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Resumen

En este estudio se presenta el primer analisis filogeografico de Mugil cephalus en
México con el objetivo de identificar los procesos o eventos historicos que han influido
en su distribucion en costas mexicanas. Se secuenciaron 635 pb del gen mitocondrial
citocromo oxidasa | (COI) de 97 individuos de 10 localidades del Golfo de México y 30
individuos de 3 localidades del Pacifico Mexicano y 680 pb de la region control (RC)
de 97 individuos del Golfo de México. Se evaluo la estructura y diversidad genética,
ademas de la demografia historica de las poblaciones, mediante analisis
complementarios. Los andlisis varianza molecular (AMOVA), distancias genéticas,
redes de haplotipos, prueba de Mantel y relaciones filogenéticas coinciden en la
presencia de dos haplogrupos: Golfo de México y Pacifico Mexicano separados por
una distancia genética de 4.8%, ambos grupos divergieron hace 1.5 m. a. La
separacién de estos dos haplogrupos podria deberse a la formacion del Istmo de
Panama y las glaciaciones durante el Pleistoceno. No se encontré evidencia de
estructuraciéon dentro de los haplogrupos. Se encontraron altos niveles de diversidad
genética; a nivel poblacional los valores mas altos con COI (h=0.85714, = 0.00405)
y RC (h=1, m=0.01791) pertenecen a la localidad de Corpus Christi. Estos altos niveles
de diversidad son generados por el alto flujo génico provocado por las corrientes
ocednicas y podrian ser los principales factores que determinaron la dispersion y

expansién de la especie.
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Abstract

This study presents the first analysis Phylogeographic of Mugil cephalus in Mexico with
the aim of identifying the processes or historical events that have influenced their
distribution in Mexican coasts. 635 bp of the mitochondrial cytochrome oxidase | (COI)
gene was sequenced from 97 individuals from 10 localities in the Gulf of Mexico and
30 individuals from 3 locations in the Mexican Pacific and 680 bp from the control region
(RC) of 97 individuals from the Gulf of Mexico. The structure and genetic diversity, as
well the historical demography of the populations, through complementary analysis
were evaluated. Analysis of molecular variance (AMOVA) analyses, genetic distances,
networks of haplotypes, Mantel test and phylogenetic relationships coincide in the
presence of two haplogroups: Gulf of Mexico and Mexican Pacific, separated by a
genetic distance of 4.8%, both groups diverged makes 1.5 my. The separation of these
two groups could be due to the formation of the Isthmus of Panama and the glaciation
during the Pleistocene. Within each haplogroup it was not found evidence of
structuring. There were high levels of genetic diversity; the highest values with COI (h
= 0.85714, T = 0.00405) and RC (h = 1, m = 0.01791) belong to the same locality
(Corpus Christi), these high levels of diversity are generated by the high gene flow
caused by ocean currents and could be the main factor that determined the dispersal

and expansion of the species.
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1. Introduccién
La filogeografia estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucién
geografica de los linajes genealdgicos. Algunos de los enfoques mas estudiados son
la taxonomia y la conservacion. En la taxonomia, basicamente se hace uso de la
filogeografia para el reconocimiento y establecimiento de limites entre especies y, por
otro lado, en la conservacion, sobre todo en la definicion de unidades de conservacion
y manejo (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009). Aunque, una de las
aplicaciones mas amplias de los estudios filogeograficos, ha sido el poder determinar
el grado de estructuracion poblacional de las especies a lo largo de su area de
distribucion, asi como descifrar cuales han sido los procesos que han determinado
dicha distribucién. Algunos de los procesos mas relevantes que han influido en los
patrones filogeograficos de organismos que habitan los océanos, son los eventos

climaticos y geologicos.

Particularmente, en la mayoria de los estudios filogeograficos en peces, se han
encontrado diferencias notables entre peces dulceacuicolas y marinos, con estructura
pronunciada los primeros, en areas pequefias, hasta con distribuciones vastas y
diferentes niveles de estructuracion los segundos (Vazquez, 2007). Especificamente,
con Mugil cephalus, especie de amplia distribucion y de importancia comercial a nivel
mundial, se han realizado investigaciones sobre todo en Asia encontrado diferentes
patrones filogeograficos asociados a las migraciones de la especie, corrientes
superficiales y periodos de aislamiento durante los ciclos glaciares e interglaciares, asi

como barreras geograficas (Ke et al., 2009; Liu et al., 2009; Shen et al., 2011).
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En México, hasta ahora no se habian realizado investigaciones de este tipo con Mugil
cephalus, por lo que los datos obtenidos indudablemente serviran para implementar
futuros planes de manejo, ya que actualmente solo se tiene un Plan de Manejo

Pesquero de la lisa en las costas de Tamaulipas y Veracruz (INAPESCA, 2014).

2. Marco Teoérico

2.1 Filogeografia

La filogeografia es un area de estudio involucrada con los principios y procesos que
gobiernan la distribucion geogréfica de linajes genealdgicos, en particular a nivel
intraespecifico (Avise, 1998). La filogeografia enfatiza aspectos histéricos de la
distribucion espacial actual de linajes de genes utilizando informacion temporal
(histérica) que ha sido posible obtener a partir del uso y analisis de la informacion
contenida en las moléculas de ADN. Trata de interpretar la extension y el modo en que
los procesos demogréficos histéricos han dejado marcas evolutivas en la distribucion
geografica actual de caracteres basados genéticamente (Avise, 2000). Avise et al.,
(1987) observaron que los factores biogeograficos histéricos, los factores ecolégicos y
la conducta de los organismos han jugado un papel fundamental al moldear la
estructura genética de varias especies y a la sintesis de esos factores le llamaron
patrones filogeograficos, los cuales han sido agrupados en cinco categorias: I, II, I,

IV, V (Avise, 2000; Tabla 1).
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Tabla 1. Categorias de los patrones filogeogréaficos de acuerdo con Avise (2000).

Patrones filogeogréficos

Categoria | Descripcion

I Arboles genéticos con divergencia antigua (linajes alopatricos), con
haplogrupos restringidos a un area geografica determinada, separados
por distancias genéticas relativamente grandes.

Il Arbol génico con bifurcaciones profundas en algunas de sus ramas,
cuyos linajes principales son simpatricos a lo largo de una amplia area
geografica. Posible zona de contacto secundario y mezcla de linajes que
divergieron histéricamente en alopatria.

1] Arbol genético con divergencia reciente de linajes alopatricos. La
mayoria de los haplotipos estdn cercanamente relacionados y estan
localizados geograficamente cada uno por separado.

\Y Genealogia poco profunda, pero con linajes simpatricos, este patron
corresponde a especies con altos niveles de flujo génico y tamafios
efectivos poblacionales moderados o pequefios, cuyas poblaciones no
han sido divididas por barreras filogeogréficas de largo plazo.

Vv Genealogias superficiales en las que existen linajes comunes
ampliamente distribuidos junto con linajes cercanamente relacionados
gue son exclusivos de localidades cercanas. Se asocia a niveles bajos
a moderados de flujo génico contemporaneo entre poblaciones que
habrian sufrido una expansion geografica relativamente reciente.

2.1.1 ADN mitocondrial en filogeografia

Parte de la historia del surgimiento de la filogeografia est4 entrelazada con el
desarrollo de técnicas moleculares, y el conocimiento de la molécula de ADN
mitocondrial (ADNmt) a mediados de la década de los afios 70. Entre las
caracteristicas moleculares que hacen especial al ADN mitocondrial animal, estan el
gue es una molécula circular covalentemente cerrada, de tamafio relativamente
pequeio (ca. 16-20 kb), conformada por un total de 37 genes (13 ARN mensajeros, 2

ARN ribosomales y 22 ARN de transferencia), ademas de una region conocida, en
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vertebrados y equinodermos, como region control (ca. 1 kb) o D-loop (fragmento mas
pequefio dentro de la region control misma), que controla la replicacion y transcripcion
en la molécula y tiene una tasa excepcionalmente alta de sustitucion y de polimorfismo
en muchos taxones (Brown, 1985; Wainscoat, 1987; Lunt et al., 1998), posiblemente

debido a que no codifica para proteinas.

Las propiedades mas importantes del ADNmt en términos filogeograficos son su alta
tasa evolutiva a nivel de secuencias de nucleétidos, su casi nula recombinacion, gran
variacion intraespecifica, y su herencia estrictamente materna. Las variantes o
haplotipos del ADNmt registran la historia matrilineal de eventos mutacionales, y
pueden conectarse filogenéticamente en un filograma, el cual puede a su vez
sobreponerse a la distribucion geografica del grupo de estudio, a fin de interpretar los
procesos evolutivos responsables de la distribucion actual de la especie o grupo de

especies (Avise, 2000).

