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Fig. 1. Zonas de colecta de Mugil curema del 2009-2015.

Fig. 2. Esquema representativo del fragmento amplificado del gen citocromo oxidasa

[, en color rojo.

Fig. 3. Electroforesis de un fragmento de aproximadamente 700 pb del gen COI. En el
primer carril se observan las bandas de referencia del marcador estandar de alto peso
molecular (50-2000 pb) (A), en los carriles resultantes (A-1) se observan las muestras
amplificadas.

Fig. 4. Electroferograma de un fragmento del gen COI de Mugil curema.

Fig. 5. Red haplotipica ilustrando la presencia de los dos haplogrupos de Mugil curema
formados a partir de las secuencias de COI. Las lineas que conectan cada haplotipo
indican los pasos mutacionales entre ellos. Los pequefos circulos blancos indican
haplotipos hipotéticos y los diferentes tamafios de los circulos la frecuencia haplotipica.

Los colores representan la correspondencia geogréfica de los haplotipos.

Fig. 6. Mapa de haplotipos para Mugil curema, a lo largo de su distribucion. El circulo
representa a la poblacion muestreada y en la parte inferior se muestra los cédigos de

color para cada haplotipo.

Fig. 7. Reconstruccion filogenética Bayesiana de los 17 haplotipos del gen COI para
Mugil curema. Los valores de soporte en las ramas indican: arriba (Bootstrap NJ/
Bootstrap MP); abajo (Bootstrap MV/ Probabilidad Posterior Bayesiana). IC= 68, IR=

78. Los colores indican los tres linajes con su correspondencia geografica.

Fig. 8. Frecuencia de la serie lateral de escamas de localidades del GM y PM. Tomado

de Ibafiez (en preparacion).
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RESUMEN
Las diferencias morfométricas y la diferenciacion en las temporadas de desove que
muestra Mugil curema en diferentes localidades de las costas mexicanas, mas las
variaciones en el ambiente y las corrientes oceanograficas, pueden dar paso a la
formacién de especies cripticas debido a una posible reduccién del flujo génico. Una
reciente revision filogenética mitocondrial reporté cuatro linajes cripticos de Mugil
curema a lo largo de su distribucidn geogréfica: 1) en costas del Pacifico este (O), 2)
occidente del Atlantico (T2), 3) Venezuela (N) y 4) costa occidental de Africa (M). En
este estudio se presenta el primer analisis intraespecifico de M. curema en las costas
de México con el objetivo de detectar especiacion criptica dentro y entre las localidades
del Golfo de México (GM) y Pacifico mexicano (PM) para lo cual se realiz6 un analisis
de varianza molecular (AMOVA), se obtuvieron distancias genéticas, una red de
haplotipos, se infirieron relaciones filogenéticas intraespecificas, y se calcularon
tiempos de divergencia. Se analizaron 125 secuencias mitocondriales de un fragmento
de 626 pb del gen citocromo oxidasa | (COI) de catorce localidades, diez del GM, una
del Atlantico y tres del PM. Los analisis de AMOVA, redes haplotipicas, distancias
genéticas y relaciones filogenéticas sugieren la presencia de dos haplogrupos, uno en
GM (correspondiente al linaje T2 considerado el verdadero linaje de Mugil curema) y
la localidad de Oaxaca, y otro en la vertiente del Pacifico (con excepcion de Oaxaca),
gue podrian representar dos especies cripticas. La separacion de estos haplogrupos
data de hace 1.5 ma coincidiendo con el cierre del Istmo de Panama. Con base en los
analisis mencionados, el haplogrupo de PM muestra a su vez una subdivision en un

grupo norte y un grupo sur, con separacion hace 0.4 ma que podria ser resultado de
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una combinacion de factores y cambios oceanograficos del Pleistoceno posteriores al
cierre del Istmo de Panama. La presencia de Oaxaca dentro del linaje del GM puede
deberse a una conexidn pasada o reciente en el Istmo de Tehuantepec por medio de
las inundaciones de las subcuencas o a que los individuos de esta localidad conservan

polimorfismos ancestrales del linaje basal del GM.
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ABSTRACT
The morphometric differences and the differentiation in the spawning seasons shown
by Mugil curema in different localities of the Mexican coasts, plus the variations in the
environment and the oceanographic currents, can give way to the formation of cryptic
species due to a possible reduction of the flow gene A recent mitochondrial
phylogenetic review reported four cryptic lineages of Mugil curema throughout its
geographical distribution: 1) on the eastern Pacific (O), 2) western Atlantic (T2), 3)
Venezuela (N), and 4) coast Western Africa (M). This study presents the first
intraspecific analysis of M. curema in the coasts of Mexico with the objective of
detecting cryptic speciation within and between the localities of the Gulf of Mexico (GM)
and the Mexican Pacific (MP) for which an analysis of molecular variance (AMOVA)
was performed, genetic distances were obtained, a network of haplotypes, intraspecific
phylogenetic relationships were inferred, and divergence times were calculated. We
analyzed 125 mitochondrial sequences from a 626 bp fragment of the cytochrome
oxidase | (COIl) gene from fourteen locations, ten from the GM, one from the Atlantic
and three from the PM. The analyzes of AMOVA, haplotypic networks, genetic
distances and phylogenetic relationships suggest the presence of two haplogroups,
one in GM (corresponding to the T2 lineage considered the true lineage of Mugil
curema) and the locality of Oaxaca, and another in the Pacific slope ( with the exception
of Oaxaca), which could represent two cryptic species. The separation of these
haplogroups dates from 1.5 ma coinciding with the closure of the Isthmus of Panama.
Based on the above analyzes, the PM haplogroup shows a subdivision into a northern

group and a southern group, separated by 0.4 ma, which could be the result of a
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combination of factors and oceanographic changes of the Pleistocene after the closure
of the Isthmus from Panama. The presence of Oaxaca within the GM lineage may be
due to a past or a recent connection in the Isthmus of Tehuantepec by means of the
flooding of sub-basins or because individuals of this locality maintain ancestral

polymorphisms of the GM basal lineage.
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l. INTRODUCCION

1.1 Las costas de México

Hace 160 a 140 millones de afios (ma) aproximadamente comenz6 la formacién del
Golfo de México, con el movimiento de los bloques de Yucatan al sur y Bahamas de la
Florida al sureste, formando una cuenca amplia y profunda conectada con el Océano
Pacifico oeste actualmente en el Golfo de Tehuantepec (Oaxaca) y el Norte de

Chiapas, el protocaribe, el Océano Atlantico del sur y este (Salvador, 1991).

Entre los sistemas costeros del Golfo de México y Pacifico mexicano se han reportado
especies cripticas de peces, por ejemplo, Girella nigricans y Albula vulpes (Terry et al.,
2000; Colborn et al., 2001) la formacion de estas especies podria ser causada por la
evolucion geoldgica, el aislamiento geografico, las diferentes condiciones ambientales

y oceanograficas entre estas costas (Lara-Lara et al., 2008).

Entre el Pacifico mexicano y el Golfo de México la fauna marina era muy similar debido
a su conexion (Salvador, 1991). Existen evidencias en la region del Caribe de
organismos fosiles marinos del Oligoceno, Mioceno y Plioceno similares a los actuales
y relativamente cercanos a algunos especimenes del Atlantico Norte, Centro, Sur y
Pacifico mexicano, lo cual refleja la gran interaccion que hubo entre dichas aguas

oceanicas (Prothero et al., 2003; Iturralde-Vinent, 2004).

La comunicacion entre el Golfo de México y el Océano Pacifico se interrumpid con la
formacion del Istmo de Panama hace 7-2.8 ma lo que condujo a la formacién de nuevas

especies de peces (Coates et al., 2005; Montes et al., 2012). Posterior a este evento
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Beu (2001) y Bacon et al. (2015) comprobaron con evidencia fosil y molecular que se
mantuvo un intercambio de larvas de fauna marina entre el Pacifico y el Atlantico
debido al aumento del nivel del mar producto de las glaciaciones del Pleistoceno que
terminé aproximadamente hace 1.03-0.7 ma. Estos eventos pudieron haber sido los
causantes de la formacion de especies cripticas morfol6gicamente idénticas pero
aisladas reproductivamente y molecularmente divergentes unas de las otras (Brand,

1989; Medlin, 1995; Pierrot-Bults, 1995).

Actualmente las diferencias entre las dos costas mexicanas son muy marcadas, el
Pacifico se considera una costa de colision, debido a los movimientos entre la placa
americana y la de Cocos, mientras que el Golfo de México se ubica como una costa
de mares marginales, exceptuando la peninsula de Yucatan la cual discrepa del resto
del Golfo de México por ser una plataforma que se origina en la depositacion de

carbonatos y que posteriormente emerge (Inman & Nordstrom, 1971).

El Golfo de México se divide en dos zonas biogeograficas, el Golfo de México Norte
gue incluye las zonas costeras del este de Florida, Alabama, Misisipi, Luisiana, Texas,
hasta el norte del rio Panuco en Tamaulipas y la region del Golfo de México sur que
abarca las aguas enfrente de los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche y Yucatan,
asi como la parte profunda del talud frente a Florida y al abanico del Misisipi (Wilkinson
et al., 2009). En ambas zonas existe una gran diversidad de ambientes debido al
sistema de corrientes, el patron de los vientos (giros ciclonicos y anticiclonicos), la
temperatura, salinidad y precipitacion. Estos factores son parcialmente responsables

de la distribucién espacial de los organismos. La corriente mas importante del Golfo

18



de México es la de Lazo la cual penetra por el canal de Yucatan y sale por los estrechos
de Florida para convertirse en la corriente de Florida y posteriormente en la corriente
del Golfo por medio del desprendimiento de un gran giro anticiclonico, ademas existen
zonas de circulacion ciclénica al norte de la plataforma de Texas-Luisiana, al oeste de

la plataforma de Florida y en la bahia de Campeche (Monreal-Gémez et al., 2004).

El Pacifico mexicano se divide en dos zonas biogeograficas, el Pacifico transicional
mexicano (PTM) que va desde Baja California Sur hasta Punta Maldonado que limita
con Oaxaca y el Pacifico centroamericano (PC) que comprende el Golfo de
Tehuantepec y Chiapas (Wilkinson et al., 2009). Ambas regiones tienen una amplia
diversidad de ambientes costeros que albergan una importante rigueza especifica. Las
corrientes principales de estas dos areas son la corriente norecuatorial (CNE), la
corriente costera de Costa Rica (CCR) y la corriente de California (CC). La (CCR) solo
llega hasta el Golfo de Tehuantepec y retorna hacia el sur por un flujo anticiclonico que

alimenta a la (CNE) (Kessler, 2006).

1.2 Biologia y sistematica de Mugil curema

Mugil curema (Valenciennes, 1836) es una especie de pez conocida como liseta,
lebrancha o lisa blanca, pertenece a la Clase Actinopterygii; al Orden Mugiliformes y
la Familia Mugilidae. Morfolégicamente se caracteriza por presentar 4 espinas en la
primera aleta dorsal, de 9 a 10 rayos blandos en la segunda dorsal, 3 espinas en la

aleta anal, de 35 a 39 escamas en la serie longitudinal y de 17 a 19 en la serie
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circumpeduncular, costados de color plateado uniforme, con una mancha dorada sobre
el opérculo y otra, negra y pequefia, en la base de la aleta pectoral, el ojo presenta un
tejido adiposo que lo rodea (Harrison & Senou, 1999; Harrison, 2002; Harrison et al.,

2007).

