Chapala; 6 Lago
de Zirahuén y 8, Laguna Zacapt); EcC= C. e. copandaro; Cre= C. c. reseratum; Att= C. a.
attenuatum, Azi= C. a. zirahuen ;Jor= C. jordani; Cha= C. chapalae, Rio= C. rigjai; Lab= C.
labarcae y Ptz= C. patzcuaro.

Se observo desviacion en el equilibrio de H-W en la mayoria de las muestras y loci
polimérficos (Tabla 30). El tamafo de muestra para la estimacion de este parametro
es un factor importante, por io que en el presente trabajo se cueétionaria su validez
para varias de las muestras. Sin embargo, dichos valores se incluyen porque pueden
ayudar a interpretar aspectos relacionados con el manejo de estos recursos de
manera general. Los resultados significativos en las C. estor de Patzcuaro (Eptz), C.

humboldtianum de Zacapu (HZac), C. promelas (Prom), C. attenuatum (Att) y C.
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riojai de Santiago Tilapa (RSt) se deben a un déficit de heterdcigos en uno, dos o
tres loci, por lo que no se descarta que exista una alta endogamia entre especies de
los lagos de Patzcuaro y Chapala. Para las muestras C. sphyraena (Sph), C. a.
zirahuen (Azi) y C. e. copandaro de Chapala (EcC), los resultados significativos se
deben a un exceso de heterécigos, debido probablemente a cruzamiento externo
(hibridacién) entre estas especies en los lagos de Zirahuén, Patzcuaro y Chapala.
Los promedios indican que la endogamia es mayor en C. lucius de Chapala (LCha),
C. attenuatum (Att) y C. riojai de Santiago Tilapa (RSt), seguidas por C. consocium
(Con), C. jordani de Cuitzeo (JCtz) y C. c. reseratum de Chapala (CrCha) y el
cruzamiento externo es mayor en C. a. zirahuen (Azi), C. e. copandaro de Chapala

(EcC) y C. sphyraena Sph.

También se encontraron desviaciones en el equilibrio de H-W en las tres muestras
de C. grandocule. Los resultados, significativos en ambos afios y sitios, se debieron a
una deficiencia de heterocigos en todos los loci en una u otra muestra, lo que sugiere
una fuerte endogamia (especialmente en la muestra GI-97). Estos resultados se ven
posteriormente apoyados por el analisis de los estadisticos-F, que indican, que en
promedio, el jackknifed-f sugiere endogamia en las muestras (0.3838, sp. 0.1335)

(Barriga-Sosa et al., en prep).
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Tabla 30. indices de fijacién (valores de probabilidad asociados con el coeficiente de

entrecruzamiento de Weir & Cockerham, 1984) para cada muestra y loci polimérfico.

M Gpi-1 Gpi-2 Gpi-3  G6pdh2 Ldh1 Ldh2 Pgm Prom F
GJ96 -0.0345 0.6655* -0.0291 - = -——e- -0.0270 0.2287* +0.1607
GI97 +1.000 0.2705* 0.6644* 0.7577* - = cooee —mee- +0.5385*
GJ99 -0.0078 ----- -0.0029 ----- 1.0000 --—--- 0.3901* +0.3966*
Prom -0.095* -0.095* ----- +0.500* ----- e e +0.103
HPtz  -0.267* +0.223* +0.106* --=-- o= cemem e +0.021
EPtz -0.150* +1.000 -0.045* --—-- = —ceme ceeen -0.179*  +0.156
ECha +0.000* +0.000* ----- = cem eemm e -0.296*  -0.099
EcC -0600 -0600 -0.600 ----- ~ e e - -0.600*
Lab -0.200 -0.200 -~ = - emeem e -0.200 -0.200
LucC +0.636* +0.636* ----- = oo e e e +0.636*
LucM - e e e -0.091*  ----- -0.091
Sph -0.600* -0.600" ----- = ememm e e e -0.600*
Rio +0.341 -0.176 +1.000 -==-- = cceem e +1.000 +0.541*
Con  +0.103* +0.073* -----  ;eeme ceee e e +0.088
Cre  -0.143 40467 -~ = oo e e e +0.162
Att +1.000 +1.000 -0.030 - = cceee o 0.674 +0.661*
Azi - -1.000 - e e e e -1.000
Jor -0.143 -1.000 -0.600 === = cmmem e -0.143 -0.019
Cha +0.086 +0.179 -0.032 === = oo —meme +1.000 +0.308*
Ptz -0.200 -0.200 -0.500 === e e e -0.300*
M = muestras, GJ96= C. grandocule (Lago de Patzcuaro, Janitzio-1996); GI97= C.

grandocule (Lago de Patzcuaro, Ichupio-1997); GJ-99= C. grandocule (Lago de Patzcuaro,
Janitzio-1999), Prom= C. promelas; Hum= C. humboldtianum (6, Lago de Chapala; 6 Lago
de Zirahuén y 8, Laguna Zacapu); EcC= C. e. copandaro; Cre= C. c. reseratum; Att= C. a.
attenuatum,; Azi= C. a. zirahuen ;Jor= C. jordani; Cha= C. chapalae, Rio= C. nojai; Lab= C.
labarcae y Ptz= C. patzcuaro.

Diferenciacion genética, Distancias y Analisis de conglomerados (UPGMA).
Estimaciones preliminares de los estadisticos-F de acuerdo con Weir y Cockerham

para los organismos incluidos en el presente trabajo, aunque no significativas por el
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numero de individuos analizados, muestran que existe una diferenciacién genética en
las 13 especies y 3 subespecies (21 muestras) analizadas y apoyan los resultados
morfométricos, meristicos y genéticos que sugieren entrecruzamiento y cruzamiento
externo entre especies y subespecies. El promedio de jack-knifed Gop and6bsuspor
indican una diferenciacion genética significativa entre especies y muestras (0.5672,
sp. 0.1316 y 0.6057, sp 0.1165, respectivamente) (Tabla 31). Estos resultados
apoyan a los reportados previamente para siete especies del género (Barriga et al.,

2001 b).

Para visualizar diferencias en las frecuencias alélicas entre especies, se obtuvo la
estimacion del coeficiente de coancestria (Reynolds et al., 1983) para evaluar la
distancia e identidad genética (D, y /) entre las muestras. Dicha estimaciéon no
asume limitaciones con relacion al numero de poblaciones, de muestras o
frecuencias de heterocigotos (Weir & Cockerham, 1984). Los valores de identidad
genética entre muestras/poblaciones de la misma especie fueron desde 0.008 para
GJ-96/GJ-99 hasta 0.382 para C. lucius de Michoacan y de Chapala (LucM/LucC).
Mientras que para muestras entre diferentes especies las valores fluctuaron entre -
0.016 y 0.327 para especies del Lago de Chapala. También se observaron valores
negativos en algunas muestras, por ejemplo, en identidades se observaron valores
desde -0.0323 para C. c. reseratum de Chapala y C. labarcae (CreCha/Lab) hasta -
0.0823 para C. attenuatum y C. patzcuaro (Att/Ptz), y en distancias desde —0.0317

hasta —0.0791 para las mismas muestras (Tabla 32). Esto sugeriria que las muestras
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no son lo suficientemente distantes como para ser consideradas entidades
independientes, resultados que sin embargo deben de ser manejados
cuidadosamente ya que el tamafio de muestra utilizados en estos casos es muy

reducido y afecta directamente a este estimador.

Tabla 31. a) Valores de F, &s y 0 p para cada loci polimoérfico; b) Estimadores de la
heterogeneidad genética (Weir & Cockerham 1984) 6, f y F en las 11 muestras (6
especies y 3 subespecies del género in Chirostoma).

a) b)

Enzima 6 6 f s &% f F

Gpi-1 0.6058 0.5333 0.6027 0.6057 0.5672 0.5487 -0.1878
Gpi-2 0.5114 04100 0.5393 (0.1165) (0.1316) (0.2128) (0.2753)
Gpi-3 0.4557 0.4432 0.5161 0.7428* 0.7312* 0.8001* 0.2211*
G6pdh-1 0.3743 0.3650 -0.1138 0.4244 0.3806 0.1959 -0.4796

G6pdh-2 0.0145 0.0819  1.0000
Ldh-1 -0.0424 -0.0381 1.0000
Ldh-2 0.0247 -0.0255 -0.0129
Pgm 0.8452 8457 0.9048

*90% Intervalo de confianza superior € inferior con 1,000 replicas de bootstrap en

paréntesis.
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Tabla 32. Coeficiente de Distancias (arriba) e Identidades genéticas (abajo)

(Reynolds et al., 1983) para 11 muestras/poblaciones de Chirostoma.

M GJ9s Gl197 GJ99 Prom Hum HPtz EPtz ECha EcC LucM

GJ96 - 0.037 0.008 1.863 1.303 1.402 1200 1583 1709 1687
GI97 0.036 --- 0.043 1661 1.158 1.289 1.049 1380 1.518 1.412
GJ9g 0.008 0.042 -- 2.055 1.381 1453 1.264 1793 1.874 1.983
Prom 0845 0810 0872 -- 0.173 0.239 0.302 0.000 0.248 0.479
Hum 0.728 0686 0.749 0.159 -- 0.099 0.040 0.156 0.153 0.109
HPtz 0.754 0725 0.766 0.213 0.095 - 0.110 0.239 0.275 0.372
EPtz 0699 0649 0.717 0261 0.039 0.104 -- 0.244 0.281 0.199
ECha 0.786 0.748 0.833 0.000 0.145 0.213 0.217 - 0.246 0.431
EcC 0819 0780 0.846 0.219 0.142 0.240 0.245 0218 - 0.326

LtucM 0815 0.757 0.862 0.381 0.103 0.310 0.181 0.350 0.278 --

LucC 0.847 0.811 0.875 -0.024 0.146 0.200 0.249 0.007 0.187 0.382
Con 0.800 0.766 0.825 0.165 0.118 0.121 0.203 0.167 0.265 0.310
Cre 0878 0.844 0908 -0.016 0.229 0.237 0.332 0.025 0.294 0513
Att 0482 0.381 0.522 0424 0.239 0.388 0.244 0.307 0.362 0.237
AzZi 0.564 0.434 0613 0.582 0419 0461 0325 0475 0.552 0.558
Jor 0.793 0.767 0.812 0.269 0.322 0.312 0.407 0225 0.301 0.481
Cha 0688 0639 0.727 0.268 0.247 0.260 0.279 0.152 0.327 0.381
Rio 0.862 0.829 0.883 0.425 0.287 0.139 0.257 0410 0.437 0.525
Lab 0.888 0.850 0.923 -0.025 0.241 0.252 0.322 -0.048 0.286 0.563
Sph 0859 0.817 0.896 -0.063 0.093 0.173 0.205 -0.038 0.184 0.361

Ptz 0.566 0.428 0662 0.313 0.162 0.308 0.169 0.149 0.268 0.266
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Cont. Tabla 32.

M LucC Con Cre Att Azi Jor Cha Rio Lab Sph Ptz

GJo6 1.877 1611 2100 0657 0829 1574 1.165 1.981 2192 1.960 0.834
GIg7 1.667 1453 1.858 0479 0568 1458 1.019 1771 1899 1698 0.558
GJ99 2.081 1744 2381 0737 0950 1672 1.298 2144 2564 2259 1.084
Prom -0.023 0.181 -0.016 0.552 0.873 0.314 0.312 0.553 -0.024 -0.061 0.375
Hum 0.157 0.126 0.261 0.274 0.544 0388 0.284 0.339 0.276 0.098 0.176
HPtz 0223 0.129 0270 0490 0617 0374 0.301 0215 0.291 0.190 0.369
EPtz 0.286 0.227 0404 0280 0.393 0.523 0.328 0.297 0.389 0.229 0.186
ECha 0.8 0.183 0.025 0.366 0.645 0.254 0.165 0.528 -0.047 -0.037 0.162
EcC 0.206 0.308 0.348 0.449 0.802 0.358 0.397 0.574 0.338 0.203 0.312
LucM 0482 0.371 0719 0.270 0.816 0655 0480 0.745 0827 0.448 0.309
LucC - 0.223 0.014 0549 0870 0.281 0.338 0.537 -0.19 -0.049 0.355
Con 0.198 - 0.176 0.491 0.814 0377 0.172 0477 0292 0.127 0.385
Cre 0.014 0.161 - 0.694 1.055 0.289 0.301 0654 -0.032 -0.027 0.537
Att 0423 0.388 0.500 --- 0.252 0601 0.286 0776 0.659 0492 -0.08
Azi 0.581 0.557 0652 0.222 - 0812 0494 0870 0986 0.878 0.185
Jor 0.245 0.314 0.251 0451 0556 -—- 0.288 0617 0241 0.293 0427
Cha 0.287 0.158 0.259 0.248 0.390 0.250 -- 0611 0.296 0.263 0.131
Rio 0416 0.379 0480 0.539 0.581 0460 0457 --- 0633 0.531 0.678
Lab -0.019 0.253 -0.032 0.483 0627 0.214 0.257 0469 --—- -0.26 0411
Sph -0.051 0.119 -0.027 0.389 0584 0.254 0.232 0412 -0.026 -— 0.302
Ptz 0.299 0.319 0415 -0.082 0.169 0.348 0.123 0492 0.337 0261 -—-

M = muestras; GJ96= C. grandocule (Lago de Patzcuaro, Janitzio-1996);
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GI97= C. grandocule (Lago de Pétzcuaro, ichupio-
1997); GJ-99= C. grandocule (Lago de Péatzcuaro, Janitzio-1989); Prom= C. promelas; Hum= C. humboldtianum (6, Lago de
Chapala; 6 Lago de Zirahuén y 8, Laguna Zacapu); EcC= C. e. copandaro; Cre= C. c. reseratum, Att= C. a. altenuatum, Azi=
C. a. zirahuen, Jor= C. jordani; Cha= C. chapalae, Rio= C. riojai; Lab= C. labarcae y Ptz= C. patzcuaro.