2.2 Marcadores moleculares

Un marcador es una entidad genética que manifiesta polimorfismo y se hereda de
manera mendeliana. Con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular
aparecieron los marcadores genéticos moleculares basados en ADN que sirven de
referencia para detectar la transmision de un segmento de cromosoma de una

generacion a otra (Futuyma, 1997; Tiessen, 2012).

Los estudios de polimorfismos del ADN permiten inferir el nivel de variabilidad genética

en un contexto espacial, el grado de flujo génico entre diferentes poblaciones locales,
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y los grados de parentesco entre grupos de organismos (Hartl y Clark, 1997; Avise

2000, 2004).

2.2.1 Citocromo Oxidasa | (COIl)

Herbert et al., (2003), propusieron que una sola secuencia génica seria suficiente para
diferenciar todos, o al menos la gran mayoria de las especies animales. Por ello,
propusieron el uso del gen de Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) del ADN
mitocondrial como sistema mundial de bio-identificacion para los animales, los autores
mencionan que las diferencias entre secuencias y su alta diversidad son suficientes
para poder asignar de manera confiable a los organismos en categorias taxonomicas
inferiores y superiores. Actualmente, ha sido utilizado para discriminar especies e

inferir las relaciones filogenéticas en peces y otros organismos (Ward et al., 2005).

2.2.2 Region Control (RC)

El genoma mitocondrial incluye una regién no codificadora conocida como Region
Control o D-Loop, que sirve como el origen de replicacion para el genoma mitocondrial.
Es la region con mayor tasa evolutiva y el mayor nivel de variacién y es usado como
un marcador Util para el estudio de la estructura genética de especies recientemente
divergentes, poblaciones o especies cercanamente relacionadas (Avise, 1994; Parker
et al., 1998). Ademas, es un marcador genético ampliamente usado para inferir la

historia filogeogréafica de especies (Brown et al., 1993; Avise, 2000).

2.3 Factores que pueden moldear la estructura poblacional de Mugil cephalus
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La distribucién de las especies no es azarosa, sigue patrones que responden a
diferentes factores actuales o pasados, tales como movimientos tectonicos. Se sabe
gue durante el pasado geologico, los movimientos de placas fueron responsables de
muchos cambios climaticos, a medida que los continentes se desplazaban unos en
relacion con otros y se dirigian a posiciones latitudinales diferentes. También debieron
ocurrir cambios en la circulacion oceénica, que alteraron el transporte del calor y la
humedad, y, por consiguiente, también el clima, esto ha sido reportado por ejemplo,
en el pez aguja (Syngnathus typhle), una de las especies de peces costeros europeos
mas extendidos, utilizando microsatelites y la region control mitocondrial analizaron la
influencia de la glaciacion del Pleistoceno y la reduccién de los niveles del mar en su
filogeografia, detectando una fuerte sefial de recolonizacion postglacial en los
extremos norte y este de la distribucion de la especie, mientras que las poblaciones
del sur parecen haber sido relativamente poco afectadas por el dltimo ciclo glacial.

(Hubbs, 1948; Chenoweth, et al., 2002; Clark et al., 2009; Wilson y Eigenmann, 2010).

2.3.1 Historia geolégica de México

Hace unos 60 m.a., en el pasado geologico de las placas en México, existia entre la
placa del Pacifico y la de Norteamérica, una placa llamada Farallon que ocupaba gran
parte del oeste de la placa Norteamericana y era consumida por una trinchera que
existia a todo lo largo de la costa de Norteamérica; hasta que comenzé a desaparecer
la placa Farallén, entraron en contacto las placas Pacifica y Norteamérica siendo el
origen de diversos accidentes como la falla de San Andrés. La placa de Norteamérica,

en su migracion hacia el occidente, asimilé progresivamente, a las oceanicas Farallon
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y Kula (ubicada originalmente al Norte de donde hoy esta la placa Juan de Fuca),
generandose asi el Arco Volcanico Marginal en el borde occidental de México y del
noroeste de Sudamérica. La Placa Juan de Fuca, la Placa de Cocos y la Placa de
Nazca son los restos que aun quedan de la antigua Placa de Farallon. En una etapa
tectonica posterior, la porcidon sur de la actual Peninsula de Baja California se separ6
del resto del continente y las aguas oceanicas del Pacifico inundaron esa porcion; el
rompimiento y el desplazamiento de la peninsula se debieron al movimiento de la Placa
de Norteamérica hacia el occidente que asimil6é a la del Pacifico oriental. Una vez en

el interior, los esfuerzos distensivos formaron el Golfo de California (SGM, 2014).

Por otro lado, durante los desplazamientos de las placas Pacifico hacia el noroeste,
Norteamérica hacia el occidente, Cocos hacia el noreste y Caribe hacia el oriente, la
porcién media de México se convirti6 en una zona de debilidad cortical facilitandose
asi la formacion desde el Océano Pacifico hasta el Golfo de México del Cinturdn
Volcénico Transmexicano (CVT) o Eje Neovolcanico (fusién de la corteza oceanica de
la Placa de Cocos). EI movimiento simultaneo de las cuatro placas tectonicas a las que
se debe la configuracién actual de México son: La Norteamérica con desplazamiento
hacia el suroccidente; la del Pacifico oriental hacia el noroccidente; la de Cocos hacia

el nororiente y la del Caribe hacia el oriente franco (SGM, 2014).

La informacién anterior resulta importante dado que dichos movimientos de placas
pudieran actuar como barreras al flujo genético de las poblaciones de Mugil cephalus
0 en el caso contrario, encontrar homogeneidad genética que pudiera ser explicada

por la evolucion geologica de México.
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2.3.2 Formacion del Istmo de Tehuantepec e Istmo de Panaméa

Otro proceso tectonico importante es la formacion del Istmo de Tehuantepec hace 6
m.a. (Manea y Manea, 2005), su formacién y evoluciéon estan estrechamente
relacionadas con la evolucion tectonica del Golfo de México y del margen Pacifico

(Velasquillo, 1994).

Ademas, la formacioén del Istmo de Panama4, resultado del movimiento de las distintas
placas tectonicas, movio la base ignea del Istmo a su actual posiciébn mientras que el
vulcanismo, provocado por la subduccion de las placas del Pacifico, agregdé material
al arco insular que es el eje principal del Istmo (Coates y Obando 1996; O’Dea et al.,
2007). El Istmo de Panama permitio la unién entre América del Norte, Centro y Ameérica
del Sur, sin embargo, dicho proceso evitd la conexion entre el Pacifico oriental y el
Atlantico occidental. Este cierre de comunicacion entre Pacifico-Atlantico ha sido
estimado por diversos autores, como Emiliani et al., (1972) quienes calculan que la
conexion oceanica fue eliminada aproximadamente hace 6 m.a. En contraste, Haug y
Tiedemann (1998) sugieren que el cierre fue hace 4.6 ma. Sin embargo, los datos mas
aceptados son las estimaciones basadas en foraminiferos, proporciones de isétopos y
fosiles de moluscos que datan este evento entre 2.7 y 3.5 ma. (Keigwin, 1982; Coates
et al., 1992; Coates y Obando, 1996). Este hecho afecté cada una de las cuencas
cambiando rasgos batimétricos, topograficos, caracteristicas fisicas y quimicas y la

circulacion oceanica.
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La historia geoldgica tanto de México como del continente americano resulta
importante dado que los movimientos o procesos histéricos pueden influir en los

patrones filogeograficos provocando eventos de migracion y/o vicarianza.

2.3.3 Glaciaciones pleistocénicas

Los ciclos de avances glaciales pleistocénicos constituyen uno de los procesos
geoldgicos y climéaticos mas radicales que han afectado la distribucién y diversidad de
la biota actual. La principal consecuencia que experimentan las especies expuestas al
cambio climético abrupto es el cambio en su distribucién geogréafica siguiendo, o
persistiendo, en hébitats favorables durante la glaciacion y la posterior recolonizacién

de areas expuestas por el retroceso glacial (Rodriguez-Serrano, 2011).

Se estima que durante el Pleistoceno estuvieron presentes varios periodos glaciares
caracterizados por grandes acumulaciones de hielo en los polos, que hacian
descender el nivel del mar en las costas no afectadas por estos glaciares, seguidos
por periodos interglaciares o de deshielo, en los que aumentaba el nivel del mar en las
mismas zonas litorales. Lankford (1977) menciona tres eventos que tienen relacion
con las lagunas costeras modernas. El primero fue la estabilizacion de la linea de costa
durante la etapa interglaciar Sangamon, hace aproximadamente 120,000 afios antes
del presente (a.p.), elevandose entre los 5 y 8 m sobre el nivel del mar actual. El
segundo evento fue hace 18,000 afios a.p. y esta asociado con el maximo de la etapa
de glaciacion Wisconsin, cuando el nivel del mar descendié aproximadamente 130 m
bajo el nivel actual. El tercer evento esta referido a la estabilizacion de la linea de costa

cuando el nivel marino redujo considerablemente su velocidad de ascenso, hace
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aproximadamente 5,000 afios a.p. Durante este lapso se origind sedimentacion
progradante (los sedimentos se acumularon en la cuenca) y formacion de barreras

arenosas (Curray et al., 1969) formando asi las lagunas costeras de barrera.