Es una especie ampliamente distribuida en las costas americanas, sin embargo,
recientemente se le ha reportado en el Africa occidental (Durand et al., 2012a). En la
costa oriental americana su distribucion va desde Nueva Escocia (Canada) hasta
Argentina y en la costa occidental desde California hasta Chile (Nirchio et al., 2005;
Bonner, 2007). Habita fondos fangosos de lagunas salobres, estuarios y zonas
costeras, la podemos encontrar también en el mar a poca profundidad en fondos
arenosos o asociada a arrecifes. Migran hacia mar abierto o a la zona costera pelagica
para desovar y después regresan a su habitat en rios, lagunas o estuarios. En su etapa
post-larvaria se desplazan a la zona de oleaje y posteriormente a los estuarios y
lagunas donde permanecen hasta alcanzar su etapa juvenil y madurez sexual. Esta
especie puede formar cardidmenes en cualquier estadio de vida (Anderson, 1957). Los
juveniles pueden alimentarse de organismos plancténicos, aunque prefieren el
zooplancton si esta disponible, los adultos consumen algas microscoépicas bentonicas

y filamentosas (Larson & Shanks,1996; Cardona, 2016).

El desove es asincrénico a lo largo de su area de distribucion mundial. En el Golfo de
México, presenta tres periodos de desove, en el norte ocurre entre enero y mayo, con
maxima actividad en abril (Anderson, 1958; Arnold & Thompson, 1958; Moore, 1974;

Finucane et al., 1978; Render et al., 1995; Ibafiez & Gallardo-Cabello, 2005 ) en el sur
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entre noviembre y enero (Ibdfez & Colin, 2014), mientras que para el sureste se
presenta en noviembre, diciembre y de enero a abril (Pacheco-Almanzar et al., 2017).
Para la region caribefia, en Cuba ocurre un desove en verano y otro en invierno
(Alvarez-Lajonchere, 1982). En el Océano Pacifico sucede al inicio de verano y al final

de invierno (Cabral-Solis et al., 2010) (Tablas 1y 2).

Mugil curema ha sido considerada un complejo de especies cripticas (Durand et al.,
2012a), y un haplogrupo aparentemente monofilético (Durand et al., 2012b). Su
identificacion por medio de métodos tradicionales no es sencilla ya que se puede
observar un sobrelapamiento de caracteristicas meristicas con el de otras especies
(e.g. M. hospes, M. trichodon y M. rubrioculus). Las sutiles diferencias interespecificas
de los caracteres meristicos y morfométricos han contribuido con la problematica
taxonomica y de nomenclatura en el grupo (Nirchio & Oliveira, 2014). Ademas, se ha
obtenido pobre informacion filogenética de la familia Mugilidae a partir de caracteres
morfo-anatémicos (Durand et al., 2012a). Esta falta de resolucion filogenética hace
necesario el uso de marcadores moleculares para resolver los problemas filogenéticos

y taxonémicos dentro del complejo de especies cripticas de Mugil curema.

Por ello, en el presente estudio se evaludé la variacion de secuencias de ADN
mitocondrial en las costas del Golfo de México y Pacifico Mexicano para inferir las
relaciones filogenéticas intraespecificas y asi determinar la presencia de los diferentes

linajes de Mugil curema evaluando los niveles de diferenciacion genética entre ellos.
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Tabla 1. Desove de Mugil curema (Valenciennes, 1836) en el Golfo de México.

Zona EFMAMJIJASOND Referencias
Laguna Madre X X Ibafiez & Colin, 2014.
Tamiahua X X X X Ibafiez & Gallardo-
Cabello, 2004.
Alvarado y Tabasco X Ibafiez & Colin, 2014.
Sabancuy, X X X X X X Pacheco-Almanzar et
Campeche al. 2017
Celestin, Yucatan X X X X X X Pacheco-Almanzar et
al. 2017
Tunas de Zazay X X X X X Jacot, 1920.
Carolina del Norte
Florida X X X X Anderson, 1957.
Oeste del Golfo de X X Caldwell & Anderson,
México 1959.
Texas X X X X Hoese, 1965.
Atlantico (W) X X X X X Jacot, 1920.
Brasil X X X X X X Maia & Vilela do

Nascimiento, 1980.

Tabla 2. Desove de Mugil curema (Valenciennes, 1836) en el Pacifico mexicano.

Zona E FMAMIJASOND Referencias
Mazatlan, Sinaloa X X X Vasconcelos- Pérez et al.
1996.
Oaxaca, Sistema X X X X Vasconcelos-Pérez et al.
Lagunar Huave 1996.
Cuyutlan, Colima X X X X X X Cabral- Solis et al. 2010.

1.3 Definicion de especies cripticas

Las especies cripticas son dos 0 mas taxones que han sido clasificados como una sola

especie nominal debido a que morfolégicamente son indistinguibles (Mayr, 1969;
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Dobzhansky, 1972; Harwin, 2010). No pueden ser distinguidas con datos morfolégicos
por lo que la secuenciacién de ADN es de gran ayuda para su identificacién (Guevara-

Chumacero & Sainoz-Aguirre, 2012).

El uso de métodos filogenéticos en conjuncion con marcadores moleculares ha
permitido definir a las especies cripticas como diferentes linajes evolutivos
monofiléticos los cuales, dependiendo del grupo de interés y el marcador, presentan
cierto porcentaje de distancia genética entre ellos. Por ejemplo, en el pez Schindleria
pietschmanni los linajes cripticos se diferencian de 3.5 a 7% de distancia nucleotidica
empleando el gen 16SrRNA bajo el modelo de Kimura dos parametros (Kon et al.,
2007); mientras que para Mugil curema los cuatro linajes descritos hasta el momento
por Durand & Borsa, (2015) tienen una diferencia de entre 3.2 a 5.4% de distancia
nucleotidica bajo el modelo de Kimura dos parametros usando secuencias del gen

citocromo oxidasa |.

Para el uso de una correcta definicidon de especies cripticas no deben utilizarse los
enfoques tradicionales sino los conceptos unificadores de especie, como el de Queiroz
(2007), el cual dice que las especies son linajes de metapoblaciones divergentes
donde el aislamiento reproductivo y la monofilia son dos propiedades indispensables

(Durand & Borsa, 2015).

1.4 Importancia de los Marcadores moleculares para la correcta identificacion de

especies cripticas
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Los marcadores moleculares son herramientas capaces de detectar polimorfismos en
loci Unicos o multiples, pueden ser de tipo dominante o codominante, permiten localizar
y aislar los genes de interés de manera indirecta con analisis de proteinas o directa
con estudios de ADN mitocondrial, nuclear, de cloroplasto o ribosomal (Simpson,
1997). Constituyen un instrumento universal y una metodologia de analisis uniforme
que ha fortalecido y revitalizado el descubrimiento, descripcion, categorizacion y

explicacion de la biodiversidad (Geller et al., 2010; Zinger et al., 2012).

Los estudios basados en ADN mitocondrial han sido de gran utlidad para la
discriminacion correcta de especies cripticas de mugilidos (Brower, 1994; Durand &
Borsa, 2015), puesto que tienen una rapida deteccion de hibridacion interespecifica,
de variacion genética entre individuos y la construccion de las relaciones evolutivas
interespecificas e intraespecificas es posible debido a su alta tasa mutacional, 5 a 10
veces mayor que el ADN nuclear, su herencia uniparental y la inexistente
recombinacion (Astorga, 2008). Uno de los marcadores mitocondriales mas
empleados para el estudio de la biodiversidad e identificacion de especies cripticas de
mugilidos es el gen citocromo oxidasa | (COI) (Hebert et al., 2003; Durand & Borsa,

2015).

La identificacidn molecular de especies cripticas de Mugil curema es necesaria debido
a gue es una especie de gran importancia comercial e indispensable en la ecologia
funcional de los ecosistemas costeros, incluyendo, estuarios, manglares, arrecifes y
lagunas (Blaber, 2000; Lebreton et al., 2011; Chang & lizuka, 2012; Whitfield et al.,

2012).
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1.5 Citocromo oxidasa | (COl)

Un fragmento estandar de COIl de aproximadamente 658 pb es utilizado como un
“codigo de barras de la vida” ya que permite identificar a diferentes especies porque
cumple con los siguientes tres puntos esenciales (Hebert et al., 2003; Kress &

Erickson, 2008):

I. Tiene una variabilidad y divergencia genética significativa al nivel de especie.

Il. Posee sitios flanqueantes conservados de manera tal que permite el desarrollo de

oligonucledtidos universales.

lll. Puede obtenerse un tamafio de secuencia relativamente corto de forma tal que sea

facil su extraccion y amplificacion.

Segun varios estudios, dicho gen permite la identificacion de diferentes especies
cripticas de peces (Hebert et al., 2003; Ward et al., 2005; Paine et al., 2007; Hubert et
al., 2008). Sin embargo, entre algunos miembros de la comunidad de taxdnomos se
rechaza el uso de cédigo de barras de la vida para la identificacion de especies, debido
a gue se considera imposible establecer relaciones filogenéticas e identificar especies

utilizando tan solo un fragmento de gen (Vences et al., 2005; DeSalle, 2006).

En el caso particular de la especie nominal Mugil curema y de otras especies de la

familia Mugilidae estd comprobado el alto grado de confianza de un fragmento del gen
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citocromo oxidasa | de 598 pb, como cédigo de barras en la identificacion de la mayoria

de las especies cripticas de mugilidos (Durand et al., 2016).
. ANTECEDENTES

En su mayoria los estudios de Mugil curema han sido morfolégicos y son pocos los
que han usado herramientas moleculares como cariotipos y andlisis de ADN
mitocondrial los cuales han permitido resolver los problemas taxonémicos y descubrir

la gran variabilidad intra e interespecifica (Avise, 2004; Durand & Borsa, 2015).

Existen cerca de quince analisis moleculares de Mugil curema que van desde
cariotipos hasta secuencias de ADN mitocondrial o nuclear. Estos se dividen en cuatro
tematicas: sistematica molecular, filogeografia, genética de las poblaciones y

citogenética (Rossi et al., 2016) (Tabla 3).

Estudios recientes, basados en diferencias cariotipicas y mitocondriales, han
identificado cuatro linajes o especies cripticas dentro del complejo de Mugil curema en
costas del Pacifico este, occidente del Atlantico, Venezuela y costa occidental de Africa
(Tabla 3). El primer linaje fue hallado en Brasil el cual tiene un nimero cromosomico
2n=28, citotipo | (Nirchio et al., 2005) considerado como la verdadera M. curema
reportada por LeGrande & Fitzmons (1976) nombrado provisionalmente “T2” por
Durand & Borsa (2015), y que coincide con el tipo Il de Fraga et al. (2007); todo el
Golfo de México pertenece a este linaje. El segundo cariotipo (2n=24, citotipo II), fue
encontrado en Venezuela (Nirchio & Cequea, 1998; Nirchio et al., 2003) el cual

corresponde con el segundo linaje nombrado inicialmente como “Mugil spp. N” por

26



Durand & Borsa (2015) y actualmente como Mugil margaritae (Menezes et al., 2015).
El tercer cariotipo (2n=48, citotipo Ill) también ubicado en Venezuela y la costa del
Pacifico en Panama (Nirchio et al., 2003; Nirchio et al., 2007) fue descrito como Mugil
rubrioculus por Harrison et al. (2007). El cuarto cariotipo (2n=46, citotipo V) de
Ecuador (Nirchio et al., 2017) fue asignado al linaje hombrado momentaneamente
como “Mugil spp. O” al cual pertenece todo el Pacifico mexicano desde California a
Ecuador. Por dltimo, el linaje endémico de las costas de Africa fue nombrado

eventualmente como “Mugil spp. M” (Durand & Borsa, 2015).