Las relaciones genéticas entre muestras, utilizando las distancias genéticas de
coancestria (Reynolds et al.,, 1983) y minima de Nei (1972) y las frecuencias aiélicas
de ocho loci, resolvieron topologias muy similares. Ambos estimadores asumen que
la estructuracion de los grupos se debe principaimente a la deriva génica, aunque en
el segundo se incluye también la mutacion neutral de los loci. Las topologias
generadas ilustran claramente las estrechas relaciones entre las muestras y apoya lo
sugerido anteriormente sobre la reciente diversificacion de las especies. El
dendrograma (UPGMA) generado utilizando las distancias de coancestria muestra
dos conglomerados. El principal presenta una dicotomia que refleja la separacion de
los dos grupos, Jordani y Arge, propuestos inicialmente por Barbour (1973 ay b). En
el primer grupo se incluyen mayoritariamente las muestras representantes del grupo
Jordani, con excepcion de C. labarcae siendo apoyado con valores de bootstrap
mayores del 80%. La ubicacidon de esta ultima especie en dicho conglomerado esta
relacionada con el limitado tamafio de muestra que se analizd, por lo que dicho
resultado debe considerarse con precaucién. E! segundo grupo del mismo
conglomerado contiene a las especies del grupo Arge, con excepcion de la especie
C. chapalae, y es apoyado con valores de bootstrap mayores al 70%. La especie C.
riojai se encuentra equidistante entre los dos cl:onglomerados. El segundo
conglomerado lo conforman las poblaciones de la especie C. grandocule (Figura 30)
y se muestra equidistante del resto de las especies. La separacion de esta especie
esta relacionada con la baja variabilidad reportada para la especie en relacion con el
resto de las especies del género (Echelle y Echelle, 1984; Barriga-Sosa et al., 2001

b). El indice de consistencia mostré que los nodos con valores de bootstrap mayores
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del 50% son apoyados con el 47.8%, el 4.3% y el 8.7% de los loci polimoérficos

utilizados en el analisis.
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Figura 30. Dendrograma generado con 8 loci polimorficos, 13 especies y 3
subespecies (21 muestras): Att (C. attenuatum attenuatum), Azi (C. c. zirahuen), Con
(C. ¢. consocium) Cre (C. c. reseratum), Cha (C. chapalae), ECha (C. e. estor,
Chapala), Eptz (C. e. estor, Patzcuaro), EcC (C. e. copandaro, Chapala), GJ-96 y 99
(C. grandocule, Janitzio 1996 y 1999), GI-97 (C. grandocule, Ichupio 1997), Jor (C.
jordani), Lab (C. fabarcae), LucC (C. lucius, Chapala), Lmich (C. lucius, Michoacan),
Hum (C. humboldtianum), HCha (C. humboldtianum de Patzcuaro), Pro (C.
promelas), Sph (C. sphyraena), Rio (C. rigjai), y Ptz (C. patzcuaro), por medio del
coeficiente de coancestria (Reynolds et al. 1983). Se muestran valores de bootstrap
mayores del 50%.
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El arbol consenso generado por Neighbor-joining (N-J) y con las distancias de
coancestria de Reynolds et al. (1983) (Figura 31) muestra una topologia similar, con
la separacion de los dos grupos (Jordani y Arge). El conglomerado mas numeroso es
el que contiene a las especies del grupo Jordani, aunque aqui se presenta a la
especie C. riojai, integrante del grupo Arge, estrechamente relacionada con C.
humboldtianum (valores de bootstrap del 100% en este nodo), mientras que el
conglomerado del grupo Arge incluye a la especie C. sphyraena. La mayoria de los
nodos de este arbol presentan valores de bootstrap del 100%, incluyendo al nodo de
las muestras de la especie C. grandocule, el cual se encuentra claramente separado
de este ultimo grupo. Es importante mencionar que un problema que se genera
cuando se interpretan los valores de bootstrap asociados con los arboles de distancia
genética es lo que se determina alta robustez artificial de los nodos, que puede
generarse cuando se realiza el bootstrap entre un nimero limitado de loci y cuando
se observa que el nimero de permutaciones posibles puede ser menor que el
namero de eventos de muestreo con reemplazo (en este caso 1000), dando como
consecuencia una estimacion artificial de la varianza muy pequefna (Felsenstein,
1995) . Por lo que realizar un muestreo con reemplazo un numero elevado de veces
y con un pequefio nimero de loci (en este caso 8), podria llevaros a una falsa
interpretacion de la robustez de los nodos. En el presente trabajo, los valores de
bootstrap asociados con las muestras de C. grandocule y las de los grupos Jordani y
Arge permanecieron constantes cuando se utilizd6 un menor numero de replicas
(200). Sin embargo los valores de las muestras C. labarcae y C. riojai si variaron un

poco.
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C grandocule
J-99

J-96

C jordani

(Chapala)

C consocium C estor (Chapala)

100%

C riojai JORDANI C lucius (Chapgia)

C humboldtianum

C labarcge

(Patzcuaro) C promelas

Figura 31. Arbol consenso generado por Neighbor joining con las frecuencias

génicas de ocho loci polimérficos y 21 muestras del género Chirostoma.

Por otro lado, el cladograma generado con Maxima verosimilitud (ML) y con la opcién
CONTML de Phylip (Felsenstein, 1995) (Figura 32) muestra una topologia muy

similar a la de N-J, con el conglomerado mas numeroso conteniendo a la mayoria de
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las especies del grupo Jordani, de donde parecen desprenderse las especies C.
attenuatum y C. a. zirahuen del grupo Arge. En este caso la especie C. /abarcae, del
grupo Arge se encuentra en dicotomia con C. fucius del lago de Chapala y C. riojai
con C. chapalae. Nuevamente en este cladograma las muestras de la especie C.
grandocule aparecen en la parte basal del clado, pero claramente diferenciadas del

resto del grupo.
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Figura 32. Cladograma generado con maxima verosimilitud (ML) con las frecuencias

alélicas de ocho loci y utilizando ia opcion CONTML de PHYLIP (Felsenstein, 1995).
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Analisis preliminar de los genes mitocondriales citocromo b y 16s rADN.

Amplificacion via PCR de fragmentos del cit B y 16S ADNr.

Las dos metodologias utilizadas para la extraccion del tADN, Sambrook et al.,(1989),
modificado por Barriga-Sosa ef al., (1995) y DNeasy™ de QIAGEN (Figura 33) fueron
validas a la hora de obtener ADNt de buena calidad para amplificar genes
mitocondriales. Sin embargo, debido a que el tejido ha sido sometido a cambios
bruscos de temperatura por fallas eléctricas y al tiempo de almacenamiento de dicho
tejido (1996-2001), recientemente se observé una mejor calidad de ADNt extraido

para algunas especies con el segundo de los métodos.

a) A 1-2-3-4-5-6-7-8 A b) C’ 9-10-11-12-13-14-15-16 C*

Figuras 33. Extracciones de tADN con el método de Sambrook et al., (1989) (a) para
las especies C. consocium (1), C. e. copandaro (2), C. attenuatum (3), C. promelas
(4), C. sphyraena (5), C. grandocule (6), C. a. zirahuen (7), C. patzcuaro (8) y con el
método DNeasy™ de QUIAGEN (b) para las especies C. estor (9), C. lucius (10), C.
labarcae (11), C. riojai (12), C. grandocule {(13), C. chapalae (14), C. humboldtianum

(15) y C. jordani (16). A ladder = 2.5 ng. C* tADN.
149



Los productos amplificados que se obtuvieron para el gen cit B fueron de
aproximadamente 490 pares de bases (pb) usando el par de oligonucledtidos (cit B

1931%%) De aqui en adelante nos referimos a este fragmento como cit B-490.

Los fragmentos generados con los oligonucledtidos (Sar-Sbr) a partir del gen 16S
ADNr fueron de aproximadamente 600 pb y a estos nos referimos en adelante como
16S5-600. Los fragmentos cit B-490 obtenidos con ADNt extraido de acuerdo al
método de Sambrook et al., (1989), para las 16 especies en estudio se muestran en

la Figura 34.

A -1~ 3- 5-6-7- 89 A 10- 11 A 12-13-14- 15-16

Figura 34. Amplificaciones del fragmento del gen cit B-490 para las especies C.
consocium (1), C. attenuatum (3), C. sphyraena (5), C. grandocule (6), C. a. zirahuen
(7), C. patzcuaro (8) C. estor (9), C. lucius (10), C. labarcae (11), C. riojai (12), C.
grandocule (13), C. chapalae (14), C. humboldtianum (15) y C. jordani (16). A ladder

100pb = 2.5ng.

Las amplificaciones para ambos genes cit B-490 y 16S-600 a partir del ADNt extraido
con el método de DNeasy se muestran en la Figura 35.
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16S-600 cit B-490

— M~

4-5-15-1-9-15-106

Figura 35. Amplificaciones de los fragmentos de los genes cit B-490 y 16S-600 para
las especies C. promelas (4), C. sphyraena (5), C. humboldtianum (15), C.

consocium (1), C. estor (9), C. lucius (10) y C. grandocule (6). A ladder 100 pb =25

ng.

Los productos amplificados, fueron purificados por los métodos de a) Volgelstein y
Guillespie (1979), b) Amersham Life-Science y ¢) QUIAGEN vy los resultados se
muestran en la Figura 36. Aparecen bandas limpias y libres de ARNsa en los
productos purificados por los tres métodos, aunque los dos primeros generaron
interferencia en los procesos de secuenciacion [aparentemente la matriz de fibra de
vidrio utilizada en el método (1) y las enzimas hidroliticas del método (2) inhiben la
reaccion de secuenciacion (Ramos, Com. Per. y Pedroche Com. Per,
respectivamente)]. El método que permiti6 obtener una mejor secuencia de

nucledétidos fue el de QUIAGEN.
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¢) A —6--9-10 —

Figura 36. Fragmentos cit B-490 amplificados y purificades con ei método a)
Volgelstein y Guillespie (1979) a la izquierda, con el método b) Amersham Life
Science al centro y el fragmento 16S-600 con el método ¢) QUIAGEN a la derecha. 2
ladder 100 pb = 2.5 ng. Ver texto (pagina 151 y 152, Figs. 34 y 35) para referencia de

especies.

Analisis de las Secuencias

La secuencia de nucleétidos compilada para los fragmentos cit B-490 de C. estfor, C.
humboldtianum y C.lucius ademas del 16S-600 de las especies C. estor, C. lucius, C.
humboldtianum, C. sphyraena, C. promelas y C. consocium se sometieron a un
analisis de alineamiento (BLASTN, Altschul et al, 1997; Blast 2 sequences, Tatusova
y Madden, 1999). El promedio de! porcentaje de identidad en el alineamiento de 427
pb del cit B de las especies mencionadas fue del 79.8% y para 661 pb del 165 ADNr
fue del 88.6%, ambos con relacién a los mismos genes en genomas mitocondriales
de organismos eucariontes. Dichos valores son considerados como significativos en

la busqueda de homologia (Altschul et al, 1997, Tatusova y Medden, 1999). Las
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secuencias de cada gen también se alinearon de manera manual con el programa

ESEE (Cabot y Beckenbach, 1992).

Fragmento del gen citocromo B

El fragmento cit B-490 de Chirostoma corresponde a la parte inicial del gen (posicion
11 a 489 de la secuencia de nucledtidos y posicion 4 a 140 de la secuencia de amino
acidos del mismo gen en el pez teledsteo Cyprinus carpio). Dicha secuencia (420 bp)
representa un 36.8% del gen de acuerdo al tamano promedio del gen reportado para

peces teledsteos (Figura 37).