Ademas de las oscilaciones del nivel del mar durante el Pleistoceno, hubo cambios en
la temperatura del agua que disminuia drasticamente, alteraciones en la salinidad y la
concentracion de nutrientes. Todos estos procesos también pueden afectar la

diversidad genética de las especies, asi como expandir o contraer el rango geografico.

2.3.4 Paleocorrientes

Los modelos de las corrientes oceanicas globales muestran que la mayoria de las
aguas superficiales que fluian a través de una via maritima centroamericana abierta,
lo harian desde el Pacifico tropical oriental hacia el Caribe y Golfo de México

(Schneider y Schmittner, 2006).

Existe evidencia de que los patrones globales de circulacién de aguas oceanicas se
alteraron debido a la formacién del Istmo, y estos cambios pudieron haber dado inicio
a la glaciacion del hemisferio norte (Cronin y Dowsett, 1996), creando las condiciones

gue han dominado el clima global durante los ultimos 2 m.a.

Tomar en cuenta las corrientes oceanicas en el presente estudio es relevante ya que
las corrientes pueden promover el flujo génico o actuar como barreras fisicas,
provocando eventos vicariantes como ha ocurrido con Mugil cephalus en costas de

China (Shen et al., 2011).
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2.4 Biologia de Mugil cephalus

2.4.1 Familia Mugilidae

Los Mugilidos son peces que se encuentran en ambientes marinos costeros,
estuarinos y de agua dulce en las regiones tropicales, subtropicales y templadas de
todos los continentes (Thomson, 1997; Harrison, 2003; Nelson, 2006). Las diferencias
meristicas y de morfologia externa han sido con frecuencia el principal medio para
establecer la diferenciacion taxonomica entre géneros de la Familia Mugilidae. Sin
embargo, las diferencias interespecificas a menudo no son claramente diferentes de
las intraespecificas, dando lugar a numerosos problemas de nomenclatura vy
taxonomia. De acuerdo con Eschmeyer y Fong (2015) la familia Mugilidae comprende
un total de 25 géneros y 74 especies validas, 16 de las cuales pertenecen al género
Mugil.

Dos especies presentan la mayor divergencia genética a nivel intrafamiliar: M. curema
y M. cephalus (Caldara et al., 1996). Estas dos especies son consideradas como un
complejo de especies por Durand et al., (2012) y como especies cripticas por Durand
y Borsa, (2015) y Durand et al., (2016).

2.4.2 Distribucién de Mugil cephalus

La lisa rayada como se le conoce a Mugil cephalus (Linnaeus 1758) se distribuye
ampliamente en aguas costeras, lagunas y estuarios entre 42°N y 42°S. Su distribucion
en el Pacifico oriental abarca desde el sur de California hasta Chile e Islas Galapagos
(Harrison, 1995) y en el Atlantico occidental desde Nueva Escocia hasta Argentina,

incluyendo el Golfo de México (Harrison, 2002). Sin embargo, de acuerdo con
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Menezes et al., (2010), M. cephalus ha sido confundida con M. liza en la zona costera
de Sudameérica por lo que la distribucion de la lisa rayada se restringe al Caribe en la
costa oriental de América. En el Atlantico oriental habita desde Francia hasta Sudafrica
incluyendo el Mar Mediterraneo y el Mar Negro (De Silva y Silva, 1979).

2.4.3 Morfologia

Las caracteristicas morfolégicas que identifican a Mugil cephalus son: cuerpo
cilindrico, robusto, cabeza ancha, parpado adiposo bien desarrollado, cubriendo la
mayor parte de la pupila; labio superior delgado, sin papilas, dientes labiales de la
mandibula superior pequefios, rectos y densos, normalmente en varias lineas. Dos
aletas dorsales; la primera con cuatro espinas y la segunda con 8-9 rayos suaves; aleta
anal con 8 rayos suaves; aletas pectorales con 16-19 rayos; 2 sacos piléricos.
Escamas en series laterales 36-45. Color del dorso: azul/verdoso, flancos y abdomen
palido o plateado; escamas en el dorso y flancos alineadas para formar rayas
longitudinales; mancha axilar pectoral oscura (FAO, 2009; Harrison, 2002). Estas
caracteristicas la distinguen de su especie hermana mas cercana que
morfologicamente se caracteriza por presentar 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 circumpeduncular, costados de color plateado uniforme, con una
mancha dorada sobre el opérculo y otra, negra y pequefa, en la base de la aleta

pectoral (Harrison, 2002).
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Figura 1. Ejemplar de Mugil cephalus (tomado de www.uniprot.org).

2.4.4 Ecologiay reproduccién

Son peces eurihalinos que pueden tolerar una amplia gama de salinidades,
permanecen la mayor parte de sus vidas en aguas salobres de salinidad variable, pero
pasan un periodo corto en aguas marinas con fines reproductivos, el cual involucra la
liberacibn de los gametos en el agua (Gonzélez-Castro y Minos, 2016), su
productividad es mayor en los estuarios que mar adentro, es decir, buscan el mejor
ambiente para sobrevivir, crecer y reproducirse (Ibafez et al., 2012).

En el Golfo de México, la migracion reproductiva es sincronica estimulada por los
frentes frios de la temporada de Nortes que se efectlan entre septiembre y enero
(extendiéndose en ocasiones hasta abril), y se presenta de manera simultanea en toda
el area por efecto de factores ambientales (Ibafiez y Gutiérrez-Benitez, 2004; Ibafiez
y Colin, 2014). Para el Pacifico Mexicano, en las costas de Sinaloa el periodo

reproductivo se extiende de octubre a febrero donde de diciembre a enero es mas
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intensa la frecuencia de desove (Briones-Avila, 1998). Gil-Lopez et al., (2006)
mencionan que la madurez y la reproduccion de la lisa cabezona abarcan de
noviembre a enero en el Sistema Lagunar Huave, Oaxaca. El indice gonadosomatico
y las variaciones del factor de condicion indican que el periodo reproductivo de la lisa
en los sistemas lagunares Huave, Oaxaca y Mar Muerto, Chiapas abarca los meses
de noviembre, diciembre y enero y que después del periodo reproductivo hay
incremento de organismos desovados, inmaduros y en proceso de maduracion (Gil-
Lépez et al., 2006; Ramos-Santiago et al., 2010). En la Laguna de Cuyutlan en Colima,
el indice gonadosomatico muestra sus valores maximos en noviembre, diciembre y
enero y un segundo periodo muy pequefio ocurre durante septiembre y octubre

(Espino-Barr et al., 2016).

Los huevos y las larvas forman parte del plancton en mar abierto durante los primeros
dos o tres meses de vida y posteriormente migran a cuerpos de agua protegidos (Diaz-
Pardo y Hernandez-Vazquez, 1980; Collins, 1985; Ditty y Shaw, 1996; Gomez-Ortiz,
2002). Las larvas se dispersan en el océano a través de una interaccion entre procesos
fisicos y biolégicos, como corrientes oceanicas, corrientes de viento, natacion

horizontal y tasas de crecimiento (Cowen y Sponaugle, 2009).

2.4.5 Importancia ecologicay econOmica

Mugil cephalus constituye un recurso pesquero de importancia en los sistemas
costeros mexicanos; por sus habitos alimenticios de tipo detritivoro, es una especie

que bioacumula una gran cantidad de metales pesados (Amalacher, 1961). La lisa
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rayada tiene gran importancia comercial debido al consumo de su carne y de su
gonada femenina; éstas son comercializadas en el mercado a nivel nacional e
internacional, principalmente son consumidas en varios paises asiaticos (FAO, 2016).
En México, la pesca de lisa rayada se encuentra posicionada en el lugar niumero 22
de la produccion pesquera nacional, mientras que por su valor monetario se encuentra

en el lugar numero 31 (SAGARPA, 2011).

3. Antecedentes

El Unico trabajo de M. cephalus, con un enfoque microevolutivo realizado en aguas
mexicanas es el de Colin (2014), quien utiliz6 microsatélites para analizar la diversidad
genética entre poblaciones del Golfo de México y del Pacifico Mexicano. Los
resultados indicaron que el Golfo de México presenta un alto grado de polimorfismo y
una alta variabilidad genética, presenta alelos exclusivos en muchas de las localidades
y no hay aislamiento por distancia. Los andlisis mostraron un alto grado de flujo génico
entre las localidades. En el Pacifico las localidades de Mazatlan y Cuyutlan se
encuentran en Equilibrio de Hardy-Weinberg y el andlisis de estructura genética
establece que no hay diferencias entre éstas, existiendo un alto grado de intercambio
genético. Las localidades del Pacifico Mexicano presentan una alta riqueza alélica. El
analisis de estructura y la prueba de Mantel separan claramente ambos litorales,
indicando la presencia de dos grupos definidos; la comparacion entre ambos litorales
revela que la riqgueza alélica es mas baja para el Pacifico Mexicano que para el Golfo

de México.
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Por otro lado, Rocha-Olivares et al., (2005) utilizaron la region control del ADN
mitocondrial para analizar cuatro localidades del norte del Golfo de México, una
localidad del Atlantico y una de Hawaii. Los resultados indicaron estructuracion
genética entre las poblaciones del norte del Golfo y el Atlantico con respecto a la del
Pacifico debido a un aislamiento por distancia y una ausencia de estructura entre el
norte del Golfo de México y el Atlantico. La distancia genética obtenida separa al
Pacifico y al Atlantico por un intervalo de 25-45 %.