De estos cuatro linajes, dos se encuentran en evidente alopatria Mugil spp. O y Mugil
spp. M separados por el continente Americano y el Océano Atlantico, mientras que
Mugil spp. N y T2 son simpatricas con probable aislamiento reproductivo (Durand &

Borsa, 2015).

Hasta el momento no existen trabajos a nivel intraespecifico que sefialen la posible

existencia de especies cripticas en el complejo de Mugil curema en costas mexicanas.

Tabla 3. Estudios moleculares donde se reconoce la presencia de especies cripticas en Mugil

curema a lo largo de su distribucién geogréfica.

Autores Afo Marcadores Resultado
Durand & 2015 16SrRNA, COly El complejo de especies cripticas de
Borsa citocromo b. M. curema esta conformado por 4.
12SrRNA,
Siccha- 2014 16SrRNA, Dos especies de M. curema (Brasil
Ramirez et al. ATP 6/8 sintasa, tipo |, Venezuela tipo II).
COly cit. b.
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Durand et al.
Rodrigues-
Filho et al.

Trape et al.

Aurelle et al.

Heras et al.

Peregrino-
Uriarte

Fraga et al.

Rossi et al.

Nirchio et al.

Caldara et al.

20122

2011

2009

2008

2008
2006

2007

2007

2005

2017

2005-2007

2003
1998

1996

16SrRNA, COly
citocromo b.

Intron 5S.

16SrRNA.

16SrRNA Y
citocromo b.

Fenilalanina, COl,
citocromo by
12SrRNA.

16SrRNAy COI.

16SrRNA Y
citocromo b.

Cariotipo.

COly
Cariotipo.

Citocromo by
12SrRNA.

M. curema es un complejo de
especies.

Divergencia reciente junto con otras
especies como Mugil hospes y Mugil
cephalus.

El gen 16SrRNA es un marcador
adecuado para la identificacién de
mugilidos.

Dos especies hermanas en el
complejo de M. curema (Brasil,
Argentina, Bahia de Galveston,
Venezuela y California México).

Tres especies genéticamente
diferentes o tipos de M. curema en
las aguas americanas (Brasil, Bahia
de Galveston, Argentina).

Existe una distancia genética entre
mugilidos y robalos de 16 al 20%.

Mugil curema tipo 1y tipo II.

Es necesario la identificacion de
especies  cripticas  (Venezuela,
Brasil, Luisiana EUA), citotipo EUA
2n= 28.

Presencia de tres diferentes
especies en las aguas americanas
(Venezuela, Brasil, Luisiana EUA).

Marcada divergencia genética entre
mugilidos.

[I. JUSTIFICACION

Existen variaciones reproductivas y morfométricas entre las localidades de Mugil

curema, en el Golfo de México, las temporadas de desove estan desfasadas y las

hembras maduran sexualmente en el primer afio, mientras que en las localidades del

Pacifico mexicano el desove es relativamente sincrénico y las hembras maduran en el

segundo afio de edad (Cabral-Solis, 1999). Las variaciones morfométricas se
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presentan principalmente en el didmetro ocular, el ancho y maxima altura del cuerpo.
Estas variaciones morfométricas son discutidas por Ib&fiez & Lleonart (1996) e Ibafiez
et al. (2006), quienes sefialan la posible presencia de mas de una poblaciéon de Mugil

curema en el Golfo de México debido a una gran variabilidad morfométrica.

Existen también variaciones ambientales y oceanograficas (temperatura, salinidad,
corrientes marinas, etc.) que pueden dar paso a la formacion de nuevos linajes debido
a la disminucién del flujo génico. Ademés del aislamiento geogréfico entre el Océano
Atlantico, el Golfo de México y el Pacifico mexicano desde hace mas de dos millones
de afnos aproximadamente (Hallam, 1981) que evidentemente provoco un aislamiento

reproductivo entre las poblaciones de ambas costas.

Estas diferencias reproductivas, morfométricas, ambientales y oceanograficas,
ademas de los antecedentes sobre la presencia de especies cripticas de Mugil curema
a lo largo de su distribucién geografica, sugieren la posibilidad de presencia de

especies cripticas en las costas de México.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Con base en la variabilidad morfométrica y en las temporadas de desove actual que
presenta Mugil curema a lo largo de su area de distribucion en las costas de México

surge la siguiente pregunta:

e ¢ Existen especies cripticas de Mugil curema, en las costas de México? Si

existen ¢ Cuales son?
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V. HIPOTESIS

Si el aislamiento geografico entre el Golfo de México y el Océano Pacifico, los desoves
asincronicos, la variabilidad morfométrica y ambiental han generado reduccion del flujo
génico y aislamiento reproductivo, entonces se espera la presencia de diferentes

linajes evolutivos o especies cripticas de Mugil curema en las costas de México.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e |dentificar molecularmente especies cripticas de Mugil curema en las costas de
México usando como marcador molecular secuencias del gen citocromo

oxidasa | (COl).

6.2 Objetivos especificos

e Determinar la estructura genética de Mugil curema en las costas de México.

e Inferir las relaciones filogenéticas intraespecificas.

e Determinar tiempos de divergencia.

VI.  MATERIAL Y METODOS

7.1.1 Muestreo

Se seleccionaron muestras de individuos de Mugil curema de colectas ya realizadas

durante los afios 2009-2015 por la Dra. Ana Laura Ibafiez Aguirre y el personal del
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Laboratorio de Biologia y Fisiologia Pesquera, procedentes de once localidades del
Golfo de México (GM) y tres del Pacifico mexicano (PM) (Fig.1). Cada muestra
consistio en biopsias de aleta anal de 3 mm de didmetro fijadas en alcohol absoluto y
posteriormente conservadas en alcohol al 70%. Se realizd la identificacion de los
ejemplares mediante el uso de claves taxonGmicas para peces marinos de los autores
Harrison & Senou (1999), Harrison (2002) y Harrison et al. (2007). Adicionalmente se
obtuvieron secuencias del gen COI del GenBank que pertenecen a los linajes T2y O,
de especimenes originarios de E.U.A, México, Uruguay y Belice como grupo externo

(Anexo 1). Las caracteristicas y tamafio de muestra se especifican en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas y tamafio de muestra. Se indica la localidad con su acronimia,
las coordenadas geograficas (Lat=latitud, Long=longitud), tamafio de muestra (n) y el

ano de colecta. GM = Golfo de México; PM = Pacifico mexicano.

Localidad Acronimia  Lat Long n Afo
Jacksonville (GM) JA 30.32 -81.65 10 2015
Apalachicola (GM) AP 29.72 -8498 10 2015
San Antonio, Texas (GM) SA 28.35 -96.76 10 2015
Laguna Madre, Tamaulipas (GM) MA 25.06 -97.63 10 2009-2010
Laguna de Tamiahua, Veracruz (GM) TA 21.27 -97.44 10 2009-2011
Rio Cazones, Veracruz (GM) CA 20.70 -97.31 10 2009-2010
Laguna de Alvarado, Veracruz (GM) AV 18.77 -95.76 9 2008-2009
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Laguna de Mecoacéan, Tabasco (GM)
Sabancuy, Campeche (GM)

Celestun, Yucatan (GM)

Sisal, Yucatan (GM)

Laguna Superior e Inferior, Oaxaca (PM)
Rio Balsas, Michoacan (PM)

Cuyutlan, Colima (PM)

Numero total de muestras

ME
SB
CE
Sl
OoX
BA
Cu

18.39
18.97
20.85
21.16
16.26
18.41
18.91

-93.14
-91.17
-90.39
-90.02
-94.74

10 2008-2009

5 2015
2 2015
9 2015
10 2014

-100.07 10 2009
-104.06 10 2009-2014

125

GO0 Hm

L

FPacifico mexicano

Simbologia

JAT Jacksonville CA. Cazones QX Oaxaca
AF: Apalachicola AW Alvarado BA: Balsas
SA San Antonio ME: Mecoacan CU: Cuyutlan
A Laguna Madre  SB: Sabancuy

TA: Tamiakua CE: Celestin

Golfo de México

Fig. 1. Zonas de colecta de Mugil curema del 2009-2015.

7.1.2 Extraccion de ADN
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La extraccion de ADN se realiz6 a partir de tejido de aleta usando el protocolo de
extraccion con sal comun (modificado de Lopera-Barrero et al., 2008, Anexo 2). Se
realizaron diluciones de 50 ng/pl de cada muestra. La estimacion de la concentracidn
y pureza del ADN obtenido se realiz6 en un biofotometro (NanoDrop 2000 C). La
integridad del ADN se verifico en geles de agarosa al 1% tefiido con Gel Red Nucleic
Acid Gel Stain 1000X (Biotium) y posteriormente se visualizd bajo luz UV en un
fotodocumentador (MiniLumi DNR). Las bandas de ADN obtenidas fueron comparadas

con un marcador estandar de alto peso molecular de 50 a 2000 pb (Bioline).

7.1.3 Amplificacion
Se amplific6 un segmento de aproximadamente 700 pares de bases (pb) del gen
mitocondrial citocromo oxidasa | (COIl) (Fig. 2) usando los oligos y las condiciones

estandarizadas por Ward et al. (2005) (Tabla 5).

Gen completo - 1525 p
tRNA-GLU tRNA-THR

25 pb 654 pb
Fi R1

Fig. 2. Esquema representativo del fragmento amplificado del gen citocromo oxidasa
I, en color rojo.

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacion de fragmentos del gen COI.

Cebadores Marcador a Secuencia Referencia
universales amplificar
FishF1 COl 5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3  Ward et al.
2005
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FishR1 COl 5-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATC-3’ Ward et al.
2005

Las condiciones de amplificacion para el gen citocromo oxidasa | fueron: un ciclo inicial
de desnaturalizacion a 95° C por 2 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94° C por 30
S., alineamiento a 58.6° C por 30 s. y finalmente la elongacion a 72° C por 10 min.

La mezcla de reaccién para el gen citocromo oxidasa | se llevé a un volumen final de
25 ul que incluyeron: 12.5 ul de GoTaq Green master mix (buffer pH 8.5, 400 uM dATP,
400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP y 3 mM MgCly), 0.7 ul del primer Forward
(F1) (40.8 uM), 0.7 pl del primer Reverse (R1) (41.2 uM), 10.1 pl de agua ultrapura
inyectable (PiSA) y 1 pl de ADN (50 ng/ul). Los amplicones fueron purificados en
Centri-Sep Spin Columns (Applied Biosystems) con Sephadex (Anexo 3), verificados
en un gel de agarosa al 1% tefiido con Gel Red Nucleic Acid Gel Stain 1000X (Biotium)

y posteriormente se visualizaron bajo luz UV en un fotodocumentador (MiniLumi DNR).

7.1.4 Secuenciacion

Para la obtencion de secuencias nucleotidicas se prepar6 una reaccion de
secuenciacion para cada uno de los primers con un volumen final de 10 ul que incluyo:
2.5 ul de agua ultrapura inyectable (PiSA), 3 ul de Buffer BigDye Terminator 10X
(Applied Biosystems), 1 ul BigDye Terminator (Applied Biosystems), 1 pl del primer F1
o R1y 2.5 ul del amplicon purificado. Las condiciones de amplificacion fueron seguidas
tal y como lo indican las especificaciones del fabricante Applied Biosystems. Al término

de la reaccion de secuenciacién los amplicones fueron nuevamente purificados en
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placas de purificacién con Sephadex y fueron secuenciados automéaticamente en un

equipo ABI PRISM 3130 XL (Applied Biosystems Hitachi).