Para comparar la secuencia del Cit b de Chirostoma con la de otros aterinépsidos,
420 pb fueron sometidos a un alineamiento 6ptimo en el programa Blast-2 sequences
(Tatusova y Medden, 1999). Los resultados muestran que para la optimizacion del
alineamiento se incluyeron tres inserciones en la especie C. lucius en la posicién 7-
10 con relacion a la especie C. humboldtianum, ademas de una adicidén en la especie
Craterocephalus marjoniae en la posicién 303 (Figura 38). El porcentaje promedio de
identidad nucleotidica observada para 312 pb de las especies de Chirostoma
respecto a los aterindpsidos Atherinomus ogilbyi, Atherinosa microstoma y
Craterocephalus, fue del 78.7%. El andlisis de las secuencias de dicho fragmento
indican que la proporcion de A+T y G+C es cercana al 1:1 (63.7% vs. 46.3%,
respectivamente). La traduccion canénica de esta region utilizando el cdédigo genético
mitocondrial de vertebrados (Anderson et al., 1981), se muestra en las Figuras 37 y

38. El nimero de sitios variables en el gen de C. estory en relaciéon con los de los
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C. carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

(@]

carpio

C.e.estor

0

carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

C. carpio

C.e.estor

ATGGCAAGCCTACGAAAAACACACCCTCTCATTAAARATCGCTAACGACGCACTAGTTGAC
M A S L R K TH P VL I K I A NDI ATL V D
CTTCGGAAAACCCACCCCCTATTAAAAATTGCCAACGACGGAATCGTCGAC
L R X T H P L L K I A ND G I V D

CTACCAACACCATCCAACATCTCAGCATGATGAAACTTTGGATCCCTCCTAGGACTATGC
L P T P S N I S A WWNU FG S L L G L C
CTCCCAGCTCCTGCCAACATTTCAGTTTGATGAAACTTTGGCTCACTTCTAGGCCTTTGC
L P A P ANTI S VWWUNU FG S UL L G UL C

TTAATTACCCAAATTTTAACCGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACCTCAGACATTTCA
L I T I L T G L F L A M H Y T S D I s
TTGATGGCCCAAATCCTCACcggeccTATTCTTAGCCATGCACTATACCTCCGACATCGCT
L MmAQ I L TG UL F L A MUHY T S D I A

ACCGCATTCTCATCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTAAATTACGGCTGACTAATCCGT
T A F §$ S V. T H I C R DV N Y G W L I R
ACAGCTTTCTCATCTGTCGCCCACATTTGCCGGGACGTAAACTACGGATGACTCATCCGA
T A F s 8§ v A H I C R D V N Y G W L I R

AATGTACACGCCAACGGAGCATCATTCTTCTTCATTTGCATCTACATACACATCGCCCGA
N V H A NGWAS F F F I C I Y MH I A R
AACATGCATGCAAACGGAGCCTCTETCTTCtTCaTctGCATCTACCTTCATATTGGACGA
N M HANGA A S F F F I CI Y L HI G R

GGCCTATACTACGGATCATACCTTTACAAAGAAACCTGAAACATTGGTGTAGTCCTTCTA
G L ¥ Y G S YL Y K ETWNI G V V L L
ggCCTCTACTACGGATCATACCTCTACAAAGAGACATGAAACGTgGGGGLGTCaCTTCTT
G L ¥ Y GG 8 Y L Y K ETWNV G V S L L

CTACTAGTCATGATAACAGCCTTCGTTGGCTATGTTCTTCCATGAGGACAAATATCCTTT
L L.VvVMMTA AT FV G Y VL P W G QM S F
CTTCTTGTAATAATGACAGCCTTTGTtGgCtatgt cCTTCCTTGAgGGACAAATATCATTC
L L.vMMT AUV F V G Y VL P WG QM S F

TGAGGCGCCACAGTAATCACAAACCTCCTATCTGCCGTACCATACATGGGAGACATGTTA
wW 66 A TV I TNILUL S AV P Y M G DML
TGAGGGGcA

W G A

GTCCAATGAATCTGAGGTGGGTTCTCAGTAGACAATGCAACACTAACACGATTCTTCGCA
vV Q W I W G G F S VD NATUL TU R F F A

TTCCACTTCCTACTACCATTTGTTATTGCCGCCGCAACCATCATCCACCTGCTGTTCCTC
F H F L L P F V I A A A T I I HL L F L
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C. carpio
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CACGAAACAGGATCAAACAACCCGATCGGACTAAACTCAGACGCAGACAAAGTCTCTTTC
H E TG S NN P I G L N S D AU DI KV S F

CACCCGTACTTCTCATACAAAGACCTCCTTGGGTTCGTAATTATACTCCTAGCTCTTACA
H P Y F S Y K DL L G F VI MTUL L A L T

CTACTAGCACTATTCTCCCCTAACTTACTAGGAGACCCAGAAAACTTCACCCCCGCAAAC
L LA L F 8P NULULGUDU PUENTFTUPAN

CCTCTAGTTACACCACCCCACATCAAACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATC
p L v T P P H I XK P EW Y F L F A Y A I

CTACGATCAATTCCAAACAAACTCGGAGGTGTCCTTGCACTCCTATTCTCCATTCTGGTA
L R 8 I P N KL G G V L A L L F S I L V

TTAATAGTAGTACCACTACTACACACCTCAAAACAACGAGGACTAACATTCCGCCCCATC
L M v v PLILHTS K QR G L TV FIR P I

ACCCAATTCCTATTCTGAACCCTAGTAGCGGACATAATTATCCTAACATGAATTGGE GGC
T Q F L F W TUL V A DMTIIULTWTI G C

ATACCAGTAGAGCATCCCTTCATCATTATTGGACAAATTGCATCCGTCCTATACTTCGCA
M P V EH P F I I I G Q I A S V L Y F A

CTATTCCTCATTTTTATGCCACTAGCAGGATGGTTAGAAAATAAAGCACTAAAATGAGCT
L F L I FMPULAGUWIULENIU KA ATLI K W A

Figura 37. Secuencia de 420 pb y 140 amino acidos del gen citocromo B de C. estor

con relacion a la secuencia del mismo gen del pez Cyprinus carpio.
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otros aterindpsidos fue de 72 (23.1%). Siete de estas fueron en la primera posicion,
seis en la segunda y 59 en la tercera posicién (ver Figura 38), los cuales se traducen
en cuatro cambios de amino acidos codificados en la secuencia disponible de los tres
aterindpsidos analizados. También se detectdé una delecién en la posicidn 303 de
Craterocephalus marjoriae con relacion a los otros aterindpsidos. Aunque es
prematuro hacer conclusiones con relaciéon a la utilidad de dicho gen en el presente
estudio, si se puede definir como un buen marcador para inferir las relaciones
filogenéticas de aterinépsidos. Se pudo observar que el nimero de transiciones
(T«»C y A<QG) y transversiones (AT, A—~C, TG y C—G) en 312 pb de las
especies de Chirostoma con relacion a los otros aterindpsidos fue del 22-23% (69-72
sitios), con un mayor nimero de transversiones 13.8% (43) sobre las transiciones

10.2% (32) (Tabla 33).

Tabla 33. Transiciones y transversiones en los nucleétidos del fragmento del gen cit

B de las especies de Chirostoma con relacion a los tres aterindpsidos.

Aterindpsidos/ Transiciones Transversiones

TC AG AT AC TG CG
C. humboldtianum
y C. lucius 21 11 8 16 S 8
C. estor 22 11 8 17 6 8

El nimero de sitios variables entre las tres especies del grupo Jordani es de 7 (3
transiciones y 4 transversiones), ademas de tres deleciones en la posicién 7-10 de
C. lucius con relacion a C. humboldtianum que podrian ser importantes

taxondmicamente.
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C.e.estor
hum193

luc193

Crat
Athmic
Athogil
C.e.estor
humi93

luci93

Crat
Athmic
Athogil
C.e.estor
hum193

luci93

Crat
Athmic
Athogil
C.e.estor
hum193

lucls3

CTTCGGAAAACCCACCCCCTATTAAAAATTGCCAACGACGGAATCGTCGAC

L R K T H P L L K I A N D G I V D
ATGGCCAATCTTCGGAAAACCCACCCCCTATTAARAATTGCCAACGACGCGATCGTCGAC
M A N L R K T H P L L K I A N D A I V D
ATGGCT- - -CTTCGGAAAACCCACCCCCTATTAAAAATTGCCAACGACGCAATCGTCGAC

M A L R X T H P L L K I A N D A I V D
GCTTGG

A W
CCTTGG

P W

CTTGGC

L G

CTCCCAGCTCCTGCCAACATTTCAGTTTGATGAAACTTTGGCTCACTTCTAGGCCTTTGC
L P A P A NI 8§ V WWNF G S L L G L CC
CTCCCAGCTCCTGCCAACATTTCAGTTTGATGAAACTTTGGCTCACTTCTAGGCCTTTGC
L P A P A NI S V WWNVF G S L L G L C
CTCCCAGCTCCTGCCAACATTTCAGTTTGATGAAACTTTGGCTCACTTCTAGGCCTTTGC
L p A P A N I S VW WNVF G S L L G L C

TCTCGGCGCCAAATC I TAACAGGACTCTTTCTTGCAATACACTATACTTCAGATATCGCT
S R R Q I L T G L ¥F L A M HY T S D I A
TCTCGGTGCCAAATCCTGACAGGCCTATTCCTTGCCATACACTATACCTCGGACATTGCA
s R ¢ Q I L T GG L F L A M HY T S D I A
TCTCGGCGCCAAATCCTAACAGGTCTCTTCCTTGCCATGCACTACACATCTGATATTGCA
S R R Q I L T GG L F L A M H Y T S D I A
TTGATGGCCCAAATCCTCACcggccTATTCTTAgecCATGCACTATACCTCCGACATCGCT
L » A Q I L T G L F L A M HY T S D I A
TTGATGGCCCAAATCCTTACCGGCCTATTCTTAGCCATGCACTATACCTCCGACATCGCT
L »m a0 I L T GGL F L A M HY T S D I A
TTGATGGCCCAAATCCTtACCGGCCTATTCTTAGCCATGCACTATACCTCCGACATCGCT
L M A @Q I L. T G L F L A MH Y T S D I A

ACTGCCTTCTCCTCGGTGGCACACATCTGCCGAGACGTAAACTATGGCTGATTAATCCGA
T A F 8 S v A H I C€C R D V N Y G W L I R
ACCGCCTTCTCTTCTGTTGCACATATTTGTCGAGACGTAAATTACGGCTGACTAATCCGT
T A F S 8 v aA H I C R DV N Y G W L I R
ACCGCATTCTCCTCAGTCGCACACATCTGCCGAGATGTAAACTACGGCTGACTAATCCGA
T A F § §S v A H I € R D V N Y G W L I R
ACAGCTTTCTCATCTGTCGCCCACATTTGCCGGGACGTAAACTACGGATGACTCATCCGA
T A F 8§ §$S v A H 1 €C R D V N Y G W L I R
ACAGCTTTCTCATCTGTCGCCCACATTTGCCGGGACGTAAACTACGGATGACTCATCCGA
T A F 8 8 VvV A H I € R D V N Y G W L I R
ACAGCTTTCTCATCTGTCGCCCACATTTGCCGGGACGTAAACTACGGATGACTCATCCGA
T A F S S v A H I € R D V N Y G W L I R
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AATATACATGCCAACGGCGCATCCTTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCACATTGGGCGA
N M H A NGWASVF F F I C I YL HTI G R
AATATGCATGCAAACGGCGCTTCCTTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCACATTGGTCGT
N M HANGW ASF F F I €C I Y L H I G R
AACATGCACGCCAACGGCGCATCTTTCTTTTTCATCTGCATCTACCTTCACATTGGACGA
N M HANGWAS F F F I € I YL H I G R
AACATGCATGCAAACGGAGCCTCTETCTTCEtTCaTctGCATCTACCTTCATATTGGACGA
N M H A NG AS F F F I €C I Y L H I G R
AACATGCATGCAAACGGAGCCTCTTTCTTCTTCATCTGCATCTACCTTCATATTGGACGA
NMHANGWAS F F F I C¢C I Y L H I G R
AACATGCATGCAAACGGAGCCTCTTTCTTCTTCATCTGCATCTACCTTCATATTGGACGA
N MHANGA AS F F F I ¢ I Y L H I G R