Existen otros estudios moleculares sobre M. cephalus realizados con marcadores
nucleares y mitocondriales fuera de México, como es el caso de Crosetti et al., (1994)
gue con base en ADN mitocondrial encontraron que poblaciones morfolégicamente
muy similares de M. cephalus del Mediterraneo, EUA, Hawaii, Galapagos, Mauritania,
sur de Africa y Taiwan, estan estructuradas genéticamente en 7 grupos de acuerdo
con su distribucién geografica. Asimismo, Rossi et al., (1998) basados en el analisis
de aloenzimas en poblaciones de M. cephalus de Florida, el este y oeste de lItalia,
Egipto, Mauritania, el este y oeste de Australia, sur de Africa, Hawaii y Galapagos,
encontraron que las poblaciones presentan una marcada estructuracion poblacional
principalmente en zonas del este y oeste de Italia y Australia, donde se presentan mas
de dos linajes bien diferenciados.

Livi et al., (2011) con base en citocromo b, analizaron 14 sitios geogréaficos a escala
global, las localidades muestreadas fueron en Hawaii, Estados Unidos, Islas
Galapagos, Ecuador, Mauritania, Italia, Rusia, Sudafrica, Australia, China y Japon,
encontrando la diferenciacion de 4 linajes principales 1) Este de Australia 2) Oeste del

Océano Atlantico y Mar Mediterraneo 3) Hawaii, Oeste de Australia, Mauritania y Oeste
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del Océano Indico y 4) Islas Galapagos, China y Japon. Shen et al., (2011) empleando
secuencias del gen mitocondrial COI evaluaron muestras de tres localidades: Las
costas de Keelung, Kaohsiung y el estuario de Kaoping en el noreste del Pacifico,
encontrando tres linajes presentes asociados a la ausencia de flujo genético por efecto
de las corrientes oceanicas. Por otra parte, Sun et al., (2012) estudiaron poblaciones
en China y con base en el gen mitocondrial COI encontraron dos linajes, uno al este
de China y en Bohai Sea y el otro al sur y en Yellow Sea, ademas, detectaron un
reciente cuello de botella para esta ultima, asociado a que la especie ha tenido
periodos con tamafio poblacional efectivo bajo. Jamandre et al., (2009) con base en la
region control mitocondrial encontraron la presencia de dos linajes diferenciados en
China, uno al este y otro al sur, asociado al efecto de las corrientes sobre el flujo génico
entre poblaciones. Durand et al., (2013) analizaron la estructura genética e historia
evolutiva de poblaciones del M. cephalus del Mar Mediterraneo, incluyendo 18 sitios
en la zona adyacente del Atlantico nororiental y el Mar Negro utilizando un gen
mitocondrial (citocromo b) y 7 loci nucleares, los resultados indicaron la presencia de

un solo clado sobre toda el area geogréfica.
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4. Justificacion

Este es el primer trabajo con un enfoque filogeogréfico con el que se pretenden generar
conocimientos historicos acerca de la estructura y diversidad genética de Mugil
cephalus en las costas del Pacifico y Golfo de México. Los resultados permitiran
identificar la relacion entre la informacion histérica generada con las migraciones

durante la época reproductiva y con las corrientes oceanicas.

Ademas, los datos generados en este trabajo permitiran conocer mas acerca de los
patrones evolutivos y de la historia de vida de la lisa (Mugil cephalus), lo cual resulta
trascendental ya que es una especie importante para el consumo humano en México
y en muchos paises, dado que constituyen una parte fundamental de la dieta de las
poblaciones cercanas a los sistemas lagunares durante la época de reproduccion

(Ramos-Santiago et al., 2010).
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5. Pregunta de Investigacion

¢, Cudles son los patrones filogeograficos de Mugil cephalus en el Golfo de México y

Pacifico Mexicano?

6. Hipotesis

Entre las poblaciones de Mugil cephalus en los mares mexicanos, se espera encontrar
alto flujo génico debido a la migracion reproductiva sincronica y transportacion de
larvas con influencia de corrientes oceanicas, provocando que dichas poblaciones
tengan una baja o ausente estructura filogeografica tanto en el Golfo de México como
en el Pacifico Mexicano. Ademas, se espera encontrar la presencia de dos linajes
diferenciados correspondientes al Golfo de México y al Pacifico, debido al aislamiento

geografico provocado por movimientos tectdnicos antiguos y cambios climaticos.
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7. Objetivo General

e Determinar los patrones filogeograficos de Mugil cephalus para detectar los
procesos historicos responsables de su distribucién en el Golfo de México y el

Pacifico Mexicano, utilizando marcadores mitocondriales.

7.1 Objetivos Especificos

Determinar la estructura genética de M. cephalus en el Golfo de México y en el

Pacifico Mexicano.

Determinar la estructura genética de M. cephalus entre localidades del Golfo de

México versus Pacifico Mexicano.

Evaluar la asociacion entre distancias genéticas y geograficas para M. cephalus.

Analizar la diversidad genética general y particular (entre las localidades).

e Determinar la demografia histérica para M. cephalus.
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8. Metodologia
8.1 Trabajo de campo. Colecta.

Se realizaron capturas comerciales entre los afios 2009 y 2016 de 13 localidades (10
muestras por localidad), diez en el Golfo de México y tres en el Pacifico Mexicano (Fig.
2; Tabla 2). Los ejemplares fueron identificados mediante las claves taxonémicas de
Harrison (1995). A cada ejemplar se le cortd un trozo de aleta y se conservé en etanol
absoluto; posteriormente se realizaron dos recambios por alcohol al 70% para la

conservacion del tejido.

Localidades de Mugil cephalus
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Figura 2. Mapa con localidades muestreadas en el Golfo de México y Pacifico

Mexicano para Mugil cephalus.
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Tabla 2. Localidades de colecta y clave, tamafio de muestra y afio de colecta. El
superindice ! indica que las localidades pertenecen al Golfo de México y 2 pertenecen

al Pacifico Mexicano.

Localidad Clave Tamafo de Afo de Coordenadas geograficas
muestra colecta Latitud Longitud

Charlotte Harbor, Ch 10 2012 26.792 -82.115

Florida!

Cedar Key, Florida® Ce 10 2012 29.159 -83.036

Apalachicola Bay, Ap 10 2012 29.689 -84.976

Florida!

Sabine Lake , Texas!  Sa 10 2012 29.889 -93.844

Corpus Christi, Co 7 2015 27.763 -97.217

Texas?

Laguna Madre, Ma 10 2009, 25.043 -96.639

Tamaulipas? 2010

Laguna de Ta 10 2009, 21.624 -97.512

Tamiahua, Veracruz?! 2010

Laguna de Alvarado, Av 10 2009. 18.775 -95.752

Veracruz! 2016

Tabasco! (Mg y Pa) Tb 10 2012 18.395 -93.142

Magallanes Mg 18.297 -93.851
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Paraiso Pa 18.440 -93.203
Sisal, Yucatan® Si 10 2014 21.166 -90.051
Mazatlan, Sinaloa? Mz 10 2012 19.016 -104.256
Laguna de Cuyutlan, Cu 10 2009 23.180 -106.421
Colima?

Laguna Superior e Su 10 2014 16.295 -94.698
Inferior,Oaxaca?

Numero de muestras 127

totales

8.2 Trabajo de Laboratorio

8.2.1 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realizé a partir de aleta empleando el protocolo de extraccion

con sal comun (modificado de Lopera-Barrero et al., 2008) (Anexo I).

Se obtuvieron un total de 127 extracciones de ADN de Mugil cephalus a partir de 10

muestras por localidad, con excepcion de Corpus Christi, Texas (n=7). Se cuantifico la

concentracion de ADN de cada muestra con un espectrofotdmetro NanoDrop 2000c y

se realizaron diluciones de cada muestra para obtener una concentracion de 50 ng/pl.

La calidad del ADN fue verificada en geles de agarosa al 1%, los geles se corrieron

durante 30 minutos y se visualizaron en un fotodocumentador (MiniLumi DNR).