7.1.5 Edicion y alineamiento de secuencias nucleotidicas

La edicion y alineamiento de las secuencias se realizaron con el programa BioEdit v.
7.2.5 (Hall, 1999) y el algoritmo Clustal W. La autenticidad de las secuencias se
confirm@ a partir de un analisis BLAST estandar nucleotido-nucleétido (Zhang et al.,

2000) en la base de datos del GenBank (Altschul et al., 1990).

En el alineamiento del gen COI se obtuvieron secuencias de igual longitud, por lo que

fue necesario editar solo una matriz con un tamafo de 626 pb.

7.1.6 Construccion de redes haplotipicas

Todas las secuencias fueron analizadas en el programa DnaSP v.5.10 (Librado &
Rozas, 2009) y el programa TCS v. 1.21 (Clement et al., 2000) para obtener sus

correspondientes haplotipos considerando a los gaps como un quinto estado.

La construccion de las redes haplotipicas se efectu6 usando el algoritmo Median-
Joining en el software PopART v. 1.7 (Bandelt et al., 1999). Fueron evaluados los
siguientes aspectos: numero de haplotipos, numero de haplogrupos formados, relacion
entre los haplogrupos, distribucion de los haplotipos dentro de los haplogrupos y su

I6gica correspondencia geografica.
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7.1.7 Estructura genética poblacional

Se obtuvo el grado de estructuraciébn genética dentro y entre localidades con un
analisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) con 1000

permutaciones en el programa Arlequin v. 3.1 (Excoffier et al., 2005).

7.1.8 Seleccion del modelo evolutivo

Para seleccionar el modelo evolutivo de sustitucion de nucledtidos mas adecuado, la
matriz fue sometida al analisis de los 88 modelos alternativos del programa jModelTest
v. 2.1.10 (Darriba et al., 2012) bajo los criterios Akaike (AIC), Bayesian Information
Criterion (BIC) y decision theory method (DT). El modelo seleccionado para cada
conjunto de datos, asi como los parametros de numeros de tipos de sustitucion (Nst)
y tasa evolutiva para sitios variables (Rates) fueron utlizados en los andlisis

filogenéticos.

El modelo evolutivo utilizado en los analisis de distancias genéticas fue seleccionado
usando el método estadistico de Maxima Verosimilitud y el filtro de intercambio de

ramas Very Strong en MEGA v. 7.0.21 (Kumar et al., 2016).
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7.1.9 Relaciones filogenéticas intraespecificas

Las relaciones filogenéticas intraespecificas entre los haplotipos del gen COI fueron
obtenidas a partir de los métodos de Neighbor-Joinning (NJ), Maxima Parsimonia

(MP), Maxima Verosimilitud (MV) (Felsenstein, 1973) y Analisis Bayesiano (AB).

La estabilidad de los analisis se evalu6 considerando el numero de clados formados y
las relaciones filogenéticas intraespecificas establecidas entre ellos. También se
evalud la estabilidad interna de las ramas de cada arbol con un andlisis Bootstrap
(Felsenstein, 1985) de 1000 repeticiones, probando diferentes combinaciones de
grupos externos seleccionados a partir de publicaciones previas (Steinke et al., 2009;
Durand et al., 2012a; Siccha-Ramirez et al., 2014; Denys et al., 2015; Durand & Borsa,
2015; Durand et al., 2016) considerando las relaciones filogenéticas con el grupo
interno y la disponibilidad de secuencias en la base de datos del GenBank. Para
realizar las reconstrucciones filogenéticas del gen COI se utilizaron secuencias de
Mugil cephalus (Mc) (JQ060560), Mugil trichodon (Mt) (JX185178), Mugil hospes (Mh)
(JQ060607), Mugil liza (M) (JQ060610), Gasterosteus acuelatus (Ga) (KR862861),

Abudefduf vaigiensis (Av) (FJ582646), (Anexo 1) como grupo externo.

El andlisis de NJ fue realizado en el programa MEGA v. 7.0.21 (Kumar et al., 2016)
usando el modelo evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). El arbol de MP fue

construido en el programa Nona 2.0 y Winclada 1.0 (Goloboff, 1999; Nixon, 1999-2002)
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con las estrategias de busqueda heuristica Tree Bisection Reconnection (TBR + TBR)
y Rachet (Island Hop). Al término de cada analisis se recuperaron los indices de
consistencia (IC) e indices de retencion (IR) para analizar la cantidad de homoplasia

presente en los datos que fueron retenidos en cada arbol.

El analisis de MV se realizé con el programa TOPALi v. 2.5 (Milne et al., 2004), usando
el modelo evolutivo de sustitucion de nucleétidos que fue seleccionado con el Criterio
de Informacién de Akaike (AIC) como esta implementado en el programa jModelTest
con un nivel de significancia de 0.01. El modelo HKY (Hasegawa et al., 1985) fue el

modelo de sustitucion de nucledétidos seleccionado que mas se ajusto a los datos.

El andlisis Bayesiano se realizo con el programa TOPALI v. 2.5 (Milne et al., 2004),
con el modelo evolutivo seleccionado por jModelTest. Se usaron cinco cadenas de

Markov, 25% de burnin y 10, 000,000 de generaciones.

7.2 Andlisis de distancia genética

Para determinar la diferenciacion genética se estimo la distancia media corregida entre
localidades y haplotipos en MEGA v. 7.0.21 (Kumar et al., 2016) usando el modelo
evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). Al término de cada andlisis se

guardaron los sitios variables de las secuencias analizadas (Anexo 4).
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7.2.1 Tiempos de divergencia

Para determinar el tiempo de divergencia se utilizé el programa Isolation with Migration
(IM) (Hey & Nielsen, 2004). Para obtener la tasa evolutiva requerida
(substitucidn/gen/afios) se convirti6 la reportada por Shen et al. (2011) de 1.6% que
esta dada por “substitucion/sitio/millones de afios” multiplicando la tasa evolutiva por
la longitud del gen entre un millon de afos. El modelo evolutivo utilizado fue el HKY y

el parametro escalar inherente 0.25.

Se realizaron una serie de pruebas para determinar los valores de los parametros
adecuados y el numero de genealogias necesarias con la finalidad de obtener una
buena distribucion del parametro t. El valor de los parametros utilizados para las tasas
de migracion (-m1 y-m2) como para theta (-q1) fue de 0.0001, para los tiempos de
divergencia (—t) 30 y 10, un burnin (-b) de 500,000 pasos y 6,000, 000 generaciones
(-L). Se obtuvo el tiempo de divergencia entre el Golfo de México junto con las
secuencias de Oaxaca y el Pacifico mexicano, asi como entre los dos linajes del
Pacifico mexicano dividiendo la unidad del tiempo (B) entre la tasa de mutacién (U) y
de igual forma se obtuvo el margen de error dividiendo (B) de los limites inferior y

superior entre (U).

39



VIIl. RESULTADOS

8.1 ADN y amplicones

En todas las extracciones se obtuvo ADN de alto peso molecular con concentraciones
aproximadas de 300 a 1200 ng/pl, en cuanto a la pureza se obtuvieron valores de 1.5
a 2.1 (A260/A280). Las amplificaciones para el gen COI fueron aproximadamente de

700 pb (Fig. 3), fragmento que representa el 42.5% de la longitud total de este gen.

A A B C D E F G H |
800 pb N
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- e o —

Fig. 3. Electroforesis de un fragmento de aproximadamente 700 pb del gen COI. En el
primer carril se observan las bandas de referencia del marcador estandar de alto peso
molecular (50-2000 pb) (A), en los carriles resultantes (A-1) se observan las muestras

amplificadas.

8.2 Secuencias nucleotidicas

De un total de 125 secuencias nucleotidicas del gen COI se obtuvo una matriz de 626
pb, en la cual se encontraron 537 caracteres constantes, 72 segregativos y 38
parsimoniosamente informativos. El promedio de la composicién nucleotidica fue de:

A= 22.84%, C=29.71%, G=18.37% Yy T= 29.07%.
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En general los electroferogramas tuvieron una buena sefal y picos bien definidos (Fig.

4).

10 20 30 40 50 60 70 90
GGACAG CT CT CTT AG GA GAC GAT CA GAT CTACAAT GTAAT CGTTACGGCCCACGCTTTCGTAATGATTTTCTTTATAGT GAT GCCAAT CAJ

A)

Fig. 4. Electroferograma de un fragmento del gen COI de Mugil curema.

(il

8.3 Red Haplotipica

Para las 125 secuencias analizadas de las catorce localidades de estudio se obtuvo
una red de buena resolucion de la cual se identificaron 17 haplotipos diferentes (H)
(Tabla 6) formando dos haplogrupos (Hg) separados por 27 pasos mutacionales y una
distancia genética del 6.4% (Fig. 5). En el mapa de distribucion de haplotipos (Fig.6)
se observa la formacién de los dos haplogrupos correspondientes al Golfo de México
y al Pacifico mexicano, con la excepcion de la localidad de Oaxaca que se posiciond

dentro del haplogrupo del Golfo de México (haplotipos 2 y 4).

En la figura 6 se observan cinco haplotipos compartidos (H1, H2, H4, H6 y H12) y ocho
anicos (H3, H5, H7, H8, H9, H10, H11 y H13) para el haplogrupo GM. El H1 se

comparte entre Jacksonville, Apalachicola, Tamiahua, Alvarado y Sisal, todas las
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localidades del GM comparten el H2 el cual representa el 60% de los individuos
muestreados, el H4 para Jacksonville, Apalachicola, San Antonio y Mecoacan,
mientras que el H12 entre Celestln y Sisal. Los ocho haplotipos Unicos corresponden
a las localidades de Jacksonville, Apalachicola, Alvarado, Mecoacan y Sisal. La
localidad con un mayor namero de haplotipos es Alvarado con seis (H1, H2, H7, H8,

H9 y H10), seguida de Sisal con cinco (H1, H2, H6, H12 y H13).

Para el PM se observa un haplotipo compartido (H15) entre el Rio Balsas y Cuyutlan

y 3 haplotipos unicos (H14, H16 y H17) del Rio Balsas (Tabla 6)
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Tabla 6. Lista de haplotipos encontrados (H). Se indica el nimero de Individuos (NI)
gue comparten un mismo haplotipo, el porcentaje (%) correspondiente a los 125

individuos analizados y el cédigo de cada muestra (CM).

H NI % CM
1 11 8.7  Jal,Ja8, Jal0, Ap5, Tal2, Av5, Av6, Si4, Sil8, Sil9, Si2l
2 76 60 Ja2,Ja5, Ja6, Ja7, Ja9, Apl, Ap2, Ap3, Ap6, Ap7, Ap8, Ap10,

Sni, Sn2,Sn3, Sn5, Sn7, Sn8, Sn9, Sn10, Sni11, Mal, Ma2 ,
Ma3, Ma4, Mab, Ma6, Ma7, Ma8, Ma9, Mal0, Ta2, Ta3, Ta4,
Tab, Ta7, Ta9, Tal0, Tall, Tal3, Cal, Ca2, Ca3, Ca4, Ca5,
Ca8, Ca9, Calo, Cal2, Av7, Avl2, Mel, Me5, Me6, Me7, Me9,
Mel0, Mell, Mel2, Sh2, Sb4, Sb9, Sb12, Sb15, Sil4, Si27,
Ceb5, Ox1, Ox3, Ox5, Ox6, Ox7, Ox8, Ox10, Ox11, Ox12

3 1 0.8 Ja4d

4 5 4 Jall, Ap4, Sn6, Mel3, Ox2

5 1 0.8 Ap9

6 2 1.6 Ca6, Sil6

7 1 0.8 Avl

8 2 1.6 Av2, Av3

9 1 0.8 Av9

10 1 0.8 Av10

11 1 0.8 Me2

12 2 1.6 Sil3, Cel3

13 1 0.8 Sil7

14 1 0.8 Ba3

15 17 13 Ba4, Bab, Ba6, Ba7, Ba8, Bal0, Bal7, Cul, Cu2, Cu3, Cu4,
Cub, Cu7, Cu8, Cu9, Cul0, Cu30

16 1 0.8 Ba9

17 1 0.8 Bal5
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Correspondencia geografica

Jacksonville
Apalachicola
San Antonio
-Tamaulipas
Tamiahua

Cazones

Alvarado
fecoacan

Sabancuy
Calestin

Sizal

Daxaca
Balsas
Cuyutlén

Haplogrupos (Hi)

1 Golfo de Méxicoy Oaacs
2 Pacifico mexicano

6.4%

i

HQ . @Hr

Fig. 5. Red haplotipica ilustrando la presencia de los dos haplogrupos de Mugil curema
formados a partir de secuencias de COI. Las lineas que conectan cada haplotipo
indican los pasos mutacionales entre ellos. Los pequefios circulos blancos indican
haplotipos hipotéticos y los diferentes tamafios de los circulos la frecuencia haplotipica.