GGGCTCTATTATGGGTCTTACCTCTATAAAGAAACTTGARAACGTGGGAGTTGTTCTCCTT
G L ¥ Y G s ¥ L Y K E T WN V G V V L L
GGCCTTTACTACGGCTCTTACCTCTACAAAGAAACATGAAATGTTGGGGTCGTTCTCCTC
G L Y ¥ G S ¥ L Y K ETWN V G V V L L
GGCCTTTATTACGGCTCCTACCTCTATAAAGAGACCTGAACCGTTGGAGTAGTTCTTCTT
G L Y ¥ 6 S YL Y K E TW T V G V V L L
ggCCTCTACTACGGATCATACCTCTACAAAGAGACATGAAACGTGGGGGLGTCaCTTCTT
G L ¥ Y G 8 ¥ L ¥ K ETWDN V G V S L L
GGCCTCTACTACGGATCATACCTCTACAAAGAGACATGAAACGTGGGGGTTGTCCTTCTT
G L ¥ Y G §$ YL ¥ K ETWN V G V V L L
GGCCTCTACTACGGATCATACCTCTACAAAGAGACATGAAACGTGGGGGTTGTCCTTCTT
G L ¥y ¥ 68 ¥ L Y K E T WN V G V V L L

CTCCTAGTTATGATGACTGCCTTCGTTGGCTATGTACTGCCTTGAAGCCAARATGTCG-TC
L L.vM M T AUPF V G Y V L P W S QQ M S8
CTCCTAGTCATGATGACAGCCTTCGTTGGCTACGTCCTTCCTTGAGGACAAATGTCATTC
L. L. vM M TAVF V G Y VL P W G Q M S F
CTCCTTGTAATGATGACTGCCTTTGTCGGCTACGTCCTTCCCTGAGGTCAAATGTCCTTC
L L. vM M TAVF V G Y V L P W G Q M S F
CTTCTTGTAATAATGACAGCCTTTGTtGgCtatgtcCTTCCTTGAgGACAAATATCATTC
L L. v M M T A F V G Y V L, P WG Q M S F
CTTCTTGTAATAATGACAGCCTTTGTTGGCTATGTCCTTCCTTGAGGACAAATATCATTC
L L. vM M T AVF V G Y VL P W G Q M S F
CTTCTTGTAATAATGACAGCCTTTGTTGGCTATGTCCTTCCTTGAGGACAARATATCATTC
L L. vM M T A F V G Y V L P W G Q M S F
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Figura 38. Alineacién de un fragmento de 424-427 pb del gen citocromo B de tres
especies de Chirostoma con relacidon a otros tres aterindpsidos (Craterocephalus

marjonae, Atherinosoma microstoma y Atherinomorus ogilbyi).

Fragmento del gen 16S ADNr

Por su parte el fragmento del gen 16S-600 de las especies reportadas en este
estudio (promedio, 583 pb) corresponde a la parte final del mismo gen (posicién 927-
940 a 1513) en el pez teledsteo Cyprinus carpio y representa el 34.7% del gen de
acuerdo a lo reportado para dicho pez (Figura 39). Para obtener el alineamiento
o6ptimo de este gen el programa Blast-2 sequences (Tatusova y Medden, 1999)
insertd 25 espacios (gaps) en las seis especies de Chirostoma analizadas (ver Figura

39).

Las secuencias obtenidas para las seis especies de Chirostoma se compararon con
las del pez teledsteo Cyprinus carpio, debido a que las secuencias disponibles para
otros aterinomorfos en la base de datos Genbank son muy pequefias o presentan
hasta el 10-12% de secuencias no especiﬁcas. El porcentaje promedio de identidad
observado para 570 pb entre las especies de Chirostoma fue del 96%. El andlisis de
las secuencias de dicho fragmento indican que la proporcion de A+T y G+C también
es cercana al 1:1 (48.6% vs. 51.4%, respectivamente). El nimero de sitios variables
en los 573 nucleétidos analizados del gen 16S ADNr en las seis especies de
Chirostoma, con relacién al de C. carpio, fue de 164 (ademas de 13 inserciones) con

una tasa promedio de substitucion observada del 28.6% (Figura 40).
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GCCAAACAGCTAGCTTAACTACTTAATAACTAAACAATATAAATAAAACAAAATAAGCCT
GACACCAAAAACTAAACCATTTTTTTACCTGAGTATGGGAGACAGAAAAGGTTCCACAAA
GCGATAGAAATAGTACCGCAAGGGAAAGCTGAAAGAGAAATGAAATAACCCATATAAGCA
CTAAAAAGCAAAGATTAAACCTCGTACCTTTTGCATCATGATTTAGCCAGTACACCCAAG
CAAAGAGACCTTTAGTTTGAAACCCCGAAACCAGGTGAGCTACCCCGAGACAGCCTATTA
TGGCCCACCCCGTCTCTGTGGCAAAAGAGTGGGAAGAGCTCCGGGTAGAAGTGACAGACC
TACCGAACCTGGTGATAGCTGGTTGCCTAAGAAATGAATAGAAGTTCAGCCTCGTGCACC
TCAAATCACACAAACAAAACAAGACTAAGAGAAACACATGAGAGTTAGTTAAAGGGGGTA
CAGCCCCTTTAACAAAGGACACAACCTTTCCAGGAGGATAAAGATCATAATACATAAAAC
ATACTGTTCTAGTGGGCCTAAAAGCAGCCATCTAAACAGAAAGCGTTAAAGCTCAGACAG
AAAAAAGTTTATTATCCCGATAAAAAATCTTACTCCCCTAAATACTATTAGGCCAACCCA
TGCCCCCATGGAAGAGATTATGCTAAAATGAGTAACAAGAAGGCCCGCCCTTCTTCCAAG
AACAAGTGTAAGCCAAACCGGACCAACCATTGGCAACTAACGAACTCAATCAAAGAGAGC
AATGTGAATTACAAAAAAACCCAAGAAAAATCCACAACTAAGCTATCGTTACCCCCACAC
TGGAGTGCCCTAAAGGAAAGACTAAAAGAAAAGGAAGGAACTCGGCAAACACAAGCCTCG
CG

CcC
CCTGTTTACCAAAAACATCGCCTCCTGCAACGAACCAAGTATAGGAGGTCCAGCCTGCCC
CCTGTTTATCAAAAAACATCGCCTCTTG~-ACCCACCCATAATAAGAGGTCCCGCCTGCCC
GCTGTTTAT-AAAAAACATCGCTTCTTG-ACCAAACCATAATAAGAGGTCCCGC-TGCCC
ATAAGAGGTCCCGCCTGCCC

AAACCGTGAATAGATAAAAAGTCCCGCCTGCCC
TTTTTAATAAACAGAGGTCCCGCCTGCCC
ACCGTGTGATATGTAAAGGGTCCCGC-TGCC-
AGTGACTACAAGTTCAACGGCCCGGCGGTTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC
TGTGACTTAAGGTTTAACGGCCGCGG- - -TATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC
TGTGACTTAAAGTTTACCGCCCGCGG- - -TATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC
TGTGACTTAAGGTTTAACGCCCGCGG- - ~-TATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC
TGTGACTTAAGGTTTAACGGCCGCGG- - -TTTT- -GACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC

TGTGACTTAAGGTTTAACGGCCGCGG- - -TATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC
TGTGACTTAAGGTTTAACGGCCGCGG- - -TTTTT-GACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCAC
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TTGTCTTTTAAATAGAGACCTGTATGAATGGCTAAACGAGGGCTTAACTGTCTCCCCTTT
TTGTCTTTTAAATGGAGACCTGTATGAATGGCACGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCT
TTGTCTTTTAAATGGAGACCTGTATGAATGGCACGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCT
TTGTCTTTTAAATGGAGACCTGTATGAATGGCACGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCT
TTGTCTTTTAAATGGAGACCTGT - TGRAATGGCACGAC-AGGGCTTAACTGT-TC-TT-CT
TTGTCTTTTAAATGGAGACCTGTATGAATGGCACGACGAGGGCTTAACTGTCTC-TTCCT
TTGTCTTTTAAATGGAGACCTGTATGAATGGCACGACGAGGGCTTAACTGTCTC-TT-CT

CAAGTCAGTGAAATTGATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATAATACTACAAGACGAGAAGA
CCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATACCCTCATAAGACGAGAAGA
CCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATACCCTCATAAGAC-AGAAGA
CCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATACCCTCATAAGACGAGAAGA
CCA-TCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCA-AAGCGGGGATACCCTCATAAGACGAGAAGA
CCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCA-AAGCGGGGATACCCTCATAAGACGAGAAGA
CCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATACCCTCATAAGACGAGAAGA

CCCTTTGGAGCTTAAGGTACAAAACTCAACCACGTTAAGCAACTCAATAAAAAGCAAAAA
CCCTGTGGAGCTTTAGACTTACAGTAGGACCATGTCAAGGACCCCCACTAACGGCCCGAA
CCCTGTGGAGCTTTAGACTTACAGTAGGACCATGTCAAGGACCCCCACTAACGGCCCGAA
CCCTGTGGAGCTTTAGACTTACAGTAGGACCATGTCAAGGACCCCCACTAACGGCCCGAA
CCCTG-GGAGCTTTA-ACTTACAGTAGGACCATGTCAAGGACCCCCACTAACGGCCCGAA
CCCTGTGGAGCTTTAACTTACAGTAGGACCATGTCAAGGACCCCCACTTAACGGCCCGAA
CCCTGTGGAGCTTTAGACTTACAGTAGGACCATGTCAAGGACCCCCACTAACGGCCLGAA

CCTTGTGGATCATGAGATTTTACCTTCGGTTGGGGCGACCACGGAGGAAAGAAAAGCCTC
CTAATTGGTCCCCTCCTACATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGAAATGAAAAACCCC
CTAATTGGCCCCCTCCTACATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGAAATGAAAAACCCC
CTAATTGGCCCCCTCTTACATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGAAATGAAAAACCCC
CTAATTGGTCCCCTCCTACATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGG-AAATGAAAAACCCC
CTAATTGGTCCCCTCCTACATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGAAATGAAAAACCCC
CTAATTGGTCCCCTCCTACATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGAAATGAAAAACCCC

CAGGTGGACTGGGAAAACCTCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAGCACAGAACATCTG
CATGTGGAATGGGAGCACCCCTGCTCCTACAGCCGAGAGCCACAGCTCTAGGTAACAGAA
CATGTGGAATGGGAGCACCCCTGCTCCTACAGCCAAGAGCCACAGCTCTAGGTAACAGAA
CATGTGGAATGGGAGCACCCCTGCTCCTACAGCCAAGAGCCACAGCTCTAGGTAACAGAA
CATGTGGAATGGGAGCACCC-TGCTCCTACAGCCAAGAGCCACAGCTCTAAGTAACA-AA
CATGTGGAATGGGAGCACCCCTGCTCCTACAGCCAAGAGCCACAGCTCTAAGTAACAGAA
CATGTGGAATGGGAGCACCCCTGCTCCTACAGCCAAGAGCCACAGCTCTAGGTAACAGAA

ACCAAATATGATCCGGCTAACACATAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAAC
TTTCTGACCAGTCAGATCCGG-CATAGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCCAGGGATAAC
TTTCTGACCAGTCAGATCCGG-CATAGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCCAGGGATAAC
TTTCTGACCAGTCAGATCCGG- CATAGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCCAGGGATAAC
TTTCTGACCATCAAGATCCG- - CATAGC-GATCAACGGACCGAGTTACCCCAGGGATAAC
TTTCTGACCAGTCAGATCCGG- CATAGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCCAGGGATAAC
TTTCTGACCAGTCAGATCCGG- CATAGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCCAGGGATAAC
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AGCGCAATCCTCTCCCAGAGTCCATATCGACGAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGCGCAATCCTCTTCTAGAGCCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGCGCAATCCTCTTCTAGAGCCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGCGCAATCCTCTTCTAGAGCCCATATCG-CAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGCGCAATCCTCTTCTAGAGCCCATATCGACAAGAGGGTTTACCACCTCGATGTTGGATC
AGCGCAATCCTCTTCTAGAGCCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGCGCAATCCTCTTCTAGAGCCCATATCGACAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGACATCCTAATGGTGCAGCCGC-TATTAA-GGGTTCGTTTGTTCAACGATT-AAAGTC
AG-ACATCCTAATGGTGCAGCCCGCTATTAAAGGGTTCGTT -GTTCAACGATTAAAAGTC
AGGACATCCTAATGGTGCAGCCGC-TATTAA-GGGTTCGTTTGTTCAACGAT - -AAAGTC
AGGACATCCTAATGGTGCAGCCGC-TATTAA-GGGTTCGTTTGTTCAACGAAT - ~-AAGTC
AG-ACATCCTAATGGTGCAGCCGC-TATTAA-GGG- ~-CGTTTGTTCAACGAAT-AAAGTC
AGGACATCCTAATGGTGCAGCCGC-TATTAA-GGGTTCGTTTGTTCAACGATT -AAAGTC
AGGACATCCTAATGGTGCAGCCGC-TATTAA-GGGTTCGTTTGTTCAACGATT ~-AAAGTC

CTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCAGTTTCTATCTGTAACGCTACTT
CTACGTGATCTGAGTT
CTACGTGATCTGAGTT
CT-CCTGATCTGAGTT
CTACCTGATCTGAGTT
CTACGTGATCTGAGTT
CTACGTGATCTGAGTT

TTCCTAGTACGAARAGGATCGGAARAGAGGGGCCCATACTTAAAGCACGCCCCACCCCTAA
TTTATGAAAACAAATAAATAAAATAAAGGGAGAGCCAAAATCCCAGCTGGCCAAAATAAG

GACA

Figura 39. Secuencia del fragmento del gen mitocondrial 16S ADNr de seis especies

de Chirostoma con relacion a la secuencia del mismo gen del pez Cyprinus carpio.
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En la comparacion entre las seis especies de Chirostoma el nimero de sitios
variables, en un fragmento de 570 nucleétidos fue de 19 (ademas de 23 inserciones)
(Figura 40). Se pudo observar que el nimero de transiciones y transversiones de
cinco de las especies con relacion a C. humboldtianum fue del 3.3%, con igual

namero de transiciones y transversiones (10, 1.66%).