41



8.2.2 Reaccidn en cadena de la polimerasa

La amplificacion se realizé por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para el gen mitocondrial del Citocromo Oxidasa | (686 pares de bases -pb-) se
utilizaron los oligos FishF1, FishF2, FishF3 FishFR1, FishR2 reportados en Ward et
al., (2005), (Tabla 3; Fig. 3) y para la Region Control (680 pb) se utilizaron los oligos

McepPro y McePhe reportados en Garber (1999), (Tabla 3; Fig. 4).

9 pb (F) Gen completo 1,569 pb

tRNA-Tyr tRNA-Ser

718 pb(R)

Figura 3. Representacion del fragmento amplificado de Citocromo Oxidasa | en color

verde.

9 pb (F)

Gen completo 893 pb

tRNA-Pro tRNA-Phe

846 pb (R)

Figura 4. Representacion del fragmento amplificado de Region Control en color rojo.
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Tabla 3. Secuencias de oligos seleccionados para la amplificacion de los genes COl y

RC.
Oligos Secuencia

FishF1 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-Z
FishF2 5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’
FishF3 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-Z
FishR1 5-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATC-3’
FishR2 5 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3
McePro 5- CCAAGGCCAGGATTTTTACGTT-3’
McePhe 5-TCTTGACATCTTCAGCGTCGC-3

La mezcla de reaccion para Citocromo Oxidasa | fue de 25 pL incluyendo 9.9 pL de
agua libre de nucleasa, 12.5 uL de GoTaq Green Master Mix (incluye DNA Taq
polimerasa, dNTPS, MgCl: y buffer de reaccién), 0.8 uL de cebador Forward 10 mM
(5’-3’) y 0.8 yL de cebador Reverse 10 mM (3’-5’) y 1 yL de ADN (50 ng/mL). Las
amplificaciones se realizaron con diferentes pares de cebadores y utilizando MgClz y
Solucion Q para algunas muestras. Para la Region Control, la mezcla final fue de 25
pL incluyendo 9.9 uL de agua libre de nucleasa, 12.5 yL de GoTaq Green Master Mix,
0.8 pL de cebador Forward 10 mM (5’-3’) y 0.8 pL de cebador Reverse 10 mM (3’-5’)
y 1 uL de ADN (50 ng/mL), en algunos casos se utilizaron aditivos, como Solucion Q,

Betaina, BSA y MgCla.
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Las condiciones de amplificacion para COI fueron un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 95°C durante 2 minutos y 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, el
alineamiento a 58.6°C durante 30 segundos y la elongacién a 72°C durante 1 minuto.
Para la RC las condiciones de amplificacion fueron un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 95 °C por 3 minutos, y 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos, el
alineamiento fue entre 54.3°C y 59.4°C por 1 minuto, la variacion de la temperatura se

debi6 a la tasa mutacional del gen y finalmente la elongacién a 72°C por 1 minuto.

No fue posible amplificar la region control para las muestras del Pacifico Mexicano, a
pesar de que se realizaron pruebas de gradientes de temperatura, MgClz, aditivos
como solucion Q y betaina, diferentes concentraciones de ADN y modificacion de los

ciclos de PCR.

8.2.3 Purificacioén

Los productos de PCR se purificaron mediante columnas de Centri Sep con sephadex
y posteriormente fueron verificados en geles de agarosa al 1%. Los geles se corrieron

durante 30 minutos y se visualizaron en un fotodocumentador (MiniLumi DNR).

8.2.4 Secuenciacion y alineamiento

Las reacciones de secuenciacion ciclica se realizaron con Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit V3.1 (Applied Biosystems) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El producto se purifico en columnas Centrisep (Invitrogen)
con sephadex. La secuenciacion se realizdé en un secuenciador ABI PRISM 3130 XL

en sentido 3’-5’ y 5-3’, obteniendo los electroferogramas correspondientes que
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muestran el orden de las bases a partir de curvas de fluorescencia, una por cada base,
y se visualizaron en el programa BioEdit v. 7.1.11 (Hall, 1997). Se llevé a cabo un
andlisis de autenticidad BlastN (Altschul et al., 1990). Finalmente se efectud la edicion
y alineamiento con el programa Bioedit v. 7.1.11 con una posterior revision a ojo (Hall,

1997).

9. Analisis de datos

9.1 Patrones filogeograficos

Se estimaron la estructura y diversidad genética: inferencia filogenética, redes de
haplotipos, AMOVA, prueba de Mantel, distancias genéticas y flujo genético, para

inferir los patrones filogeograficos.

9.1.1 Andlisis filogenéticos intraespecificos

Se realizaron reconstrucciones de las relaciones filogenéticas intraespecificas usando
los métodos de Inferencia Bayesiana (IB), Neighbor Joining (NJ), Maxima Verosimilitud
(ML) y Méxima Parsimonia (MP). El método bayesiano fue aplicado usando el
programa MrBayes v.3.2.6 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) y para NJ, ML y MP fueron
utilizados los programas Mega v.7.0.26 (Kumar et al., 2004.) PhyML v.3.0 (Guindon et
al., 2010) y Winclada v.1.00.08 (Nixon, 2002), respectivamente. El modelo evolutivo o
de sustitucion nucléotidica fue seleccionado en jModelTest v.2.1.10 (Posada, 2008) de
acuerdo al Criterio de Informacion Bayesiana (BIC) fue HKY+G para ambos
marcadores. Para la eleccion de los grupos externos se realizaron diferentes

combinaciones realizando pruebas con los reportados en trabajos previos (Durand et
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al., 2012; Durand y Borsa, 2015; Durand et al., 2016; Xia et al., 2016). Finalmente se
utilizaron individuos de diferente colecta de Chelon labrosus [niUmeros de acceso
GenBank: JQO60589, JQ842588 (COl), JF911706.1, NC_017883.1 (RC)] y de Mugil
curema [numeros de acceso GenBank: JQ060589, JQ842588 (COIl), JF911710.1,
NC 017889.1 (RC)]. Ademas, se incluyeron otras cuatro secuencias del Golfo de
México: MspBUSA, MspBTEX, MspBFLO y MspBLMA [nameros de acceso GenBank:
EU715451 (USA), KF930146 (Texas), JQ842582 (Florida) y HQ131885 (Laguna
Madre)], de 3 localidades de Estados Unidos y una de México. Ademas, dos
secuencias del Pacifico: MspGPA y MspGCH [numeros de acceso GenBank:
HQ149715 (La Paz) y JQ060560 (Chiapas)] reportados en Durand y Borsa, (2015) y

Durand et al., (2016).

9.1.2 Redes haplotipicas

Para identificar los haplotipos y sus relaciones se generaron redes con el método
median-joining con el programa Network v. 4.2.0 (Bandelt et al., 1999) y con el
programa TCS (Clement et al., 2000) comparando los resultados de ambos enfoques
metodoldgicos, puesto que TCS estima las redes mediante parsimonia estadistica y

Network se basa en distancias medias.
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9.1.3 Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Se realiz6 un AMOVA para determinar la variacidon genética entre y dentro de las
poblaciones con el programa Arlequin v. 2.0 (Schneider et al., 2000). Primero se
analizaron todas las muestras como un solo grupo y posteriormente se agruparon las

muestras del Golfo y las del Pacifico Mexicano por separado.

9.1.4 Flujo genético y Prueba de Mantel

Se estimo el flujo genético mediante los estimadores indirectos: Fst y Nm de acuerdo

con Hudson et al., (1992) con el programa DNAsp v. 3.14 (Rozas y Rozas, 1999) para

calcular Fst se utilizé la formula: Fst = donde N es el numero de individuos en

1+2Nm’
cada poblacién y m es la fraccion de migrantes de cada poblacién en cada generacion.

1/ 1

El estimador Nm fue obtenido con Nm = Z—(Fst - 1). También se realizé una Prueba

de Mantel con el programa Mantel v. 2.0. (Liedloff, 1999), para determinar posible
aislamiento por distancia entre Golfo de México y Pacifico Mexicano.El modelo de
aislamiento por distancia examina la relacion del flujo génico entre pares de
poblaciones y se relaciona con el hecho de que la diferenciacién genética se
incrementa a mayor distancia. Este modelo permite, asimismo, explicar posibles
formas de dispersion y, por lo tanto, aspectos historicos de las poblaciones naturales

(Slatkin, 1994; 1995).
9.1.5 Distancias Genéticas

Ademas, se calcularon las distancias medias corregidas para obtener el grado de

diferenciacion entre y dentro de las localidades del Golfo de México y Pacifico
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Mexicano con el programa Mega v. 3.0 (Kumar et al., 2004) bajo diferentes modelos
de sustitucion nucleotidica K2P (COIl) en donde la frecuencia de las bases es igual con
distintas tasas de mutacion y Tamura-Nei (RC) en donde se consideran distintas

frecuencias de bases y distintas tasas de mutacion.

9.1.6 Diversidad genética

Con el programa DNAsp v. 3.14 (Rozas y Rozas, 1999) se obtuvieron estimadores de
genética de poblaciones descriptiva: diversidad nucleotidica () y diversidad

haplotipica (h), analizando todas las muestras y posteriormente cada localidad.