Los colores representan la correspondencia geogréfica de los haplotipos.
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Fig. 6. Mapa de haplotipos para Mugil curema, a lo largo de su distribucién. El circulo representa a la poblacion

muestreada y en la parte inferior se muestra los codigos de color para cada haplotipo.
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8.4 Estructuracion genética

Los resultados del AMOVA entre las catorce localidades indicaron una alta variacion
genética entre ellas (Fst=0.92; P<0.05; Tabla 7). Entre los puntos de colecta del Golfo
de México la variacidon se presenta dentro de las localidades (Fst=0.07 P<0.05; Tabla
8). Para el Pacifico mexicano existe una alta variacion entre las tres localidades

(Fs1=0.95; P<0.05; Tabla 9).

Tabla 7. Resultados del AMOVA para el total de las localidades.

Fuente de la Suma de Componentes  Porcentaje de la Fst
variacion cuadrados de la varianza variacion
Entre 558.97 4.79 92.94
localidades
0.92*
Dentro de las 40.43 0.36 7.05
localidades
*P<(0.05

Tabla 8. Resultados del AMOVA para las localidades del Golfo de México.

Fuente de la Suma de Componentes  Porcentaje de la Fst
variacion cuadrados de la varianza variacion
Entre 5.10 0.02 7.76
localidades
0.07~
Dentro de las 24.93 0.29 92.23
localidades
*P<(0.05
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Tabla 9. Resultados del AMOVA para las localidades del Pacifico mexicano.

Fuente de la Suma de Componentes  Porcentaje de la Fst
variacion cuadrados de la varianza variacion
Entre 222.33 11.05 95.06
localidades
0.95*
Dentro de las 15.50 0.57 4.93
localidades
*P<0.05

8.5 Reconstrucciones filogenéticas

Todas las topologias obtenidas del gen COI con los métodos NJ, MP, MV y AB fueron
similares. Sin embargo, el andlisis bayesiano fue el que proporcion6é la mayor
resolucién y el mayor soporte en las ramas internas. En la figura 7 se muestra la
reconstruccion filogenética intraespecifica bayesiana con los cuatro valores de soporte
de cada uno de analisis para los diecisiete haplotipos obtenidos. La filogenia recuper6
dos clados principales sustentados por altos valores de soporte Bootstrap, de
probabilidad posterior bayesiana (PPB) y el (IC). El clado basal corresponde al linaje
del Golfo de México dentro del cual se encuentran los individuos que pertenecen a la
localidad de Oaxaca de la Laguna Superior e Inferior (H2 y H4). El clado hermano del
PM esta formado por dos subgrupos mitocondriales intraespecificos: 1) Pacifico
mexicano norte, 2) Pacifico mexicano sur; en el grupo uno se encuentran todos los
individuos del Cuyutlan y ocho del Rio Balsas, junto con una secuencia del GenBank

correspondiente a La Paz, Baja California, mientras que el grupo dos esta formado por
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los haplotipos Unicos (H16 y H17) del Rio Balsas y tres secuencias procedentes de
Chiapas obtenidas en el GenBank. La distribucion de los diecisiete haplotipos en los
dos clados es congruente con los resultados de la red haplotipica. Ademas, los tres
grupos (Golfo de México/Oaxaca, Pacifico mexicano norte y Pacifico mexicano sur)
coinciden con los linajes: T2 de la distribucién del Atlantico occidente y O de la costa
del Pacifico este, propuestos por Durand et al. (2012a), Durand & Borsa (2015) y

Durand et al. (2016).
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Fig. 7. Reconstruccion filogenética Bayesiana de los 17 haplotipos del gen COI para Mugil curema. Los valores de
soporte en las ramas indican: arriba (Bootstrap NJ/ Bootstrap MP); abajo (Bootstrap MV/ Probabilidad Posterior

Bayesiana). IC= 68, IR= 78. Los colores indican los tres linajes con su correspondencia geografica.
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8.6 Distancia genética

El porcentaje de distancia media corregida entre las catorce localidades de estudio
vario entre 0.1 a 5.8% (Tabla 10), entre los 17 haplotipos obtenidos para el gen COI
de 0.2 a 6.4% (Tabla 11). Entre los dos grupos GM/Oaxaca y PM la distancia media

corregida fue de 6.4% y entre los dos subgrupos del PM de 1.6%.

Tabla 10. Porcentaje de distancia media entre las catorce localidades.

JA. AP SN MA TA CA AV ME SB SI CE OX BA CU
JA
AP 0.1
SN 0.1 0.1
MA 0.1 0.0 0.0
TA 0.1 0.1 0.0 0.0
CA 01 01 00 0.0 00
AV 02 02 02 02 02 0.2
ME 0.1 0.1 00 00 0.0 0.0 0.2
SB 01 00 0.0 0.0 00 0.0 0.2 0.0
SI 02 02 01 01 01 01 03 02 01
CE 02 01 01 01 0.1 021 03 01 01 0.2
OX 01 01 00 00 00 00 0.2 00 00 01 012
BA 56 57 57 57 57 57 58 57 57 57 58 57
CU 57 57 57 57 57 57 58 58 57 57 58 57 03
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Tabla 11. Porcentaje de distancia media entre los 17 haplotipos para el gen COI.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H1l1l H12 H13 H14 H15 H16 H17

H1

H2 0.2

H3 0.3 0.2

H4 0.3 0.2 0.3

H5 0.3 0.2 0.3 0.3

H6 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3

H7 0.6 0.8 1.0 1.0 1.0 1.0

H8 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.6

H9 03 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 1.0 0.3

H10 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 1.0 0.3 0.3
H11 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 1.0 0.3 0.3 0.3
H12 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 1.0 0.3 0.3 0.3 0.3

H13 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 1.0 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

H14 5.7 59 5.7 6.1 6.1 6.1 64 6.1 6.1 6.1 6.1 6.1 6.1

H15 5.6 57 56 59 59 59 6.3 59 59 59 59 59 59 0.2

H16 52 54 5.2 56 56 56 59 56 56 56 56 56 56 15 1.3

H17 54 56 54 5.7 57 57 6.1 57 5.7 57 57 57 57 16 15 0.2

8.7 Tiempos de divergencia

El tiempo de divergencia entre el Golfo de México/Oaxaca y Pacifico mexicano es de

1, 522,000 afios con un margen de error de (466,700-632, 400 afos). Para los dos
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linajes del Pacifico mexicano es de 438,000 afios y un margen de error de (230,630—

354,430 afos).

IX. DISCUSION

9.1 Comparacion de métodos y resultados con analisis moleculares previos de Mugil

curema

Los métodos de extraccion de ADN en los estudios previos de Mugil curema mostrados
en la Tabla 3 varian con respecto al presente estudio en cuanto al tipo de muestra
usado; la gran mayoria utiliza tejido muscular a excepcion de Durand et al. (2012a)
guienes ocuparon musculo y aleta. Para este estudio la eleccion del tejido de aleta se
debid a que en ésta existe menor presencia de lipidos y proteinas a diferencia del tejido
muscular lo que permitié obtener un ADN de mejor calidad por su alta concentracion.
En cuanto a los protocolos de extraccion Siccha-Ramirez et al. (2014) utilizo kits
mientras que Durand et al. (2012a) fenol-cloroformo. En este trabajo se eligio el
protocolo de extraccién con sal comian de Lopera-Barrero et al. (2008), debido a que

es mas eficaz, simple, econémico y no contaminante, a diferencia de fenol-cloroformo.

De los estudios para M. curema con base molecular, reportados en la Tabla 3, solo

cinco amplificaron secuencias del gen citocromo oxidasa | de diferentes longitudes que
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van desde 546 pb (Nirchio et al., 2017) a 655 pb (Siccha-Ramirez et al., 2014). En este
estudio se obtuvo un fragmento de 626 pb, dentro del rango obtenido en publicaciones
previas; (Siccha-Ramirez et al., 2014; Nirchio et al., 2017). Es importante mencionar
gue la longitud obtenida fue mayor a los 598 pb reportados por Durand et al. (2012a)
lo que podria deberse a los diferentes métodos de extraccion, a pesar de utilizar los

mismos cebadores reportados por Ward et al. (2005).

El nimero de secuencias utilizadas para las reconstrucciones filogenéticas de M.
curema en seis estudios (Heras et al., 2006; Fraga et al., 2007;Aurelle et al., 2008;
Durand et al., 2012a; Siccha-Ramirez et al., 2014; Nirchio et al., 2017) no fueron
suficientes para una adecuada representacion de las costas del GM y PM. Por ejemplo,
Heras (2006) utilizo solo cuatro secuencias localizadas al norte del GM en la bahia de
Galveston, Texas, mientras que Durand et al. (2012a) tiene solo una para representar
el GM, en la Laguna Madre, Tamaulipas y cinco para el PM, una para La Paz, Baja
California y cuatro para Chiapas. En este estudio se logré obtener un muestreo mas
representativo de las costas de México, asi como un mayor numero de secuencias por

localidad.

De los trabajos mostrados en la Tabla 3, solo Siccha-Ramirez et al. (2014) obtuvo una
red de haplotipos para Mugil liza. En este trabajo se obtuvo la red de haplotipos para
la distribucién de las costas de México. Las redes haplotipicas son la mejor opcion
para la representacion de las relaciones genealdgicas debido a que se puede observar
con claridad los nodos ancestrales, los cambios mutacionales entre haplotipos y la

funcién de verosimilitud se maximiza. La filogenia sensu estricto es solo a nivel
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interespecifico debido a que las relaciones de individuos de diferentes especies son
jerarquicas, es decir, la cantidad de mutaciones en una escala de tiempo es mayor que
la que se puede obtener a un nivel de especie; por eso, de acuerdo con Posada &
Crandall (2001) las redes haplotipicas son la mejor representacién de la coalescencia

evolutiva de M. curema.

En cuanto a los métodos de reconstruccion filogenética solamente Heras (2006)
reporto cuatro andlisis (NJ, MP, MV y AB), mientras que Durand et al. (2012a) solo tres
NJ, MV y AB, de los cuales le otorgaron mayor importancia al de NJ en su publicacion
mas reciente (Durand et al., 2016), ya que ha permitido identificar especies cripticas
de peces en grupos de morfologia compleja (Hebert et al., 2003). Sin embargo, el
analisis de NJ no es un método filogenético ya que no toma en cuenta la relacion
ancestro-descendiente (Pefia, 2011). El criterio general es que no existe un mejor
método entre los tres ya establecidos para la reconstrucciéon de las hipotesis
filogenéticas (MP, MV y AB) pero la tendencia en cuanto a niumero de publicaciones
son los andlisis con enfoques probabilisticos (MV y AB) (Luna et al., 2005). En este
estudio se realizaron los cuatros métodos con el objetivo de tener una mayor robustez

de las relaciones filogenéticas intraespecificas de M. curema en las costas de México.