Para generar arboles filogenéticos preliminares se utilizé las secuencias de
nucledtidos de los aterinépsidos Atherinomus ogilbyi, Atherinosoma microstoma y
Craterocephalus marjoriae como grupos externos para el gen cit B y en caso del gen
16S ADNr se utilizb a la especie Cyprinus carpio. Las filogenias generados con los
métodos de distancia genética, dos parametros de Kimura, ML y de Jukes-Cantor,
mostraron consistencias en las topologias. Por ejemplo, para el fragmento del gen cit
B los arboles generados con los métodos de parsimonia y maxima verosimilitud (ML)
mostraron que las especies C. humboldtianum y C. estor se encuentran mas
cercanamente relacionadas, que cualquiera de estas con C. lucius. Los arboles
generados con Parsimonia para ambos genes (cit B y 16S ADNr) también sugieren
gue las especies del género Chirostoma, que corresponden al grupo Jordani tienen

un origen mas reciente que el de los otros aterinépsidos.

Si esto se confirma, dichos resultados estarian apoyando lo demostrado con los
datos alozimaticos para las especies C: grandocule en esta misma tesis, que
sugieren que las especies del género Chirostoma se encuentran en un proceso de

evolucién rapida que le ha permitido diversificarse en un periodo de tiempo evolutivo
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Figura 40. Comparacion del 570 pb del gen mitocondrial 16S ADNr de las especies

del género Chirostoma: humbold = C. humboldtianum, lucius = C. lucius, estor = C.

estor, sphyraena = C. sphyraena, promelas = C. promelas, consocium = C.

consocium. E|l simbolo ee+++ indica que las letras son iguales, diferente letra significa

substituciones y el simbolo -- significa una insercién o delecion de un nucledtido.
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relativamente corto (Echelle y Echelle, 1984; Barriga-Sosa et al, en prep). Sin
embargo, no se puede concluir nada definitivo hasta que se obtengan resultados de
otros analisis filogenéticos con los datos de las secuencias de amino acidos y con

mayor numero de secuencias.

Por otro lado, los arboles preliminares generados con la distancia de Kimura del gen
cit B sugieren la especie C. lucius es ancestral a las especies C. humboldtianumy C.
estor, lo cual de corroborarse seria contradictorio a la hipotesis que sugiere que una
forma similar a C. humboldtianum se diversifico y dio origen a lo que se conoce como

el “grupo humboldtianum” (Barbour, 1973 a y b; Echelle y Echelle, 1984).
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Figura 43. Arboles filogenéticos generados con la distancia de Kimura-2 parametros:
a) Parsimonia y b) maxima verosimitud (ML) generados con 427 pb del gen cit B; c)
Parsimonia de 570 pb del gen 16S ADNr. Los valores en paréntesis significan el
nimero de veces que la agrupacion ocurrié en todos los arboles y el numero de

pasos necesarios para formar ese clado, en ML y Parsimonia, respectivamente.
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CONCLUSION GENERAL

Las especie del género Chirostoma endémicas de la Mesa Central de México son
consideradas por varios autores como una “agrupacion de especies” (species flock),
debido a que presentan caracteristicas particulares de dichas agrupaciones, como lo
son altos niveles de simpatria y evolucién morfolégica y por encontrarse en un area
geografica pequena. En nuestro pais, son un grupo de gran importancia debido a que
representan una considerable riqueza ictiofaunistica unica, ademas de ser de un
gran impacto economico y cultural en regiones étnicas particulares de la Mesa
Central. En la actualidad, las especies del género presentan grandes alteraciones en
sus poblaciones naturales, entre las cuales se encuentran:

a) debido a su importancia comercial, varias de las especies (principalmente las
de peces blancos) de los lagos de Patzcuaro y Chapala se han dispersado
fuera de su habitat natural induciendo con esto a la hibridaciéon entre con-
especificos,

b) los mismos lagos sufren deterioros ambientales drasticos que influyen
directamente en las especies, y

c) la presidon pesquera indiscriminada a la que estan sometidas varias
poblaciones y/o especies no permite la incorporacién de algunas cohortes a la

poblacion, lo cual repercute en el tamaiio efectivo de las poblaciones.

Los resultados generados de la presente tesis permiten explicar algunas de las
causas probables de las alteraciones presentadas en las caracteristicas de esta

“agrupacion de especies”. Por ofra parte tanto los resultados morfométricos, como
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los alozimaticos y los preliminares sobre las relaciones filogenéticas de los miembros

del género apoyan algunas de las hipétesis planteadas para el grupo, como lo son:

a) que las especies del grupo estan sujetas a cambios evolutivos rapidos, como se

demuestra con los datos morfométricos y alozimaticos en la especie C. grandocule;

b) que el “grupo humboldtianum” tiene un origen reciente de diversificacion, como lo

demuestran los datos meristicos y las secuencias preliminares de genes

mitocondriales.

1)

2)

Variabilidad morfométrica y meristica.

De esta parte de la tesis se puede concluir que 6 caracteres morfométricos
(expresados como porcentaje de la longitud patron longitud base aleta anal,
distancia predorsal, longitud hocico, longitud mandibula, longitud cefalica y
altura minima pedunculo caudal) ademas de cuatro caracteres meristicos
(escamas de la serie longitudinal, branquiespinas, escamas predorsales,
nimero de rayos aleta anal) fueron informativos para la identificacién de las 13
especies y tres subespecies del género Chirostoma.

Los analisis de CP y DA indicaron que los caracteres morfométricos longitud
de la cabeza, distancia del hocico a la 1° aleta dorsal y longitud de la base de
la aleta pélvica ademas de los meristicos, numero de rayos de las aletas anal
y pectoral son suficientes para diferenciar a siete de las 16 especies
analizadas (especies del "grupc humboldtianum ), y que dichos caracteres
estdn asociados a la diversidad en los habitos alimenticios y a los

requerimientos natatorios de los organismos en la columna de agua.
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3) ElI DA de 10 caracteres morfométricos permitid la discriminacién entre
muestras/poblaciones de la especie C. grandocule del Lago de Patzcuaro, con
un porcentaje de re-clasificacion de 86-88%.

4) Por otro lado, los analisis de CP y DA de los ocho caracteres meristicos
permitieron por un lado diferenciar a las cuatro especies del grupo Arge, con
un porcentaje de re-clasificacion del 89.9%.

5) Con relaciébn a los caracteres meristicos, las variables branquiespinas,
escamas predorsales e interdorsales contribuyeron a la discriminacién de las
especies C. jordani y C. grandocule del resto del grupo Jordani, con un
porcentaje de rec-clasificacion de 71%. Los caracteres rayos de la 2da aleta
dorsal, escamas predorsales, interdorsales y rayos de la aleta anal, por su
parte, permitieron la re-clasificacion de dos poblaciones de la especie C.
humboldtianum (77-92%)

6) Para las especies del grupo Arge, los caracteres numero de branquiespinas,
escamas de la linea lateral e interdorsales, namero de rayos de la 12 aleta
dorsal, de la aleta anal fueron suficientes para discriminar a las cuatro

especies analizadas (98.6%).

« Variabilidad alozimatica
1) Para las 13 especies y tres subespecies del género Chirostoma y utilizando
acetatos de nitrocelulosa como soporte se resolvieron ocho loci polimorficos,

de ellos, cuatro sirvieron para diferenciar a cuatro de las especies.

170



2)

3)

4)

5)

Los loci 1 y 2 de G6pdh fueron polimérficos sélo para la especie C. promelas,
mientras que la especie C. grandocule presento polimorfismo en el locus 2.
El locus 1 de Ldh se resolvié como polimorfico solamente para una muestra
de C. grandocule, mientras que el locus 2 de la misma enzima fue polimérfico
para las especies C. grandocule, C. estory C. lucius.

El valor promedio de Hg para las 13 especies y tres subespecies fue de
0.063, valor ligeramente mayor a lo reportado por Nevo (1978) para peces
(0.051) y por Echelle y Echelle (1984) para 15 especies del género (0.044).
Estas diferencias pueden atribuirse a la heterocigosidad en el nimero de
enzimas y tipo de sistema utilizados y a factores bioldégicos como la
hibridacién.

Se detecta variacion genética (Hg) y diferencias significativas en las
frecuencias alélicas (<0.05) a nivel inter e intra-especifico, excepto por las
especies del Lago de Chapala.

Se observo desviacion en el equilibrio de H-W en la mayoria de las muestras
y loci polimérficos, sugiriéndose que en las muestras EPtz, HZac, Prom, Atty
RSt dicha desviacion se debe a un déficit de heterdcigos en uno, dos o tres
loci, por lo que no se descarta que exista una alta endogamia en estas
muestras. Para las muestras Sph, Azi, EcC los resultados significativos se
deben a un exceso de heterdcigos, sugiriéndose asi un posible cruzamiento
externo (hibridacién). Por otro lado, también se reporta la desviaciéon en las
muestras de C. grandocule (Barriga-Sosa, et al., en prep.) circunstancia

también atribuible a procesos de endogamia.
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6) E! promedio del indicador de diferenciacion genética entre especies (6) y
entre muestras/poblaciones (&) sugiere una clara diferenciacién genética
entre especies y muestras/poblaciones (0.5672, s p.. 0.1316 y 0.6057, s p.

0.1165, respectivamente).

Preliminares de los genes mitocondriales citocromo by 16s ADNr

1) La secuencias preliminares del gen mitocondrial citocromo B (36.8%) sugiere que
este gen es un buen marcador para inferir las relaciones filogenéticas de peces
aterinépsidos, incluyendo al género Chirostoma ya que se pudo observar que el
numero de trnasiciones y transversiones de las especies del género con relacion
a otros aterindpsidos fue del 23.1% (72 sitios).

2) De igual manera, la secuencia del fragmento del gen 16S ADNr (34.7%) también
indica que este es un marcador adecuado para inferir las relaciones filogenéticas
de peces aterindpsidos. Ademas indicé que la tasa promedio de substitucion

(28.6%) es ligeramente mayor a la del cit B.
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RECOMENDACIONES

Es importante mencionar que debido a la situacién en la que se encuentra la gran
mayoria de las especies del género, futuros trabajos sobre el género deberian de
considerar la integracion del esfuerzo y trabajo de los diversos grupos de
investigacion, para que los resultados que se obtengan de los mismos sean de
utilidad nacional, tanto a nivel docencia, como de investigacién y perspectivas del

manejo de estas especies.

Entre los aspectos que son indispensables para mejorar nuestra comprensién de la

situacion actual y evolucién del grupo, debemos:

1) Integrar de manera detallada los mapas de distribucién actual de las diversas
especies tanto de Chirostoma como Poblana.

2) Realizar estudios detallados de genética de poblaciones de las especies de
mayor importancia tanto comercial como evolutiva (ej. C. humboldtianum, C:
estor, C. riojai y C. jordani), asi como de los posibles ancestros de los miembros
del género (ej. Menidia y Atherinella).

3) Utilizar para dichos estudios poblacionales marcadores de ADN (microsatelites o
RAPD's, 0 en su caso alozimas).