9.2 Eventos historicos

Se realizaron estimaciones de tiempos de divergencia tomando en cuenta los trabajos
anteriores de Duran y Borsa, (2015) y Durand et al., (2016) en donde obtuvieron dos
linajes diferenciados, uno para el Golfo de México y el otro para el Pacifico. También
se estimo la historia demografica, ya que los procesos demograficos histéricos como
el crecimiento o expansion poblacional dejan signos observables sobre la variacion
genética y la estructura filogenética de las poblaciones (Rogers y Harpending, 1992;

Tajima, 1989).

9.2.1 Tiempos de divergencia

Se estimo el tiempo de divergencia para el gen COI, considerando las muestras del
Golfo de México como poblacion 1 y las muestras del Pacifico Mexicano como
poblacion 2, utilizando el programa Isolation with Migration (IM) (Hey y Nielsen, 2004)

basados en la tasa de mutacion de 1.6% por sustitucion/sitio/millones de afios
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reportada en Shen et al., (2011), por lo que dicha tasa evolutiva fue multiplicada por la
longitud del gen entre un millébn de afios para finalmente obtenerla en unidades de

sustitucion/gen/afios.

El modelo evolutivo utilizado fue el de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (Hasegawa et
al., 1985). Este es un modelo general para multiples substituciones, con diferentes
tasas de transiciones y transversiones asi como frecuencias desiguales de los cuatros
nucleodtidos; es recomendado cuando se usan datos de secuencias de ADN

mitocondrial. ElI parametro escalar inherente fue 0.25 usado para el ADNmt.

Mediante una serie de pruebas se determinaron los parametros y numero de
genealogias que se ajustaron a la distribucién del parametro t. Los valores para los
parametros de las tasas de migracién (-m1y m2) y theta (8) fueron de 0.0001, para el
tiempo de divergencia (-t) 30, el burnin (-b) de 500,000 pasos y la duracién de la corrida

fue de 6, 000,000 de generaciones (-I).

9.2.2 Demografia historica

Se realizé un andlisis de distribucién de desigualdad de pares de bases (mismatch
distribution) a todas las localidades incluidas en este estudio, analizando primero las
localidades del Golfo de México y posteriormente, solo las del Pacifico Mexicano, con
los programas Arlequin v. 2.0 (Schneider et al., 2000) y DNAsp v. 3.14 (Rozas y Rozas,
1999). El andlisis consiste en calcular la frecuencia de las distintas categorias de
nameros de diferencias pareadas y compararla con la distribucién esperada bajo un

escenario de expansion demografica mediante simulaciones coalescentes. Cuando
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una poblacion atraviesa un evento de expansion reciente, se espera que la distribucion
de pares de bases sea unimodal. Se calcularon los indices de neutralidad de D de
Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997). Estos muestran valores
significativamente negativos cuando las poblaciones sufrieron una expansion
poblacional. Si aceptamos que el marcador utilizado es selectivamente neutro, los
valores negativos significativos de D y Fs son considerados evidencia de expansion

poblacional.

10. Resultados

Del total de muestras colectadas en las 13 localidades, se analizaron 127 para
Citocromo Oxidasa I, 10 localidades del Golfo de México y 3 localidades del Pacifico
Mexicanoy 97 para la Regién Control correspondientes a 10 localidades del Golfo de

México.

10.1 Patrones generales de variacion

Citocromo Oxidasa I. Se analizaron 635 pb de citocromo oxidasa | de 127 individuos
de Mugil cephalus. La composicién nucleotidica fue de T: 30.8%, C: 27.1% A: 24.4%
y G: 17.7%. De las secuencias analizadas, 585 sitios fueron constantes y 50 variables;
dentro de las ultimas, 35 sitios resultaron parsimoniosamente informativos y 15 sitios

fueron no informativos.

Se encontraron 29 haplotipos, de los cuales nueve fueron compartidos, H1,H2, H5,
H11, H19, H25, H26, H28 y H29. El haplotipo con una mayor frecuencia haplotipica
fue H1 con individuos representantes de las diez localidades del Golfo de México

(Tabla 4 y Anexo Il). El resto de los haplotipos (20) son unicos.
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Region control. Se analizaron 680 pb de 97 individuos de Mugil cephalus. La
composicién nucleotidica fue de T: 29.4%, C:20.6 %, A:36.0% y G: 14.1%. De las
secuencias analizadas 528 sitios fueron constantes y 146 variables; dentro de las
Gltimas, 71 sitios resultaron parsimoniosamente informativos y 75 sitios fueron no
informativos. Se encontraron 91 haplotipos, de los cuales dos fueron haplotipos
compartidos, H1 y H30, presentes en 4 y 2 localidades del Golfo de México (Tabla 4

y Anexo lll). El resto de los haplotipos (89) son unicos.

Tabla 4. Distribucion de haplotipos de Mugil cephalus con base en los marcadores
mitocondriales Citocromo Oxidasa | (COIl) y Regién Control (RC). Las localidades son
Charlotte Harbor, FL=Ch; Cedar Kay, FL=Ce; Apalachicola Bay, FL=Ap; Sabine Lake,
TX=Sa; Corpus Christi, TX=Co; Laguna Madre, TS=Ma; Laguna de Tamiahua, VZ=Ta;
Laguna de Alvarado, VZ=Av; Tabasco, TC=Tb; Sisal, YN=Si; Mazatlan, SL=Mz;

Cuyutlan, CM=Cu y Laguna superior e inferior, OC (Su).

Haplotipo | Golfo de México COI/RC Pacifico Total
Mexicano COI/IRC
COI/IRC

Ch |Ce |Ap|Sa |Co|Ma|Ta |Av |[Tb |Si |Mz | Cu | Su

1 8/0 8/1 8/0 3/0 6/0 6/0 7/0 64/6
5/1 6/2 712

2 1/0 1/1 1/0 3/1

3 1/0 0/1 1/1

4 1/0 0/1 1/1

5 1/0 1/0 1/0 0/1 1/0 4/1
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0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

1/0
1/0

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

1/0
1/0
1/0
2/0

1/0
1/0
1/0

1/0
1/0
1/0

2/0

2/0
1/0

0/1
0/1
0/1

1/0
1/0

1/0
1/0

0/1

1/0

1/0

1/0

1/0
6/0
1/0

1/0
8/0 9/0

2/0
1 1

1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
5/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
2/1
2/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
2/1
23/1
1/1
2/1
2/1
0/2
0/1
0/1
0/1

52



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
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62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1
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90 0/1 0/1

91 0/1 0/1
Total 127/97
coi/rc

10.2. Patrones filogeograficos (Citocromo Oxidasa | y Regién Control)

10.2.1. Relaciones filogenéticas

Citocromo Oxidasa |. Bajo el criterio de Informacion Bayesiana el modelo de
sustitucion nucleotidica que mejor se ajustd a la evolucién de las secuencias fue el
HKY+G (Hasegawa et al., 1985) tanto para la Inferencia Bayesiana como el de Maxima
verosimilitud. Las reconstrucciones filogenéticas, basadas en las secuencias del gen
COl con los diferentes métodos, resultaron en una topologia similar, sin embargo, se
muestra la de Inferencia Bayesiana (Fig. 5). En la filogenia consenso se observan dos
clados monofiléticos, uno correspondiente al Golfo de México (H1-H24) y otro al

Pacifico Mexicano (H25-H29), con soportes mayores a 70% (Fig. 5).
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Figura 5. Filogenia intraespecifica de Mugil cephalus basada en las secuencias de 635
pb del gen Citocromo Oxidasa |. Los valores sobre las ramas muestran el soporte
estadistico en el siguiente orden, probabilidades posteriores de IB, y valores de
bootstrap de NJ bajo el modelo de K2P, ML y MP con el método de TBR+TBR (Ci=84;

Ri=93). La barra de escala = 0.04 substituciones por sitio.

Region control. Para la region control solamente se contaron con secuencias del
Golfo de México. La topologia resultante con los diferentes métodos de reconstruccion
filogenética resultaron en un grupo monofilético. Internamente no se observo una

estructuracion por region geografica. El soporte de las ramas fue alto (Fig. 6).
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Figura 6. Filogenia intraespecifica de Mugil cephalus basada en las secuencias de
680 pb de la Region Control. Los valores sobre las ramas muestran el soporte
estadistico en el siguiente orden, probabilidades posteriores de IB, y valores de
bootstrap de NJ bajo el modelo de Tamura-Nei, ML y MP con el método de TBR+TBR

(Ci=80; Ri=89). La barra de escala = 0.03 substituciones por sitio.
10.2.2 Redes haplotipicas

Citocromo Oxidasa l. La red de haplotipos de Mugil cephalus con base en el gen COI
(n=117, 635 pb) también resultdé en dos grupos, Golfo de México y Pacifico Mexicano,
separados por 25 pasos mutacionales (Figura 7 y 8). Se identificaron 29 haplotipos

(Anexo 1) de los cuales 20 fueron unicos y nueve compartidos. El Haplotipo H1 es el
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mas abundante y se distribuye en 57 individuos de todas las localidades
correspondientes al Golfo de México considerandose el haplotipo mas ancestral; el
segundo haplotipo compartido mas abundante corresponde al haplotipo H24 con 23
individuos de las localidades de Mazatlan (Sinaloa), Cuyutlan (Colima) y Laguna

superior e inferior (Oaxaca), correspondientes al Pacifico Mexicano.