En este estudio se reporta por primera vez los tiempos de divergencia para linajes de
M. curema. Actualmente solo se conoce el tiempo de divergencia con respecto a Mugil
cephalus por Santini et al. (2015) quienes emplearon el programa de reconstruccion

filogenética bayesiana Beast (Drummond et al., 2012) atil solamente para el nivel
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interespecifico. En este estudio se utilizo “Isolation with migrate” disefiado para datos

intraespecificos.

Los porcentajes de distancia media corregida son ligeramente mayores que los ya
establecidos por Durand & Borsa (2015), es importante mencionar que ninguno de los
trabajos ya discutidos anteriormente realizé un analisis de varianza molecular, el cual
es indispensable para datos intraespecificos ya que confirma la distancia genética

entre las poblaciones.

9.2 Diferenciacion genética del Golfo de México vs. Pacifico mexicano

Las reconstrucciones filogenéticas intraespecificas, las redes de haplotipos, los
valores de distancia genética (6.4%) y el AMOVA (Fst=0.92) apoyan la monofilia de
dos haplogrupos principales, Golfo de México/Oaxaca y Pacifico Mexicano. Estos
haplogrupos son congruentes geograficamente con el linaje T2 de la distribucion del
Atlantico occidente y O de las costas del Pacifico, respectivamente, propuestos por
Durand & Borsa (2015). La distancia genética obtenida es ligeramente mayor que la

propuesta por Durand & Borsa (2015) de 3.2 a 5.4 %.

Estos haplogrupos pueden representar dos especies cripticas debido a la evidente
separacion de los linajes monofiléticos, los diferentes haplotipos entre el GM/ Oaxaca
y PM, y el alto valor de distancia y estructura genética entre los dos grupos, los cuales
son elementos indispensables para la determinacion de especies cripticas (Queiroz,

2007; Durand & Borsa, 2015). El tiempo de divergencia obtenido entre los dos
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haplogrupos fue de 1.5 ma, correspondiente al Pleistoceno, posterior al cierre del Istmo
de Panama (2.8 ma), que provocé un aislamiento reproductivo entre las poblaciones
de ambas cuencas. También es congruente con el final de las tasas de migracion de
organismos marinos entre las cuencas del Atlantico y el Pacifico hace 1.03-4.35 ma,

reportadas por Bacon et al. (2015).

El cierre del Istmo de Panama es el evento vicariante mas importante que propicio la
formacién de un sin fin de especies cripticas, geminidas o gemelas de varios grupos
de fauna marina y dulceacuicola. Esta hipétesis es corroborada por varios estudios,
como el trabajo de McMahan et al. (2013), donde se reportan linajes cripticos utilizando
secuencias del gen citocromo b en la lisa de rio (Agonostomus monticola) un mugilido
gue presenta alta diferenciacion genética (15.7%) entre el linaje del Pacifico B y el del
Golfo de México. Esta separacion de linajes también se ha reportado por Castillo-
Olguin et al. (2012) con el tiburén martillo Sphyrna lewini, un grupo exclusivamente
marino, utilizando secuencias de region control de mitocondria. Ellos reportaron un
clado ancestral del Golfo de México separado claramente del linaje del Pacifico
mexicano formado mas recientemente. Los dos estudios citados anteriormente
concluyen que la disyuncion entre las poblaciones del GM y el PM es debida al cierre
del Istmo de Panama, aunque es importante mencionar que el nivel de diferenciacion
genética y el tiempo de divergencia es variable debido a factores como la historia de

vida de cada especie y el tipo de marcador utilizado.

De acuerdo con O"Dea et al. (2016), los tiempos de divergencia para algunas especies

marinas y dulceacuicolas pueden ser reportados antes o después del cierre del Istmo
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de Panam@; antes debido al uso de un fésil para la calibracion del reloj molecular o
después por la implementacion de una tasa mutacional mitocondrial que puede ser
aproximadamente de 1.66% por millon de afios para todos los genes y taxa de ambos
lados del Istmo. En el caso de los linajes de Agonostomus monticola el tiempo de
divergencia es de 7 ma debido a que se ocup6 un fésil para la calibracién del reloj
molecular; en otro estudio de Galvan—Quesada et al. (2016), donde también se
diferencian linajes Pacifico y Atlantico del pez naca (Dormitator sp.) utilizando como
marcador el gen citocromo b se utilizd una tasa evolutiva mitocondrial de 1.5% por
millén de afios y se obtuvo un tiempo de divergencia de 0.3-3.1 ma. En nuestro estudio,
utilizamos una tasa evolutiva mitocondrial similar para M. curema (1.6% por millon de
afos) y los tiempos de divergencia resultaron similares a los linajes obtenidos en

Dormitator.

9.3 Estructura genética poblacional en el Golfo de México

Las variaciones oceanograficas, morfométricas y en las temporadas de desove de M.
curema (Anderson, 1958; Arnold & Thompson, 1958; Moore, 1974; Finucane et al.,
1978; Render et al., 1995; Ibafiez & Gallardo-Cabello, 2005; Ibafiez & Colin, 2014;
Pacheco-Almanzar et al. 2017) , previo a este estudio, sugerian una posible
diferenciaciéon poblacional y por lo tanto el hallazgo de mas linajes cripticos para el
Golfo de México y el Atlantico, sin embargo los resultados demostraron nula

estructuracion genética (Fst= 0.07) y una variacion mayor dentro de las localidades;
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asi como la formacién de un solo haplogrupo y linaje que corrobora la homogeneidad

genética poblacional.

Esta homogeneidad genética puede ser debida a la influencia de procesos histéricos
durante la evolucion geolégica del Golfo de México y a la formacién de las estructuras
oceanograficas como corrientes, giros y surgencias a finales del Oligoceno (Kotel'nikov
et al., 2014) las cuales pudieron haber aumentado la mezcla o dispersién de larvas y
adultos de una manera significativa hasta el Pleistoceno tardio; actualmente contindan
teniendo un importante rol en la distribucion de larvas de M. curema a lo largo de la
linea costera del GM (Monreal et al., 2004). Podemos inferir también que durante el
Mioceno y Plioceno el retroceso de la linea costera (Arroyo- Cabrales et al., 2008) pudo

haber provocado la migracion de los individuos del GM.

Por otro lado, no solo la dispersion de larvas por medio de las estructuras
oceanograficas puede determinar la estructura genética poblacional o la diversificacion
de linajes de peces (Tellier et al., 2009, Zakas et al., 2009, Brante et al., 2012), también
el comportamiento de las larvas, la disponibilidad de alimento o habitat y los efectos
del paleoclima pueden generar o mantener patrones no esperados de la estructura
genética (Sotka et al., 2004). De acuerdo con Kinlan & Gaines (2003), las larvas de
peces que tienen la caracteristica de viajar cientos de kilbmetros durante su desarrollo
tienden a exhibir una estructura genética poblacional homogénea o panmitica. En este
sentido, las larvas y los adultos de M. curema durante las migraciones reproductivas a
mar abierto pueden desplazarse por medio de las corrientes y giros a grandes

distancias de aproximadamente 200 km (Manooch & Mason, 1984; Ditty & Shaw, 1996)
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por lo que esto podria explicar también la homogeneidad genética a lo largo del Golfo

de México y Atlantico.

Contrario a estos patrones, los resultados obtenidos con microsatélites utilizando las
mismas muestras y localidades por Pacheco-Almanzar et al. (2017), muestran la
presencia de tres grupos genéticos diferenciados a lo largo del Golfo de México y
Atlantico: a) representado por las localidades de Sabancuy, Celestin y Sisal; b)
presencia de San Antonio y las lagunas de Alvarado y Mecoacan; c) Laguna Madre,
Tamiahua, Cazones, Apalachicola y Jacksonville. Este contraste en los resultados se
debe a que los microsatélites pueden detectar una escala de tiempo mas reciente que
el gen citocromo oxidasa | el cual describe la estructura genética de las localidades en

funcién de los procesos historicos y no actuales (Carvalho & Hauser, 1994).

La estructura genética reciente se debe a la heterogeneidad ambiental geomorfologica
y ecoldgica del GM y Caribe que se establecié posterior al Pleistoceno. La formacion
temprana del GM y sus estructuras oceanograficas permitieron el flujo genético entre

las localidades en el pasado manteniendo asi una estructura genética homogénea.

Por otro lado, nuestros resultados indican que las localidades de Alvarado (Veracruz)
y Sisal (Yucatan) presentan el mayor niumero de haplotipos en comparacion con las
otras localidades, lo cual puede ser debido a que las larvas aseguran su sobrevivencia
desplazandose a zonas geograficas con una mayor disponibilidad de alimento o habitat
adecuado para su crianza y alimentacion (Urho, 1999) ademas de la influencia de las

corrientes costeras en la dispersion larvaria.

59



En este sentido, en las costas de Veracruz durante la temporada de lluvias en la cual
se lleva a cabo los procesos de dispersion larvaria favorable debido a que hay una
mayor disponibilidad de alimento (Okolodkov et al., 2011), actualmente se reporta una
de las mayores densidades de zooplancton e ictioplancton aunque es la zona costera
de Campeche la que registra la mayor biomasa en todo el Golfo de México
(Sanvicente-Aforve, 1990, Sanchez-Velasco et al., 1996). Uno de los principales
alimentos de juveniles de M. curema es el zooplancton, la dieta de las especies del
género Mugil de acuerdo con Santini et al., (2015) ha sido la misma desde el
Paledgeno por lo que si una alta cantidad de haplotipos de Alvarado fuera explicada
por la disponibilidad de alimento actualmente la localidad de Sabancuy, Campeche
deberia presentar también un alto numero de haplotipos, pero el régimen de lluvias y
vientos actual no se establecié sino hasta hace 11, 000 afios por lo que la
disponibilidad de alimento pudo haber sido diferente en el pasado aunque no se tienen
referencias sobre la biomasa de zooplancton en el GM durante el Pleistoceno tardio
podemos inferir que la laguna costera de Alvarado en el pasado presentaba una

mayor biomasa de zooplancton e ictioplancton.

El alto nimero de haplotipos de Alvarado y Sisal también puede ser debido a mayor
disponibilidad de habitat propicio para la alimentacion y crecimiento de las larvas, como
lo son los manglares los cuales son un tipo de vegetacion dominante en algunos
estuarios y lagunas costeras del Golfo de México presentes desde el Eoceno (Berry,
1924, 1930) de acuerdo con la CONABIO (2009) son importantes zonas de crianza y

alimentacion para lisas y otros peces de importancia comercial. El area de la superficie
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de los manglares podria darnos una idea de la disponibilidad de habitat para las larvas
y adultos de M. curema. A nivel nacional, Campeche es el estado que posee la mayor
superficie de manglar, sin embargo, en el 2010 la laguna de Alvarado, Veracruz tenia
una superficie de 14, 897 ha mayor que Sabancuy, Campeche de 12,858 ha. Por otro
lado, Sisal presento casi el doble de superficie que estas dos localidades con 24, 091
ha (CONABIO, 2009), por lo que esto puede explicar por qué las localidades de
Alvarado y Sisal tienen una mayor variacién haplotipica a diferencia de las otras
localidades. Si bien no se tienen datos sobre la cobertura de los manglares en el Golfo
de México durante el Pleistoceno, podemos inferir que tanto la disponibilidad de habitat

y alimento fue mayor en Alvarado y Sisal en el pasado.