4) Determinar la secuencia nucleotidica completa de los genes mitocondriales
estudiados en esta tesis, asi como de genes nucleares altamente variables, que

permitan detectar cambios en este grupo de organismos.
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5) Utilizar la informacién generada en éste tipo de estudios para la discusion de la
toma de decisiones sobre el manejo del recurso y plantear propuestas para la

conservacién de algunas de tas especies.
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ABSTRACT: The Chirostoma “humboldtianum group” is comprised of seven silverside species
considered as a monophyletic assemblage because of their high genetic and morphological similarities.
The group includes five moderate large species, “peces blancos” (117 - 300 mm standard length - SL)
and two smaller species, “charales” (70 - 142 mm SL). These species are of great economical, cultural
and ichthyological interest for local populations and their management practices are controversial. We
investigated the morphometric, meristic and allozyme variation of the seven species (13 populations)
and relate such information to aspects of life history, differences in habitat and management
procedures. Nineteen morphometric, eight meristic variables (by multivariate analysis) and 23
allozyme loci were compared among the seven species and populations of Chirostoma. Principal
component analysis (PC) of morphometric and meristic data indicate that both sets of data provided
information to differentiate among the seven species. The variables that accounted for most of this
differentiation were head length (HL), predorsal 1 length (P1L) and length of pelvic fin base (PfbL). PC
and Discriminate Analysis (DA) with morphometric data also suggested the differentiation of
populations within Chirostoma grandocule (83% correctly classified organisms), whereas PC and DA
with meristic data differentiate populations of C. humboldtianum (80% correctly classified organisms).
The most important morphometric variables for the differentiation were anal fin height (AfH), length
of anal fin base (AfbL) and predorsal 2-length (P2L) and the meristic variables D2fR, PdS and AfR.
The genetic variability data indicate changes in values of some of the species in relation to previously
reported data. Chirostoma grandocule’s present populations show a reduction in A, (0.002 vs. 0.009).
Whereas other species showed an increase, for instance, C. consocium consocium, C. humboldtianum,

C. lucius, C. promelas and C. sphyraena (averaged H.= 0.069 vs. 0.027.). 6p indicates significant

genetic differentiation among the analysed species (0.247, sp 0.159) and Gygpop Supports the

morphological data that suggest intra-specific differentiation (0.360, sp. 0.154, respectively)

Key words: morphometric, meristic, genetic variability, inter-specific, Chirostoma, México



The species of the genus Chirostoma Swanson are largely endemic to the Mesa Central de México. It
has been suggested that they make up a “species flock” (Barbour 1973a and 1973b, Barbour and
Chernoff 1984, Echelle and Echelle 1984), because they have characteristics such as extremely high
levels of local sympatry and morphological evolution and because of their unusually high speciosity in
a relatively small geographic area (Greenwood 1984, Echelle and Echelle 1984).

According to Barbour (1973a & b), the Jordani group is comprised of 11 primarily lacustrine species
and two subspecies with moderate to large-sizes (70 - 142 mm to 117 - 300 mm). Osteological and
genetic data supported the hypothesis that seven species from the Jordani group are a monophyletic
assemblage, descendant from a Chirostoma humboldtianum-like ancestor (Barbour 1973b, Barbour and
Chemoft 1984, Echelle and Echelle 1984, White 1985). Thus, the seven species included in the present
study are considered as the “humboldtianum group”. The species of the present study are Chirostoma
humboldtianum, Valenciennes, Chirostoma grandocule, Steindachner; Chirostoma estor estor, Jordan,
Chirostoma lucius, Boulenger;, Chirostoma sphyraena Boulenger (Barbour 1973a; 108, 112, 114, and
118, respectively); Chirostoma consocium consocium, (Jordan and Hubbs 1919); and Chirostoma
promelas (Jordan and Snyder 1899).

Genetic changes in fresh-water fish populations or species can arise just in a few years (Carvalho 1993,
Ward ef al. 1994) when populations or species are exposed to contrasting environmental conditions
(Barriga-Sosa et al., in prep'.), even when they exchange only a few migrants. Most members of the
“humboldtianum group” are species that have been dispersed out of their natural range, because of their
great economical and ichthyological relevance. Also some of the species (those species from Lake
Patzcuaro) are exposed to contrasting environmental conditions and to high fishing pressure. Thus, in
this paper we investigated the levels of morphological and allozyme vanation of the members of the
“humboldtianum group” several years after they were first genetically monitored and under the
consideration that most of the species have been distributed out of their natural endemic habitats. It is

noteworthy that C. promelas and C. compressum (the latter considered a distinct form of C.



grandocule) are nowadays considered as endangered species (NOM-059-ECOL-1984), because of their
actual low population densities in the first case and because of the “extinction” during a temporary
drying off lake Cuitzeo in the later. The larger forms C. e. estor, C. lucius and C. sphyraena are also
found in very low densities at the present times (Alaye 1993a, Jiménez y Gracia 1995, Villicaia-

Vazquez, pers. comm. )

MATERIALS AND METHODS

Sampling: Samples were taken from commercial artisanal catches from 11 sites out of four lakes
(Fig.1). From five localities at Lake Chapala (1a, b, ¢, d & e), the largest and most polluted of the lakes.
All of the localities at this lake are situated along the southern region. From Zacapu Lagoon,
Michoacan (2), a remnant of a larger lake that has been recently proposed as an ecological reserve
(Moncayo 1996). From Lake Patzcuaro, Michoacan (3), characterised as highly erosioned and
perturbed. The collecting sites at this lake were Ojo de Agua (3a), San Jeronimo (3b) and Ichupio (3c¢).
These sites belong to the northern basin of the lake, which is the deepest section and is free of aquatic
vegetation (De Buen 1941, Chacén ef al. 1991). Janitzio (3d), is a site that belongs to the northern
portion of the southeastern basin, and is characterised by shallow waters and the abundance of aquatic
vegetation, and finally from Lake Zirahuén (4), characterised as the youngest and deepest of the four
lakes (Chacon-Torres 1993). Sample size for the genetic analysis included 176 fishes and 367 for the
morphometric and meristic analysis.

PLEASE INSERT FIG. 1 HERE......... /7

Morphometric (M) and meristic (m) analyses: We used 27 varnables for species identification,
twenty-three were reported by Barbour (1973a) and Barbour and Chernoff (1984), the remaining four
variables were reported as informative for the separation of 16 species of Chirostoma (Barriga-Sosa in
prep.z). Nineteen variables were morphometric (M). Total length (TL), standard length (SL), head

length (HL), orbit diameter (OrB), snout length (SnL), mandible length (ML), postorbital head length



(PoHL), caudal peduncle length (CpL), anal fin length of base (AfbL), predorsal 1 length (P1L),
predorsal 2 length (P2L), prepelvic length (PpL), pelvic fin length of base (PfbL), body depth (BD),
caudal peduncle length least depth (LdCp), anal fin height (AfH), pectoral fin height (PfH), first dorsal
length (D1H) and second dorsal height (D2H). All characters were measured to the nearest 0.1mm with
dial callipers. Eight meristic variables (m) were also recorded: lateral line scales (LIS), predorsal scales
(PdS), interdorsal scales (IdS), pectoral fin rays (PfR), first dorsal fin spines (D1f8S), second dorsal fin
rays (D2fR), anal fin rays (AfR), and gill rakers (GR).

Each category of data (M) and (m) was analysed separately. To eliminate differences related to size,
morphometric data was transformed (Corti et a/. 1988, Cuadras 1991) according to two different
criteria: 1) logarithmic transformation of each character and i1) proportion, representing each character
relative to length. We also analysed the original data (o) of each of the categories (Mo and mo). The
data was submitted to multivariate analyses with two descriptive and exploratory methods that do not
require of previous hypotheses: Principal Component (PC) and Reciprocal Averaging (RA).
Discriminate Analyses (DA) was also utilised with both data sets to investigate discrimination among
samples. Multivariate Analysis was carried out with the computer program STATGRAPHIC Plus
version 2.1.

Allozyme data analyses: Homogenates of liver and muscle tissues were subjected to horizontal,
cellulose acetate gel electrophoresis of allozymes for a standardised time of 20-35 minutes at 220-350
volts and at room temperature (RT°®). All samples were screened for 12 enzymes; alcohol
dehydrogenase (Adh, E.C. 1.1.1.1), glucose dehydrogenase (Gdh, E.C. 1.1.1.47), glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (G3pdh, E.C. 1.2.1.12), glucose-6-phosphate isomerase (Gpi, E.C. 5.3.1.9),
hidroxyburate dehydrogenase (Hbd), isocitrate dehydrogenase (Idh, E.C. 1.1.1.42), L-lactate
dehydrogenase (Ldh, E.C. 1.1.1.27), malate dehydrogenase (Mdh, E.C. 1.1.1.37), malic enzyme (Me,
E.C. 1.1.1.40), phosphogluconate dehydrogenase (6Pgdh, E.C. 1.1.1.44), phosphoglucomutase (Pgm,

E.C. 5.4.2.2) and xantin dehydrogenase (Xdh, E.C. 1.1.1.204). Five electrophoretic buffers were used



(Tris-EDTA borate pH 8.5; Tris-citrate pH 6.5; Tris-citrate pH 8; Tris citrate-borate pH 8.2; and Tris-
glycine pH 8.5). The staining procedures were those described by Hebert and Beaton (1989). The allele
designations used in this study correspond with that of Barriga-Sosa (in prep”.)

For each locus analysed, the allele frequencies, the proportion of polymorphic loci (P g criteria), the
mean number of alleles per locus and the expected (H,) heterozygosity were calculated for each species
and sample. Deviations from the expected Hardy-Weinberg proportions were tested using Fisher’s
exact test (GENEPOP 3.1 Raymond and Rousset 1995). Fisher’s combined probability test (Sokal and
Rohlf 1995) was used to test the significance of allele frequency differences between species and
samples (TFPGA 1.3 Miller 1998). The probabilities that F indices (Wetr and Cockerham 1984)
associated with each locus and sample was significantly different from zero were also computed with
GENEPQOP. The estimator of Weir and Cockerham (1984), F-statistics was used to measure
preliminary levels of genetic population structuring (TFPGA 1.3 Miller 1998). The following
parameters were estimated: £, the correlation of genes within individuals within populations, §and &,
correlation of genes of different individuals in the same population and subpopulation. Estimates of the
variance of these parameters were obtained by jack-knifing across loci. F-statistics were tested for
differences from zero permuting (2000 replicates) alleles within sample (f) and alleles between sample
(F, 6 and' &) over all loci. It 1s known that the species showed high genetic identities, thus we
estimated the genetic relationships between pairs of species and samples (populations) by using
Reynolds et al. (1983) co-ancestry estimate of genetic identity and distance (I, & D,). Cluster analysis
was performed with the UPGMA method of the TFPGA 1.3 program (Miller 1998) using bootstrap
sampling of loci and a consistency index (Felsenstein 1985). The restricted maximum likelithood (ML)
method (Felsenstein 1973) was performed with the PHYLIP package (Felsenstein 1995). Evaluation of
individual branches within trees was performed by bootstrapping of loci (bootstrapping proportions

>70% were considered as highly significant and >50% as considerably accurate, Hillis and Bull 1993).



RESULTS

The species examined, total sample size per species (N) utilised in each analysis (Ng= genetic, NM=
morphometric, Nm=meristic) and collecting sites are summarised in Table 1. Differences in sample
size between morphometric/meristic and allozyme analysis were due to the quality of the organisms
collected, since some of them were not available in situ because of their very low actual densities and
some samples were obtained from previously frozen (-10° to -20°C) catches. Therefore, sample size in
each location for most of the species except C. consocium consocium (CCha), C. humboldtianum (HPtz
& HZir) and C. grandocule (GI-97 & (GJ-96) were smaller for the genetic analysis compared to the
morphometric and meristic analysis.

PLEASE INSERT TABLE 1 HERE........./ /

Morphometric (M) and meristic (m) data analyses: Table 2 summarised the cumulated percent of
the variance resulted from PC and RA analyses, it includes the cumulated percent for the first three
components (I, II & III) with the transformed (i & ii) and original (o) morphometric (M) and meristic
(m) data.

PLEASE INSERT TABLE 2 HERE........./ /

Inter- and Intra-specific variation: For the morphometric data, the first two components of the PC
and RA analyses with data (ii) suggested an interesting arrangement within species. The correlation
matrix of both analyses showed that these were different in sign and magnitude, a pattern that
expresses variation in “shape” but not in “size” (data upon request), we utilised PC analysis because it
explained the highest percentage of the variance (see Table 2). Figure 2 showed an arrangement where
most of the C. humboldtianum organisms are grouped in the positive area, except for those from Lake
Patzcuaro (HPtz), which are shown in the negative section of the plot. The same tendency is observed
for C. grandocule, where a group of organisms are in the origin of the coordinates (GJ-96) and another
group is in the negative area of the plot (GI-97). The remaining species do not show any special

arrangement, although C. c. consocium does not show much dispersion. Variables that accounted the



highest percentage of the variance and contributed to the separation of groups were PfbL (0.99), HL
(0.98) and P1L (-0.97).