Dentro del haplogrupo del Golfo de México se observan otros 4 haplotipos compartidos
(H2, H5, H11 y H19), ademas, las localidades de Corpus Christi (Texas), Laguna
Madre (Tamaulipas) y Sabine Lake (Texas) presentan el maximo namero de haplotipos

Unicos.

En el caso del haplogrupo del Pacifico Mexicano se observan otros 2 haplotipos
compartidos (H25 y H29), los dos haplotipos restantes corresponden a Mazatlan

(Sinaloa).

58



ch @ m:

Ce . Cu
- Ap . Su
@ sa

X :
. Ma

B o

Av

s @ g

@ si

Figura 7. Red de haplotipos obtenida con el programa TCS a partir de secuencias
obtenidas del gen Citocromo Oxidasa | correspondientes a las localidades del Golfo
de México y Pacifico Mexicano. El rectangulo indica el haplotipo ancestral y el tamafio
de los circulos corresponde a la frecuencia haplotipica; los nimeros en las lineas

corresponden a los pasos mutacionales cuando son mayores a uno.
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ch @ Mz
Ce @cCu

Figura 8. Red de haplotipos obtenida con el programa Network a partir de secuencias
obtenidas del gen Citocromo Oxidasa | correspondientes a las localidades del Golfo
de México y Pacifico Mexicano. El tamafio de los circulos corresponde a la frecuencia
haplotipica, los nUmeros corresponden a los pasos mutacionales cuando son mayores

a uno y los rombos rojos son haplotipos hipotéticos.
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Figura 9. Mapa de distribucién de haplotipos para M. cephalus con base en COIl.
Haplotipos Unicos (negro), haplotipos compartidos: hl (dorado), h2 (menta), h5 (azul),

h11l (morado), h19 (amarillo), h25 (azul), h26 (verde) y h29 (rosa).

Regidn control. En las redes de haplotipos de Mugil cephalus con individuos del Golfo
de México, con base en la Regién Control (n=97, 680 pb), se observa al conjunto de
haplotipos interconectados sin una estructuracion genética-geografica (Figuras 10 y
11). Se identificaron 91 haplotipos (Anexo Ill) de los cuales 89 fueron Unicos y dos
compartidos. El Haplotipo H1 es el mas abundante por lo que se consedera como el
mas ancestral y se presenté en seis individuos de las localidades de Laguna de
Alvarado y Laguna de Tamiahua en Veracruz, Cedar Key en Floriday Sabine Lake en
Texas; el segundo haplotipo compartido corresponde al haplotipo H30 con dos

individuos de las localidades Charlotte Harbor, Floriday Magallanes, Tabasco.
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Figura 10. Red de haplotipos obtenida con el programa TCS a partir de las secuencias de la Regién Control de
mitocondria correspondiente a las localidades del Golfo de México. Cada ovalo representa un haplotipo diferente. Los
colores son asignados de acuerdo a la localidad y los numeros corresponden a los pasos mutacionales cuando son

mayores a uno.
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Figura 11. Red de haplotipos obtenida con el programa Network a partir de las
secuencias de la Region Control de la mitocondria correspondientes a las localidades
del Golfo de México. El tamafio de los circulos corresponde a la frecuencia haplotipica,
los colores son asignados de acuerdo a la localidad y los nimeros corresponden a los
pasos mutacionales cuando son mayores a uno y los rombos rojos son haplotipos

hipotéticos.
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10.2.3 Andlisis de Varianza Molecular

Citocromo Oxidasa I. Los resultados del AMOVA indicaron un mayor porcentaje de
variacion entre las poblaciones que dentro de las poblaciones (Fst =0.91403; P = <0.001;
Tabla 5) indicando estructuracion genética entre el Golfo de México y Pacifico Mexicano.
Dentro del Golfo de México el 100% de la variacion esta dentro de las poblaciones. En el
caso del grupo del Pacifico Mexicano el mayor porcentaje de variacion se encuentra

dentro de las poblaciones explicado por un 99.67%.

Tabla 5. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de las localidades del Golfo de México

y Pacifico Mexicano de Mugil cephalus con base en Citocromo Oxidasa I.

Fuente de Suma de Componentes Porcentaje de
Variacion cuadrados de varianza variacion
Entre poblaciones 655.483 5.54114 91.40

Dentro de 59.414 0.52118 8.60
poblaciones

Total 714.898 6.06231

Tabla 6. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de las localidades del Golfo de México

de Mugil cephalus con base en Citocromo Oxidasa I.

Fuente de Suma de Componentes Porcentaje de
Variacion cuadrados de varianza variacion
Entre 5.469 -0.00053 -0.08624
poblaciones

Dentro de 53.314 0.61281 100.08624
poblaciones

Total 58.784 0.61228

Fst:-0.00086 P= 0.49267
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Tabla 7. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de las localidades del Pacifico

Mexicano de Mugil cephalus con base en Citocromo Oxidasa I.

Fuente de Suma de Componentes de Porcentaje de
Variaciéon cuadrados varianza variacion
Entre poblaciones 0.467 0.00074 0.33

Dentro de 6.100 0.22593 99.67
poblaciones

Total 6.567 0.22667

Fst:0.00327 P= 0.67155

Region control. Los resultados del AMOVA para el Golfo de México mostraron una
variacion enorme (97.5%) dentro de las poblaciones (Fst = 0.02478; P = 0.00098; Tabla

8) indicando nula estructuracion genética.

Tabla 8. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de las localidades del Golfo de México

de Mugil cephalus con base en regién control.

Fuente de Sumade Componentes de Porcentaje de
Variacion cuadrados varianza variacion
Entre poblaciones 57.687 0.13069 2.47810
Dentro de 447.457 5.14319 97.52190
poblaciones

Total 505.144 5.27388
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10.2.4 Flujo genético y prueba de Mantel

Citocromo Oxidasa I. El flujo génico indico que el nUmero de migrantes por generacion
fue de 0.05 entre el Golfo y Pacifico Mexicano. Dentro del Golfo de México el nUmero de
migrantes por generacion fue de 89.25 y dentro del Pacifico Mexicano fue de 76.25
migrantes por generacion. Los resultados de la Prueba de Mantel confirman esta
separacion, indicando que existe aislamiento por distancia entre el Golfo de México y
Pacifico Mexicano (g = 2.104, z = 3808.6148, r = 0.2957, P > 0.05 con 1000

permutaciones).

Region control. Entre las localidades del Golfo de México el promedio de nimero de
migrantes por generacion fue de 11.94. Por otro lado, los resultados de la prueba de
Mantel indicaron que no hay aislamiento por distancia (g = 0.0244, z = 1301.8374, r =

0.0029, P > 0.05 con 1000 permutaciones) dentro del Golfo de México.

10.2.5 Distancias genéticas

Citocromo Oxidasa I. Las distancias genéticas fueron obtenidas con base en el modelo
de K-2P. Este analisis revel6 una distancia genética de 4.8% entre el Golfo de México y
el Pacifico Mexicano. El intervalo de porcentajes de distancias genéticas entre
localidades del Golfo de México fue de 0.1 a 0.3% y dentro de las localidades fue de 0.1-
0.4%, el mayor porcentaje de distancia genética dentro de las localidades se encontré en
Corpus Christi. El valor maximo de distancia genética entre y dentro de localidades del

Pacifico Mexicano fue de 0.1% (Tablas 9y 10).
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Tabla 9. Matriz de distancias genéticas entre localidades (Golfo de México y Pacifico

Mexicano) con base en COIl expresadas en porcentajes

Ch Ce Ap Sa Co Ma Ta Av Tb Mz Si Cu Su

Ch
Ce
Ap

Co
Ma
Ta
Av
Tb
Si
Mz
Cu
Su

0.1
0.1
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
4.7
4.8
4.8

0.1
0.2
0.3
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
4.7
4.8
4.8

0.2
0.3
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
4.7
4.7
4.8

0.3
0.2
0.2
0.2
0.3
0.2
4.8
4.8
4.8

0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
4.7
4.8
4.8

0.2
0.2
0.2
0.2
4.8
4.8
4.8

0.2
0.2
0.2
4.8
4.8
4.9

0.2
0.2
4.8
4.9
4.9

0.2

4.8 4.7

49 0.1 01
49 0.1 0.1 0.0

Tabla 10. Tabla de distancias genéticas en porcentajes dentro de las localidades del

Golfo de México y Pacifico Mexicano con base en COI

Distancia
Loc. genética
Ch 0.1
Ce 0.1
Ap 0.1
Sa 0.3
Co 0.4
Ma 0.2
Ta 0.2
Av 0.2
Th 0.2
Si 0.2
Mz 0.1
Cu 0.1
Su 0.0
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Region control. Para el Golfo de México, las distancias genéticas obtenidas con base

en el modelo de Tamura-Nei entre localidades fueron de 1.2-1.7%, los valores mas

grandes de distancia genética se encontraron en los individuos de Corpus Christi con

respecto a los de Charlotte Harbor y Tabasco. Dentro de localidades el intervalo de fue

1.1-1.8%, el valor mas grande nuevamente fue observado en Corpus Christi. En general

los valores muestran un bajo nivel diferenciacion genética (Tablas 11y 12).