9.4 Estructura genética poblacional en el Pacifico mexicano

Dentro del haplogrupo del Pacifico Mexicano, los andlisis filogenéticos, genealdgicos,
AMOVA (Fst=0.95) y de distancia genética (1.6%) soportaron una subdivision en
Pacifico norte y Pacifico sur, con un tiempo de divergencia mas reciente (0.4 ma). Esto
podria ser resultado de cambios oceanograficos del Pleistoceno posteriores al cierre
del Istmo de Panama. Estos cambios oceanograficos incluyen variaciones en el nivel
del mar, temperatura y salinidad, asi como la intensificacién de la corriente costera de
Costa Rica y la de California, las cuales podrian haber separado los linajes de M.
curema en dos regiones Pacifico transicional mexicano (PM norte) y Pacifico

centroamericano (PM sur) (Briggs, 1995; McMahan et al., 2013).
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Estos resultados sugieren que PM norte y sur son linajes mitocondriales
intraespecificos de acuerdo al criterio interespecifico general de Ward et al. (2009),
Hebert et al. (2010) y April et al. (2011), quienes mencionan que se requiere al menos
de 2-2.8% de distancia genética para proponer una especie criptica de pez; mientras
gue Durand & Borsa (2015) sugieren una diferenciacién de 3.2-5.4% para M. curema,
usando secuencias mitocondriales del gen citocromo oxidasa I. Por lo tanto se
confirma la propuesta de un nuevo linaje mitocondrial intraespecifico para el PM norte
a la costa este del Pacifico con base en la distribucion actual de los linajes por Durand

et al. (2012a), Durand & Borsa, (2015) y Durand et al. (2016).

Como se habia mencionado anteriormente, la divergencia entre los dos linajes del
Pacifico mexicano pudo haberse dado durante la configuracion de las corrientes en el
Pleistoceno las cuales a su vez generaron una division biogeografica (Tellier et al.,
2009, Zakas et al., 2009, Brante et al., 2012). El patron de corrientes del Pacifico
mexicano se establecio entre 350,000 a 400, 000 afios despues del cierre de la
comunicacion océanica entre el Pacifico mexicano y el Caribe hace 2.8 ma (Coates et
al., 2005, O'Dea et al., 2007), por lo tanto el linaje del pacifico mexicano norte esta
separado del linaje del sur por la corriente de California (CC) que pertenece a la
ecorregion marina del Pacifico transicional mexicano (PTM) y la corriente norecuatorial
(CNE) y costera de Costa Rica (CCR) a la regién del Pacifico centroamericano (PC)

(Wilkinson et al., 2009).

Es posible observar una estructura genética poblacional similar en otro tipo de fauna

marina como en el pepino de mar Holothuria inornata en el cual se encontré una
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marcada estructura genética entre la regiébn mexicana que incluye las localidades de
Sinaloa, Jalisco, Michoacan y Guerrero y la regién panamica frente a las costas de
Chiapas, El Salvador, Panama y Per, utilizando secuencias del gen citocromo oxidasa
| (Prieto- Rios et al., 2014). En este estudio se concluyd que la separacién era debida

a las corrientes que impedian el intercambio larvario.

En cuanto a los individuos de Oaxaca dentro del linaje del GM, pueden existir dos
explicaciones: 1) Las mutaciones que se fijaron en el tiempo son insuficientes y adn
comparten polimorfismos ancestrales, 2) Hubo o existe una ruta por el Istmo de
Tehuantepec que conect6 el Océano Pacifico y Atlantico debido a cambios en el nivel
del mar durante el Pleistoceno que impidi6 la diferenciacion genética de los individuos

de Oaxaca con los del Golfo de México.

En el primer caso el Golfo de Tehuantepec puede ser una potencial barrera para el
flujo de genes y por lo tanto para el intercambio larvario entre las regiones del PTM y
PC. De acuerdo con Prieto-Rios et al. (2014) esta es una zona que ha merecido
muchos estudios debido a sus caracteristicas particulares como el patron de vientos
gue influyen en las estructuras oceanograficas a mesoescala como los giros, remolinos
y surgencias las cuales afectan la direccionalidad de la CNE y CCR. Estas
caracteristicas del Golfo de Tehuantepec pueden haber provocado que los individuos
de la localidad de Oaxaca no se mezclaran con las otras localidades del Pacifico
mexicano, al ser una barrera para el intercambio de genes estos aln conservan
polimorfismos ancestrales del clado basal del Golfo de México. Es interesante observar

gue en el caso de Holothuria inornata los resultados son similares, los individuos de
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Puerto Angel, Oaxaca son genéticamente muy diferentes a los de la region mexicana
y panamica, sugiriendo que esta diferenciacion genética se debié a la morfologia y a

la oceanografia unica del Golfo de Tehuantepec.

El segundo supuesto se debe a que durante los ciclos interglaciares del Pleistoceno el
nivel del mar se elevod, se alteraron los patrones de drenaje de las cuencas, algunos
rios se interconectaron y se formaron grandes lagos por el aumento de temperatura
despues del cierre del Istmo de Panama hace 2.8 ma (Briggs, 1995; Bermingham &
Avise, 1986) provocando la anastomosis de los rios mesoamericanos, por ejemplo
durante el periodo tardio del Pleistoceno, un lago natural cubri6 lo que actualmente es

la Presa de Valsequillo, Puebla (Gonzales et al., 2006).

Por lo tanto la anastomosis o la conexidén de multiples canales que rodearon cuencas
de inundacién conectaron al PM con el GM, favoreciendo la conexion de ejemplares
de Oaxaca con los del GM, aunque no existen evidencias de la conexion en el
Pleistoceno de alguna cuenca de inundacion entre el Golfo de Tehuantepec y el Golfo
de México. En el presente es posible que los rios Coatzacoalcos-Tehuantepec, a
través del paso de Chivela vy el Grijalva-Usumacita desemboquen en el Sistema
Lagunar Huave, y conecten poblaciones de peces dulceacuicolas entre las dos
vertientes de México (Smith & Bermingham, 2005, Hulsey & Lopez-Fernandez, 2011).
Existen evidencias de que en el centro de México hubo grandes conexiones fluviales
o lacustres con cuencas interiores durante el Pleistoceno por ejemplo entre el rio
Panuco y el Lerma que conectd poblaciones de goodeidos (Guzman, 2015), los cuales

son capaces de desplazarse cientos de kilometros hacia rios, lagos y corrientes. M.
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curema tiene la caracteristica de soportar el agua dulce y de desplazarse a grandes
distancias. Rodiles-Hernandez et al., (2005) reportan juveniles de M. curema a 700 km
costa adentro en el rio Lacantin, Chiapas el cual es perteneciente a la cuenca de los
rios Grijalva-Usumacinta. Es posible inferir que tanto en el pasado como en el presente
los individuos de Oaxaca mantiene el flujo genético con las localidades del Golfo de
México a través de la conexion de las subcuencas: RH29Ba del rio Coatzacoalcos,
RH29Bk del rio Oaxaca, RH30Ei del rio Suchiapa, RH30Eg del rio Cintapala, RH30Ef

del rio Encajonado y RH30EI del rio Santo Domingo (INEGI, 2017).

De las dos posibles explicaciones para comprender la similitud genética de los
individuos de Oaxaca con los del Golfo de México, la conexion pasada y actual entre
las subcuencas del GM y PM parece ser la mas adecuada debido a que en los analisis
meristicos y de microsatélites se obtuvieron resultados similares y a que en el presente
estd comprobado que el Istmo de Tehuantepec es una via indudable para el
movimiento de peces de agua dulce del Atlantico al Pacifico por medio de la conexion
de los rios Coatzacoalcos-Tehuantepec y Grijalva-Usumacinta los cuales son zonas
de grandes inundaciones y probablemente han sido la causa de la mezcla de las

comunidades acudticas evitandose de esta manera la diferenciacion de linajes.

Es importante mencionar que un analisis meristico de las localidades de estudio
elaborado por la Dra. Ana Laura Ibafiez Aguirre (Comm. Pers.) da robustez a los
resultados obtenidos para Oaxaca, debido a que la frecuencia de escamas de la linea
lateral de los individuos de Oaxaca es similiar también con los individuos del Golfo de

México (Fig. 8), a demas de los datos obtenidos con microsatélites por Pacheco-
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Almanzar (en preparacion) donde los individuos de Oaxaca son genéticamente

diferentes a los del PM.
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Fig. 8. Frecuencia de la serie lateral de escamas de localidades del GM y PM. Tomado

de Ibafnez (en preparacion).

Estos resultados meristicos, reflejan la necesidad de realizar estudios de morfometria
geométrica entre los individuos de las diferentes localidades estudiadas, que aunados
a los datos presentados en esta tesis, ayuden al entendimiento de la historia evolutiva

de esta especie.

X. CONCLUSIONES
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1). Los analisis de AMOVA, redes haplotipicas, distancias genéticas y relaciones
filogenéticas sugieren la presencia de dos haplogrupos, uno en GM, correspondiente
al linaje T2 considerado el verdadero linaje de Mugil curema, y la localidad de Oaxaca,
y otro en la vertiente del Pacifico (con excepcion de Oaxaca), que podrian representar
dos especies cripticas.

2). La presencia de Oaxaca dentro del linaje del GM puede deberse a una conexién
pasada o reciente por medio de la inundacion de subcuencas en el Istmo de
Tehuantepec 0 a que los individuos de esta localidad conservan polimorfismos
ancestrales del linaje basal del GM.

3). La separacion de estos dos haplogrupos, GM y PM data de hace 1.5 ma
coincidiendo con el cierre del Istmo de Panama.

4). El haplogrupo del PM muestra a su vez una subdivision en un grupo norte y un
grupo sur, con separacion hace 0.4 ma que podria ser resultado de una combinacion
de factores y cambios oceanogréficos del Pleistoceno posteriores al cierre del Istmo
de Panama.

5). De acuerdo con los resultados obtenidos la marcada diferenciaciéon y estructuracion
genética entre los linajes del Golfo de México y Pacifico mexicano, confirma la eficacia
del cddigo de barras de la vida (COI) para la identificacion de especies cripticas de

Mugil curema. En todos los andlisis realizados se observé robustez y consistencia.

6). Los tiempos de divergencia coinciden con los obtenidos para otros peces marinos

y dulceacuicolas para los cuales el cierre total del Istmo de Panama fue también el
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evento vicariante mas importante que separd las poblaciones de peces en dos

regiones: Océano Pacifico y Atlantico.

XI. PERSPECTIVAS

El reto para los préximos estudios moleculares de M. curema es corroborar la conexion
actual entre las poblaciones de Oaxaca y el Golfo de México, asi como la posible
presencia de mas linajes cripticos en el Pacifico mexicano y analizar los factores

causantes de esta divergencia genética. Asi, se requiere un mayor muestreo en toda
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la distribucion de la especie en el PM, diferentes marcadores mitocondriales y
nucleares con una alta tasa mutacional, analisis morfol6gicos y morfométricos que

corroboren estas hipotesis.

Debido a la variabilidad morfométrica, las diferentes temporadas de desove y los
resultados de microsatélites ya reportados, las poblaciones del GM de M. curema
estan formando diferentes grupos o linajes por lo que seria importante utilizar un
marcador mitocondrial con una mayor tasa de mutacion (e.g. region control) que

confirmen la presencia de un solo linaje o la formacién de mas grupos.