PLEASE INSERT FIG. 2 HERE ............ /7

Due of the results observed in C. humboldtianum and C. grandocule we proceeded to analyse each of
these species and samples following the (ii) criteria with PC and DA. PC analysis indicated the
separation of groups thus, we further analysed these species with DA. Discriminate functions I and II
contributed 74 and 20% of the total variance (Fig.3), the variables that contributed with the highest
variation to the separation of these groups were AfH (0.47) and AfbL (0.45) for the first discriminate
function and P2L (0.63) for the second. Table 3, shows that the correct classification percentage for
these organisms were 65% and 90% for HZir and HPtz respectively and that C. grandocule organisms
were better classified, with 86 and 88% for GI-97 and GJ-96, respectively.

PLEASE INSERT FIG. 3 & TABLE 3 HERE........ 7/

For the meristic data we utilised PC because it explained the highest variance (see Table 2). As
observed with PC analysis of M (i) data, most of C. humboldtianum organisms are shown in the
positive area of the plot (Fig. 4), excepted those from lake Patzcuaro (HPtz), which are shown in the
negative section of the plot. Two groups are also observed with C. grandocule, one in the origin of the
co-ordinates (GJ-96) and a second group in the negative section of the plot (GI-97). In this analysis as
well as in the PC with M (ii) data the latest species showed an overlap area with 17 organisms from GI-
97 mixed with those from GJ-96. The remaining species do not show a particular arrangement except
for C. c. consocium, which does not showed much dispersion. The variables that accounted with the
highest variance were AfR (0.97), GR (-0.96) and PfR (0.95).

PLEASE INSERT FIG. 4 HERE......... s

Similarly to the M (ii) PC analysis, the m (o) data for C. humboldtianum and C. grandocule prompted
further analysis with PC and DA. Similar results to those detected with PC of M (1) data were

observed, thus, we proceed with DA analysis. Discriminate functions [ & II accounted with 84 and



14% of the variance, respectively (Fig. 5). The most important variables in this analysis were D2fR
(0.87) and PdS (-0.45) for the first discriminate function and LIS (-0.68) and AfR (0.66) for the second.
Table 4, shows that the correct classification percentage was 80 and 72% for C. grandocule samples
(GI-97 and GJ-96, respectively) and that C. humboldtianum was better classified with 77 and 92% for
HZir and HPtz, respectively.

PLEASE INSERT FIG. § & TABLE 4 HERE......../ /

Allozyme inter-specific variation: From the enzyme systems assayed, 23 presumptive loci were
detected. Only one locus was detected for Gdh, G3pdh, Hbd, and Pgm. Two loci were observed for
Adh, Idh, Ldh, P6gdh and Xdh and three loci for Gpi, Mdh and Me. The allelic frequencies of the
polymorphic loci are shown in Table 5. Locus 1 for Gdh, G3pdh, Hbd and loci 1 and 2 for Adh, Idh and
Xdh were monomorphic in all samples. The average P o for the group was 14. At the species level the
highest average P o5 value was found in C. e. estor (P .g= 22), followed by C. humboldtianum (18), C.
promelas (17), C. c. consocium and C. sphyraena (13), C. lucius (11) and C. grandocule (2). All
polymorphic loci had significant differences in allelic frequencies among the species (P<0.05, data
upon request), except G6pdh-1. The mean heterozygosity observed within the group was 0.060.

Intra-specific variation: At the intra-specific level, genetic variation differences (P g and H,) were
observed among samples. For instance, in C. e. estor samples EPtz (P 4926 and H, 0.079) and ECha (17
and 0.088, respectively). In C. humboldtianum samples HCha (22 and 0.084) in relation to samples
HPtz, HZir and HZac (17 and 0.087, 0.072 and 0.089, respectively); in C. /ucius samples LCha (13 and
0.049) in relation to LPtz (9 and 0.035) and in C. grandocule samples GJ-96 (4 and 0.002), whereas GI-
97 showed no polymorphic loci. The genetic variability values for PCha were P gy 17 and H, 0.076;
CCha and SCha had intermediate levels of polymorphism (13) and heterozygosity values of 0.060 and
0.071, respectively. Differences in genetic variability values within species can be due to the presence
of more alleles in EPtz, HCha and LCha and less in ECha, HPtz, HZac, HZir and LPtz. In ECha, HPtz

and HZac samples, the alleles had more intermediate allelic frequencies, while in EPtz some rare



alleles were in very few frequencies. PCha is the only species with intermediate allele frequencies in
locus G6pdh-1 and with relatively low frequencies at locus G6pdh-2, the rest of the species/samples
showed intermediate fixed frequencies at these loci. EPtz and LPtz samples showed intermediate allele
frequencies for locus Ldh-2 (Table 5). All polymorphic loci had significant differences in allelic
frequencies among samples (Ps, Table 5). Significant differences in allelic frequencies within
populations of C. e. estor, C. humboldtianum and C. lucius were also observed in one or another
polymorphic loci and population (see Pp, Table 5).

PLEASE INSERT TABLE 5 HERE......... 7/

We found a significant departure from in H-W equilibrium in most samples (Table 6). Although it is
noteworthy that sample size in our study and for this estimate is a limiting factor. Especially in the
larger species, we consider it because we believe it could be related to the management practices
carried out for the species in within the last century (to be discussed latter on). The significant results
in samples EPtz, HZac, LCha and PCha are due to a deficit of heterozygous at one, two or three loci in
one or another sample, suggesting that inbreeding may occur in these samples at lakes Patzcuaro,
Chapala and Zacapi Lagoon. Whereas for samples HCha and SCha the significant results were due to
an excess of heterozygous, due perhaps to outbreeding (hybridisation) occurring within these “species”
in lake Chapala. The averages indicate that inbreeding was stronger in LCha and HZac and outbreeding
in SCha.

PLEASE INSERT TABLE 6 HERE......... S/

Genetic differentiation, distances and cluster analyses: Preliminary Weir and Cockerham estimates
of F-statistics support our previous results, which suggest that events, inbreeding as well as outbreeding
may occur in within this group of species. It also supports the genetic differentiation within the group.
Average jack-knifed 6op andGyppop indicate significant genetic differentiation among species and
samples (0.247, s 0.159 and 0.360, sp. 154, respectively) (Table 7a). Differentiation within samples

(populations) of C. e. estor, C. lucius and C. humboldtianum are also observed (Table 7b). The average



Jjack-knifed Eyppop values within these populations ranged from 0.604, s 0.471 for C. lucius; 0.277,
sp 0.139 for C. e. estor, 10 0.072, s 0.032 for C. humboldtianum. In the case of C. lucius and C. e.
estor samples (LCha, LPtz & ECha, EPtz), processes such as genetic isolation and local inbreeding (F=
0.490 — 0.148, Table 7b) might be important on the differentiation of such populations, although the
Guspop value of the second species is of lower magnitude. The C. humboldtianum populations in the
other hand (HCha, HPtz, HZir & HZac) showed lower but significant é&gpop values (0.072, s, 0.032).
PLEASE INSERT TABLES 7 A & B HERE........... //

To visualise differences in allelic frequencies between species we obtained the co-ancestry estimate of
genetic identity and distance (/; & D,) for the seven species and 13 samples. Genetic identity values
between samples/populations, ranged from 0.0006 for PCha/ECha to 2.7990 for LCha/GI-97 and
distance values ranged from 0.0006 for PCha/ECha to 0.9303 for LPtz/GI-97. Negative values were
also observed between closely related samples, for instance PCha/L.Cha (-0.0030) or PCha/SCha (-
0.0630). The genetic identity and distance values for C. grandocule samples are low and prompted for
further investigations (Barriga-Sosa et al., in prep'.). For C. humboldtianum samples, the values
although low are significantly different from zero for three of the samples for instance, HPtz/HCha
(0.1212), HZir/HCha/Ptz (0.0633, Table 8).

PLEASE INSERT TABLE 8 HERE........... //

UPGMA dendogram generated by using the co-ancestry genetic distances for the thirteen samples
clearly illustrate such relationships. Thus, one main cluster contains two groups from which C.
grandocule is equidistant with the highest distance because of the low genetic variability observed in
the species. The first group includes the large species/samples from lake Chapala
(ECha/SCha/PCha/L.Cha), whereas the second cluster includes the C. humboldtianum samples
(HZir/HZac/HCha) from which HPtz separates as a distinct sample. Samples CCha, EPtz and LPtz are
also found in this cluster. Bootstrapping proportions for the main branches of the UPGMA tree were

above 50% (Fig. 6), but for the internal branches were lower than 50%, thus are not reliable. A



maximum likelihood tree grouped all samples into two distinct assemblages from which HZac is
equidistant, with bootstrap probabilities of >50% (Fig. 7).

PLEASE INSERT FIGURES 6 & 7 HERL........... 7/

DISCUSSION

The members of the Chirostoma “humboldtianum species group” have been for centuries of great
economical and ethnic importance, but despite these facts little is known about their basic biology.
Further knowledge is critical for the conservation and for developing ecologically sound and stable
management practices for these species. These species were for a long time restricted to Chapala,
Patzcuaro, Zirahuén or Zacapu lakes, except for C. humboldtianum with a wider range of distribution.
However, inadequate fishing practices and the increased human settlements in the surrounding areas,
have led to the dissemination of these species into other water basins and as a result we observed an
increase in the genetic vanation and differentiation in some of these species and a decrease in others.
From Echelle and Echelle (1984) allele frequency data (Appendix 2, pages 108-109) we obtained the
levels of genetic variation (Pg9 and H.) for the seven species and compared those to the results

obtained in the present study. The overall P, and H, estimates in our study are among those reported

by Nevo (1978, in Hartl 1987) in a review of 51 species of fishes (15.2 and 0.051 respectively).
However they are slightly higher to those from Echelle and Echelle’s (1984) data (12 and 0.022) (Table
9). Although these differences can be related to sample size in some of the species, other factors can
also be considered. For instance, hybridisation between species, has been suggested since the early 80’s
(Barbour and Chemoff 1984, Toledo 1987) and experimentally demonstrated (Pérez 1987, Andrade
1990, Estrada 1991, Alaye 1993 a & b); the introduction of unidentified eggs into other water basins
(Toledo 1987, Alaye 1993 a & b) and to fishing pressure (Jiménez 1992, Rojas ef al. 1993 a & b,
Chacon y Rosas 1995, Jiménez y Gracia 1995).

Inter-specific morphological and genetic variation: The PC results with M (ii) and m (o) data show

that five morphometric and two meristic variables contributed the most in discriminating among the



seven species. Two (M) variables are from the head (head length and postorbital head length), the
remaining related to the swimming and stability of the animals in the water column (pelvic fin length
of base, predorsal 1 length and anal fin length of base, anal fin rays and pectoral fin rays). The
variability detected in these measurements is associated to the diverse feeding habits of these
organisms and to their different swimming requirements in the water column, since several of these
species co-exist in the same habitat. Indeed, differentiation in the mandible apparatus has been earlier
reported for species from Lake Chapala (Rodriguez y Granado 1987, 1988). The limitation of a small
sample size of C. promelas, C. sphyraena, C. e. estor and C. lucius in this study is directly related to
the decrease in their abundance in recent years (Alaye 1993b, Jiménez y Gracia 1995, Villicafia-
Vazquez, pers. comm.). It also restricted our conclusions on the morphological analysis of these
species. However, Barbour and Chernoff (1984) suggested that eight morphometric variables related to
the head and the swimming ability of these fishes were powerful discriminators of C. promelas (mean
n=24), C. sphyraena (mean n=40) and C. Jucius (mean n=66) from lake Chapala. Nevertheless, in spite
of the limitation in sample size, our allozyme results suggest significant differences in the genetic
variability of these four species (H, = 0.035+0.028 — 0.076+0.037, Table 9) as well as an inter-specific
differentiation (6 = 0.137, gp 0.052). Although it should be considered that inter-specific
differentiation were found in samples of C. e. estor and C. /ucius from different lakes. Differentiation
at the molecular level has been suggested for the latest species, for instance, the differentiation on the
haemoglobin molecule of C. /ucius in relation to that from other Chirostoma species from lake
Patzcuaro (Alaye 1996 a & b). The possible causes of H-W deviation (in addition to small sample size)
resulting from a high significant deficit of heterozygous in LCha sample (+0.636), suggests that both
inbreeding as well as a possible bottleneck might be the causes of such deviation. Indeed the actual
LCha population is reduced to few organisms that do not reach large seizes (119-179 mm SL). This
suggests that effective population size might be highly reduced. C. promelas and C. sphyraena are also

rare in Lake Chapala (Villicafia-Vazquez, per. comm.) and are not found elsewhere in the country. The



presence of these species in the lake is limited to organisms recruited for a Rescue Program (Centro
Acuicola “Tizapan el Alto”, Jalisco. Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca-
SEMARNAP).