Por otro lado, seria importante tener una visibon mas amplia sobre el origen y
diversificacion de M. curema para lo cual seria necesario un muestreo mas amplio a lo
largo de toda su area de distribucion y la obtencion de los tiempos de divergencia para

todos los linajes reportados hasta el momento.

Debido a que M. curema es una especie de importancia comercial, resulta necesario
plantear unidades de conservacion genética (unidades evolutivamente significativas y
unidades de manejo) que permitan proponer un Plan de Accion de Conservacion de la

especie a escala regional o de pais.
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XIll.  ANEXO 1. Secuencias obtenidas del GenBank.

Accesos GenBank  Especimen/ Voucher Gen  Procedencia Referencia
JQ060560 371b COl Chiapas, México Durand, et al., 2012
JX185178 LBP6066 30105 COl Brasil Siccha-Ramirez et al., 2014
JQ060607 306 COl Belice Durand, et al., 2012
JQ060610 NMR-56496 col Uruguay Durand, et al., 2012
KR862861 Ex71B8 col Georgia Denys et al., 2015
FJ582646 Col Philippines, Manila Steinke et al., 2009
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JQO60586
JQO060589
JQ060594
JQO60588
JQO60596
JQ060599
JQ060597
JQO60598

BIOUG<CAN>:HLC-
10821

404
407
419
406
422
425
423
424

Col
Col
Col
Col
Col
Col
Col
Col

E.UA
Laguna Madre, México
Belice
La Paz, México
Chiapas, México
Chiapas, México
Chiapas, México

Chiapas, México

Durand, et al., 2012
Durand, et al., 2012
Durand, et al., 2012
Durand, et al., 2012
Durand, et al., 2012
Durand, et al., 2012
Durand, et al., 2012

Durand, et al., 2012

ANEXO 2. Protocolo de Extraccion con sales.

Lisis

Colocar la muestra de tejido o aleta en un tubo de 1.5 ml y dejar secar. Posteriormente agregar:

1. 410 pl de buffer de extraccion (Tris-Base-HCI, NaCl, EDTA y agua destilada)

2. 90 pl de SDS al 10%

3. 15 yl de Proteinasa K [10 ng/ml]
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Vortexear las muestras por cerca de un minuto e incubar por 2 0 3 horas a 55°C (puede quedar
toda la noche).
Precipitacion
Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min y conservar el sobrenadante. Agregar 200 pl de NaCl
5M y agitar hasta que homogenice. Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min y nuevamente
conservar el sobrenadante. Agregar 60 ul de Acetato de Sodio 3M y 650 pl de Isopropanol al

100%, frio e incubar a -20°C por dos horas (puede quedar toda la noche).

Lavado y resuspension

Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min y conservar el pellet. Agregar 200 pl de etanol al 80%
y mezclar por cerca de un minuto. Refrigerar por media hora.

Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos y conservar el pellet, secar a menos de 40°C por
al menos una hora. Por ultimo resuspender el pellet con 50 pl de agua destilada. Se puede
calentar unos minutos hasta que se disuelva el pellet y vortexear para mezclar. Conservar en

refrigeracion.

ANEXO 3. Protocolo de purificacién con Sephadex.

1. Armar la columna Centri-Sep y agregar 750 pl de Sephadex a
temperatura ambiente.

2. Esperar unos minutos en lo que se separan las fases.

3. Retirar la tapa inferior de la columna y pasar la columna a un tubo

colector y esperar a que el Sephadex solidifique.
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. Tirar el agua que dreno la columna y centrifugar a 2800 rpm durante 5
min.

. Pasar la columna a un tubo de 1.5 mL previamente etiquetado.

. Vaciar 20 pl de producto de PCR en la columna correspondiente (si no
se tiene 20 pl, agregar el faltante de agua ultrapura inyectable y mezclar
pipeteando) y centrifugar a 2800 rpm durante 5 min.

. Desechar los residuos de Sephadex de la columna y almacenar el

producto de PCR purificado a -20° C.
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ANEXO 4. Sitios variables en los haplotipos del gen COI.

Gen= COl, Codon de inicio=1, Nsec= 17; Nsitios= 626; Sitios Idénticos= . Datos perdidos=? Indel= -
Total de sitios conservados: 537
Total de sitios variables: 72

HL TAAGCCTACTTATCCGGGCCGAACTAAGCCAACCTGGCGCTCTCTTAGGAGACGATCAGATCTACAATGTAATCGTT A (80

H [80]
H3 o . . ... W ... [80]
HE [80]
H5 [80]
HE o o [80]
HT [80]
HB o [80]
HO [80]
HIO . o o o o [80]
HIL. o o o [80]
HIZ . oo [80]
HIB . o o o [80]
H14 T o T €. . ... C.ov [80]
H15 T o T [ e. . ... Coo [80]
H16 T o T [ e. . ... Coo [80]
HIT. o T, 77 [ €. . ... C.oo [80]
HL CGGCCCACGCTTTCGTAATGATTTTCTTTATAGTGATGCCAATCATAATCGGGGGCTTCGGAAACTGATTAGTCCCCT [160]
H2 [160]
H3 o [160]
HE [160]
- 0 RN AR [160]
HE o o [160]
T Z [160]
HB o o [160]
HO [160]
HIO . o o o [160]
X S R [160]
HIZ . oo s, [160]
HIB . o o o [160]
H4. . .. ... T AL T o g ... N .. . [160]
HIS. . . . . . . T AL T o g ... N .. . [160]
HI6. . . . . . . T AL T o C. T [160]
HI7. . ... T AL T o C. T [160]
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HL TGATGATTGGAGCACCCGACATAGCATTCCCTCGAATAAACAACATAAGCTTCTGACTTCTACCTCCCTCATTCCTT C [240]

H o [240]
kB....... .. .... . H.. . ... %.. ......B. B.. ... .......... 8. ®... .. ... [240]
HE o [240]
HS o o e, [240]
HE . o [240]
w....... .. .... . H... . ... ®%.. ......B BB.. ... .......... B 8.. .. ... [240]
....... . .... . H... . ... H%..  ......B BB.. ... .......... 8. B8.. .. ... [240]
HO L [240]
HIO . . o [240]
HIL. o o e e [240]
HIZ. .o [240]
HIS . o [240]
H14 T c C.v v il w. . e ... ... .. o . ..... ... [240]
H15 7 . Cov v vl w. .o ...... .. .. ... .. < T [240]
HI6. . . . . .. c o .. N . ... . . & ... ... w. . e ... ... .. o M ..... . ... [240]
HI7. . . . ... c o .. 8N .. ....... 8B ... .. ... .. w. . ... ... g N .... ... [240]

H2 oo a8 . ... . ................. ... ...... .. [320]
H3 oo | . ... . ................. ... ... .. ... [320]
HE . @ . ... .................R. ... & ... ..... [320]
HS o oo a8 . ... . ................. ... ...... .. [320]
HE o o e | . ... . ... ... ........... R ... ...... .. [320]
HT [320]
HB . o o e. ..... ................. 8. ... K. ... ..... [320]
HO . o a8 . ... . ................. ... ...... .. [320]
HIO. . o o | . ... . ... ........... ... . ...... .. [320]
H11 e N | . ... . ................. ... ... ... .. [320]
HIZ. oo e. ..... ................. ... 8. ... ..... [320]
HI3. oo a8 . ... . ... ........... ... ...... .. [320]
H14 Ao C. - [320]
H15 Ao C. " [320]
H16 G. . B ... 0, C. T [320]
H17 8 .8 ... 8 .. ... C. T [320]
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HL CTCACGCTGGGGCATCTGTTGACCTCACCATCTTCTCCCTACACCTAGCAGGTGTTTCTTCAATTCTAGGGGCTATT A [400]

H2 o e, [400]
H o [400]
HE L & ... ... ... ... [400]
HS oo e ... ... [400]
HE . e s, [400]
T [ A IR [N [ A [400]
T P P [400]
TR O O LRI T [400]
HIO . o o o s, [400]
U O O N O P [400]
HIZ . o s, [400]
HI3. L o o e, [400]
HI4. C. . . . . o. ... M ... . R T I C [400]
HI5. C. o o oo o ... .M .. ... B T.G. . oo [400]
HIG . C . oo oo o w. e ... . ... . [400]
HIT. Cooo o W& ... ... . . [400]

HE L s, [480]
H3 L s, [480]
HE L, [480]
HS oo e s, [480]
HE © o o e e s, [480]
HT s, [480]
HB . o s, [480]
HO o o o s, [480]
HIO. o o s, [480]
HIL. o oo e e, [480]
HIZ. o o [480]
HI3. o o A .......... . ............ k...~ [480]
H14 u . ... ... ... ...k G & . ... C. [480]
H15 u. ... ... R G & .. .. C. [480]
H16 u . ... . ... ... ... K. G & .... B [480]
H17 | R G d ... 1 [480]
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HL TAATTACTGCCGTTCTCCTTCTCTTATCTCTCCCAGTCCTAGCCGCTGGCATCACTATGCTCCTAACAGACCGAAATT [560]

H2 o o [560]
O R [560]
HA o s [560]
S DO e U 0 R [560]
H6 N ... ... R [560]
HT [560]
HB o o [560]
HO o o [560]
HIO . o o o [560]
HIL. o o o e e [560]
HIZ . o e [560]
HIZ . o e e [560]
H14 C.ov v vi i a0 @ N . ... TT. . T [560]
H15 C......... 88 @ N . ... TT. . T [560]
H16 g .. ... ... B - N . TT. . T [560]
H17 g .. ..... . B - .. TT. . T [560]

. ...........................'R...B..... ....................4 B2 1B [626]
B................&................B..... ....................4 .21 & [626]
M................0.............. ... B. ... ....................4 B2 B [626]
T S U S SR [626]
HE o e [626]
HT TC..T.6 . [626]
HB o s, G . [626]
HO o e, G. [626]
H10 q4 .. NH.... . ....................} 4 . BB R [626]
HIL. o e e e e e [626]
HIZ. oo a8 .. ....................4 . B R B [626]
HIB . o o e [626]
H14 .u............ R ... ... .....................} 4 1K B [626]
H15 u............ R ... ..%......................} 4 B B [626]
H16 ... .......... R ... .. .....................} & "1 B [626]
H17 N ... ... ... B .. .. a ... 8. .....................'IR A1 1 [626]
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m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA ; No. 00161
Matricula: 2153803995

IDENTIFICACION MOLECULAR DE

ESPECIES CRIPTICAS DE Mugil En la Ciudad de México, se presentaron a las 16:00 horas
curema (Pisces: Mugilidae) del dia 29 del mes de noviembre del afio 2017 en la Unidad
EN LAS COSTAS DE MEXICO. Iztapalapa de 1la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DR. LUIS MANUEL GUEVARA CHUMACERO
DRA. JHOANA DIAZ LARREA

MTRO. HECTOR ESPINOSA PEREZ

DRA. ALEJANDRA SERRATO DIAZ

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOLOGIA

DE: CONCEPCION LIZETTE AVILA HERRERA

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad

Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:
LV AR v ﬂ
; 2 X REeL L0 &
VISO
Acto continuo, el presidente del jurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
LIC. JULIO AR RA ISASSI
DIRECTOR DE ST S BESCOLARES
\ J J
DIRECTORA DE LA DIVISION DE CBS PRESIDENTE
RA. MARGARITA ELIZABETH GALLEG®S DR. LUIS MANUEL GUEVARA CHUMACERO
MARTINEZ
VOCAL VOCAL SECRETARIA
Qdgamncha
DRA. JHOANA DIAZ LARREA MTRO. HECTOR ESPINOSA PEREZ DRA. ALEJANDRA SERRATO DIAZ
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