Chirostoma c. consocium, the most abundant species from Lake Chapala (Rodriguez y Granado 1987,
Morelos y Guzman 1995) does not show significant morphological or meristic variation, and the levels
of genetic variation are considered as intermediate compared to those observed within the group of
species studied. Rodriguez y Granado (1987) analysed morphological characters of the mandibular
apparatus with PC and DA analysis of species of Chirostoma from Lake Chapala and reported similar
results to those we obtained here for C. c. consocium. Our allozyme analysis indicates that the species
showed slightly lower levels of polymorphism but higher heterozygosity values compared to those
reported by Echelle and Echelle (1984) (Pg 13 vs. 17, H. 0.060 vs.0.049, respectively, Table 9).
Differences among these values are due to the intermediate frequencies of the heterozygous alleles.
The genetic identity values observed between C. c. consocium and the large species from lake Chapala
ranged from 0.0879 to 0.2035 (C. humboldtianum and C. e. estor, respectively) and supports the
separation of this species in the cladogram. The relatively low levels of morphological and allozyme
variation observed in this species can relate to the homogenisation on its distribution within the lake,
which might indeed favour random mating (7= 0.088, Table 6).

Intra-specific morphological and genetic variation: The DA analysis with both (M) and (m) data
indicate the separation of C. humboldtianum samples into two distinct groups (HZir & HPtz, with
higher sample sizes) suggesting differentiation within the species. Better results are shown with the
meristic data. The discrimination results are supported by the allozyme data (genetic differentiation,
identity and cluster data). Although the genetic differentiation value is lower (&yppop = 0.072, sp,
0.032) to those observed among other samples, it is significantly different from zero. This value is
similar to the low end found in G /F estimates of other fresh-water fish species. For instance, for

catostomids (0.035-0.507), cyprinodontids (0.015-0.189), atherinids (0.014-0.461) (Ward et al. 1994



and references therein) and for C. grandocule (0.025) (Barriga-Sosa ef al. In prep.'). The
morphological, meristic and allozyme variation observed within these populations must relate to their
geographic isolation. For instance, Lake Zirahuén, is characterised as relatively stable, young,
homogenous water mass, supports only two species of the genus Chirostoma, and the fishing practices
are oriented to sport fishing of larger species. Concordant to this characteristics, sample HZir showed
the lowest heterozygosity value (HZir, 0.072 5 ¢ 0.036) among those observed for the species and an F’
value (probability value associated with the F inbreeding coefficients, 0.264) which suggest inbreeding
in this population. In contrast, samples HPtz and HCha had the higher heterozygosity values (0.085-
0.087, s ¢ 0.038- 0.041, respectively) and the identity values for HPtz and the other samples (0.062,
0.063 to 0.121 for HZac/HZir/HCha, respectively), are concordant with an earlier hypothesis that
suggested that the population found in Patzcuaro 1s indeed distinct (Alaye 1993b). Lakes Patzcuaro and
Chapala in contrast with Lake Zirahuen and Zacapu Lagoon, are the largest lakes and are highly
polluted, erosioned and support highly heterogeneous assemblage of Chirostoma and other fish species
(Berlanga et a/.1997). An increase of heterozygous organisms in these populations can be partially
explained by the fact that they are exposed to higher selective pressure (competition for food and space
and high fishing pressure). Moreover, it is noteworthy that C. humboldtianum has not been reported for
lake Chapala, and that the negative values related to inbreeding (/= -0.105) indicate to us that
hybridisation between this and other “charal” or “peces blancos” from this lake can not be ruled out.

The morphometric and meristic data also indicates that C. grandocule samples GI-97 and GJ-96 may
be distinct subpopulations, as observed with the DA M (i1) data analysis (86 and 88% correctly
classified organisms). The morphological variation observed within these “subpopulations™ from Lake
Patzcuaro can be explained by a high phenotypic plasticity as a response to the contrasting
environmental conditions that prevail within the lake. Barriga-Sosa et al. (In prep'.) showed with a

substantially larger sample size, a clear morphological and allozyme differentiation of these



“subpopulations” due apparently in part to the contrasting environmental conditions of the Northern
and Southern regions of the lake.
In general it appears that most species of the “humboldtianum group” are encountering drastic
pressures, especially the larger forms C. promelas and C. sphyraena which are restricted to Lake
Chapala. It is critical to establish for this group of species a long term population ecology and genetics
study, employing more polymorphic genetic markers, such as RAPD’s, AFLP’s and microsatellites in
addition to allozymes.
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TABLE 1
Species of Chirostoma analysed and collecting sites

. Species N N Collecting date
Locality and collecting site (G) M &
C. consocium consocium

1b. 1c & 1d (CCha) 20 92 May, Aug. 1996 &

C. estor estor

la, Ic, 1d & le (ECha) 8 12 May & Aug. 1996

3a & 3b (Eptz) 24 28 May 1996 & Aug.

C. grandocule

3¢ (G1-97) 21 50 May 1997

3d (GJ-96) 20 50 June 1996

C. humboldtianum

le & 1d (HCha) 8 7 Aug. 1997

3a (HPtz) 30 39 Sept. 1999

2 (HZac) 6 6 May 1996

4 (HZin) 6 40 Sept. 1996

C. lucius

1d & le (LCha) 9 11 May 1996

3b (LPtz) 7 8 Aug. 1996

C. promelas

la (PCha) 12 12 Apr. & Aug.1996 &

C. sphyraena

la (SCha) 5 12 Aug. 1996 & 1997
Nrarar 176 367

N= Total sample size: (G) for genetic analysis, (M) (m) formorphometric and meristic analysis.1= Lake
Chapala, Jalisco-Michoacan, la= Centro Acuicola “Tizapan el Alto”, 1b= Agua Caliente, Mpio.
Poncitlan, 1c= Mismaloya, Mpio. Tizapan, 1d= Tepeguaje, Mpio. Tuxcueca, le= Isla de Petatan, Mpio.
Cojumatlan; 2= Zacapt Lagoon, Michoacan; 3= Lake Patzcuaro Michoacén, 3a= Ojo de Agua, 3b=
San Jerénimo, 3¢= Ichupio, 3d= Janitzio; 4= Lake Zirahuén, Michoacan. Mpio= Municipality.



TABLE 2
Cumulated percentage of the variance in components I, Il and Il for multivariate analyses RA
(Reciprocal Averaging) and PC (Principal Component)

Measure Data Multivanate analyses Component]I Component II Component II1
Morphometric (M) Original (0) RA 70.1 95.6 96.5
PC 56.4 919 942
Log (1) RA 74.1 92.8 96.8
PC 89.6 97.2 98.6
Proportion (i1) RA 58.1 68.1 81.1
PC 66.2 79.5 84.8
Meristic (m) Original (0) RA 48.1 67.3 845

PC 71.5 86.9 94.7



TABLE 3
Classification results from DA with M (ii) data for C. humboldtianum and C. grandocule

Species/sample HZir HPtz GI-97 GJ-96 N
HZir 26 11 0 3 40
(65%)
HPtz 3 35 0 1 39
(90%)
GI-97 0 0 43 7 50
(86%)
GJ-96 3 0 3 44 50
(88%)

Percent of cases correctly classified: 83%



TABLE 4
Classification results from DA with m (o) data for C. humboldtianum and C. grandocule

Species/sample HZir HPtz GI-97 GJ-96 N
HZir 31 8 0 1 40
(77%)
HPtz 2 36 0 1 39
(92%)
GI-97 0 0 40 10 50
(80%)
GJ-96 0 0 14 36 50
(72%)

Percent of cases correctly classified: 80%
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TABLE 6
Fixation indices (probability values associates with the F inbreeding coefficients, Weir & Cockerham
1984) for each sample and polymorphic loci
Species/sample G6pdh-2  Gpi-1 Gpi-2 Gpi-3 Ldh-2 Pegm  Average F

CCha +0.103*  +0.073* - - - +0.088
ECha - +0.000*  +0.000* - -- -0.296* -0.099
EPtz - -0.150*  +1.000**  -0.045* -0.179*  +0.156
HCha - -0.167¢*  +0.125* -0.273* -- - -0.105
HPtz - -0.267¢  +0.223*  +0.106* -- - +0.021
HZac -~ +0.211*  +0.318* - -- - +0.264
HZir - -0.250*  +0.063* - - - -0.093
LCha - +0.636*  +0.636* - -- - +0.636
LPtz -- - - -- -0.091* - -0.091
PCha +0.500*  -0.095* -0.095* - - - +0.103
SCha -- -0.600* -0.600* - - - -0.600

*P<(.05; **P<0.001



TABLE 7

a) Estimates of genetic heterogeneity (6pop, Osysrop, I and f) for the 13 samples of Chirostoma
analysed, b) for eight populations of three species

a)
a)(\D QCITDD(\D F f
0.247 0.360 0.138 -0.412
+0.159 +0.154 +0.394 +0.418
b)
Species (no. populations) G mvew F f
C. e. estor (2) 0.277 0.148 -0.228
+0.139 +0.406 +0.385
C. humboldtianum (4) 0.072 -0.217 -0.320
+0.032 +0.304 +0.293
C. lucius (2) 0.604 0.490 -0.829
+0.471 +1.051 +0.794

*+SD . *99% Confidence interval with 10,000 bootstrapped replicates. P<0.001
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TABLE 9
Genetic variability of 23 loci of six species of the genus Chirostoma

Species Sample size Alleles/locus Pos H.
I I I 11 I I I I
C. ¢. consocium (Cha) 30 20 1.2 1.2 17 13 0.049 0.060
(0.1) (0.10) (0.026) (0.033)
C. e. estor (Cha) - 8 - 1.2 - 17 - 0.088
(0.11) (0.041)
C. e. estor (Ptz) - 24 -- 1.3 - 26. - 0.079
(0.12) (0.034)
C. grandocule (1-97) -- 21 - 1.0 - 0.0 -- 0.000
(0.00) (0.000)
C. grandocule (J-96) 10* 20 1.1 1.0 9 4 0.009 0.002
(0.1) (0.04) (0.006) (0.002)
C. humboldtianum (Cha) - 8 - 1.3 - 22 - 0.085
(0.11) (0.038)
C. humboldtianum (Ptz) - 30 -- 1.3 - 17 - 0.087
(0.13) - (0.041)
C. humboldtianum (Zac) 10 6 1.2 1.3 22 17 0.026 0.089
(0.1) (0.13) (0.011) (0.045)
C. humboldtianum (Zir) -- 6 - 1.2 - 17 - 0.072
(0.08) (0.036)
C. lucius (Cha) 31 9 1.1 1.1 4 13 0.013 0.049
(0.1) (0.07) (0.012) (0.028)
C. lucius (Ptz) - 7 - i1 - 9 - 0.035
(0.06) (0.026)
C. promelas (Cha) 8 12 1.1 1.2 9 17 0.028 0.076
(0.1) (0.08) (0.023) (0.037)
C. sphvraena (Cha) 30 5 1.1 1.1 9 13 0022 0.071
0.1) (0.07 (0.14) (0.039)

(
Average 198 135 1.1 1.2 12 14 0022 0.061
A locus is considered polymorphic (P) if the frequency of the most common allele does not exceed
99%. I = Estimated from data of Echelle and Echelle (1984) and II = from the present study. Standard
error is in parentheses. *Corresponds to organisms collected at Thuatzio, Lake Patzcuaro, Michoacén.
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Fig. 1. Map that shows the lakes from which Chirostoma samples
were obtained.
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Fig. 6. UPGMA tree derived from the co-ancestry genetic
distances (Reynolds 1985) of seven species of Chirostoma and
based on 23 allozyme loci. Bootstrap values estimated from
1000 replications are reported when equal or higher than 50%.
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Fig. 7. Consensus tree of a bootstrapped maximun likelihood phenogram
(100 runs) constructed from allele frequencies of 23 allozyme loci.
Bootstrap results are shown for the nodes with a probability higher than 50%.



ANEXO 2
Procedimiento para la tincion especifica de los sistemas que resolvieron loci
polimérfico en las 13 especies y 3 subespecies de Chirostoma en el presente

estudio

Gpi (Glucosa-6-fosfato isomerasa).
Tris HCI, pH 8.0

NAD

Fructosa-6-fosfato

MTT

PMS

G6PDH

Agar

Idh (Isocitrato deshidrogenasa).
Tris HCI, pH 7.0

NADP

DL-acido isocitrico

MgCl,

MTT

PMS

Agar

Ldh (Lactato deshidrogenasa).

Tris HCl, pH 7.0
NAD
Acido DL-lactico
MTT
PMS

Agar



Pgm (Fosfatoglucomutasa).
Tris HCI, pH 8.0

NAD

MgCl,

Solucion de glucosa-1-fosfato
MTT

PMS

G6PDH

Agar

P6GDH (Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa).
Tris HCI, pH 8.0

NADP

Glucosa 6-fosfato

MgCl;

MTT

PMS

Agar