Tabla 11. Matriz de distancias genéticas (porcentajes) entre localidades del Golfo de

México con base en la Regién Control.

Ch Ce Ap Sa Co Ma Ta Av Tb Si
Ch
Ce 14
Ap 13 13
Sa 14 12 13
Co 17 16 16 15
Ma 16 13 15 12 1.6
Ta 14 14 13 13 16 15
Av 13 13 12 12 16 14 1.3
Tbh 15 15 14 14 17 15 15 14
Si 13 14 12 13 16 15 14 12 15

Tabla 12. Tabla de distancias genéticas (porcentajes) dentro de las localidades del Golfo

de México con base en la Region Control.

Distancia

Loc.| genética

Ch 1.5
Ce 1.3
Ap 1.1
Sa 1.2
Co 1.8
Ma 1.3
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Ta 1.5
Av 1.2
Th 1.7
Si 1.3

10.2.5 indices de diversidad molecular

Citocromo Oxidasa I. Para el Golfo de México el valor de diversidad haplotipica fue de
0.56937 y el de diversidad nucleotidica fue de 0.00191. Por otro lado, en el Pacifico
Mexicano los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica fueron de 0.41149 y

0.00071, respectivamente.

A nivel poblacional, la diversidad haplotipica mas alta (0.85714) se encontré en la
localidad de Corpus Christi, Texas, mientras que la mas baja (0.2) se encontrd en las
lagunas superior e inferior en Oaxaca. La diversidad nucleotidica mas alta también fue
encontrada en Corpus Christi, Texas (0.00405) y la mas baja (0.00031) en la Laguna

Superior e inferior, Oaxaca (Tabla 13).

Regidn control. La diversidad haplotipica general para el Golfo de México fue de 0.99399
mientras que la diversidad nucleotidica de 0.01374. En general las poblaciones del Golfo

de México mostraron altos niveles de diversidad genética (Tabla 13).
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Tabla 13. indices de diversidad genética para las poblaciones del Golfo de México y

Pacifico Mexicano de Mugil cephalus con base en el gen Citocromo Oxidasa | (COIl) y la

Regidn Control (RC). Se indica el tamafio de muestra (n), el nimero de haplotipos (k), el

namero de sitios polimorficos (s), la diversidad haplotipica (h) y la diversidad nucleotidica

(1) de las secuencias analizadas.

kcollkrc Scol/SrRc

hcol/hrc

lMco/mrre

Localidad Ncol/Nrc
Charlotte Harbor  10/10
Cedar Key 10/10
Apalachicola

Bay 10/10
Sabine Lake 10/10
Corpus Christi 717
Laguna Madre 10/10
Laguna de

Tamiahua 10/10
Laguna de

Alvarado 10/10
Tabasco 10/10
Sisal 10/10
Mazatlan 10/10
Cuyutlan 10/10
Laguna superior

e inferior 10/10

3/10
3/10

3/10
5/10
5/7
5/10

4/9

4/9
5/10
4/10

4/0

3/0

2/0

3/35
2/32

2/25
6/29
7/34
7/36

5/36

7127

7142

6/32
3/0
2/0

1/0

0.37778/1.00000
0.37778/1.00000

0.37778/1.00000
0.75556/1.00000
0.85714/1.00000
0.66667/1.00000

0.64444/0.97778

0.53333/0.97778

0.66667/1.00000

0.53333/1.00000
0.64444/0
0.37778/0

0.20000/0

0.00094/0.01437
0.00063/0.01242

0.00063/0.01108
0.00262/0.01161
0.00405/0.01791
0.00220/0.01292

0.00231/0.014947

0.00220/0.01225

0.00220/0.01625

0.00189/0.01245
0.00119/0
0.00063/0

0.00031/0

10.3 Eventos historicos

10.3.1. Tiempos de divergencia

Citocromo Oxidasa I. El tiempo de divergencia estimado entre el Golfo de México y el

Pacifico Mexicano fue de 1.5 millones de afios, correspondiente con el periodo de

glaciaciones durante el Pleistoceno.
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Para la region control no se cont6 con secuencias del Pacifico Mexicano, por lo que no

fue posible calcular el tiempo de divergencia.
9.3.2. Demografia histérica

Citocromo oxidasa l. Los analisis muestran una distribucién de pares de bases unimodal
tanto en el Golfo de México como en el Pacifico Mexicano, indicando una expansion
poblacional reciente, soportado por los valores negativos de los indices de neutralidad (D
de Tajima= -2.28893, Fs de Fu= -25.139; P < 0.01), indicando una fuerte sefial de

expansion poblacional en cada haplogrupo (Figuras 12y 13).

Mismatch Distribution-Golfo de México
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Figura 12. Distribucion de las diferencias pareadas de las secuencias de M. cephalus del
Golfo de México con base en el gen COI. La linea mas oscura indica la distribucion de
los datos y la linea de color claro indica la distribucion esperada bajo el modelo de

expansion demografica.
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Mismatch Distribution-Pacifico Mexicano

0.8
0.7
0.6 \
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

-0.1

—@— Freq obs Freq exp

Figura 13. Distribucion de las diferencias pareadas de las secuencias de M. cephalus en
el Pacifico Mexicano en el gen COIl. La linea mas oscura indica la distribucion de los
datos y la linea de color claro indica la distribucion esperada bajo el modelo de expansion

demografica.
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Tabla 14. Analisis de distribucion de las diferencias por pares de secuencias o mismatch

con base en el gen COI (T: tiempo desde la expansion expresado en unidades de tiempo

mutacional, Bo: teta inicial, 81: teta final, SSD: suma de cuadrados de las desviaciones),

Haplogrupo Localidad o 01 SSD

Golfo de México Ch 2.8 0.000 0.63755 0.01116
Ce 0.5 0.000 99999.0 0.0579
Ap 0.5 0.000 99999.0 0.00579
Sa 3.2 0.00352 3.04912 0.03519
Co 5.0 0.00527 5.66680 0.07342
Ma 0.9 0.000 99999.0 0.03718
Ta 4.0 0.000 2.01885 0.04524
Av 0.0 0.000 3415.4 0.35852
Tb 2.5 0.000 2.20977 0.00502
Si 0.0 0.000 3415.4 0.35852

Pacifico Mz 1.0 0.000 99999.0 0.03249
Cu 0.5 0.000 99999.0 0.00579
Su 2.9 0.900 3.600 0.33101
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Region control. Para el Golfo de México, el analisis muestra una distribucion de pares
de bases unimodal indicando expansion poblacional, lo cual es soportado por los valores
negativos de los indices de neutralidad (D de Tajima= -2.29142, Fs de Fu=-108.451; P

<0.01; Figura 14)

Mismatch distribution-Golfo de México
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Figura 14. Distribucion de las diferencias pareadas de las secuencias de M. cephalus del
Golfo de México con base en la region control. La linea mas oscura indica la distribucion
de los datos y la linea de color claro indica la distribucion esperada bajo el modelo de

expansion demografica.
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Tabla 15. Analisis de distribucion de las diferencias por pares de secuencias o mismatch

con base en el gen RC (T: tiempo desde la expansion expresado en unidades de tiempo

mutacional, Bo: teta inicial, 81: teta final, SSD: suma de cuadrados de las desviaciones),

Haplogrupo Localidad T ®o 0. SSD

Golfo de México Ch 5.8 7.28594 708.7500 0.00874
Ce 5.0 0.00000 99999.0 0.06597
Ap 10.1 0.65391 47.3437 0.02726
Sa 3.9 7.37930 250.000 0.01146
Co 15.0 0.00000 79.90723 0.07948
Ma 3.9 7.47930 99999.0 0.01183
Ta 14.0 1.65059 30.64331 0.01638
Av 10.5 2.6769 33.98438 0.01803
Tb 5.1 8.55684 99999.0 0.02160
Si 11.2 2.10918 24.42383 0.02405
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11.Discusion

Este es el primer trabajo con un enfoque filogeografico en una especie de la familia
Mugilidae para México, particularmente para la lisa cabezona cuya historia evolutiva, esta
caracterizada por eventos vicariantes (Formacion del Istmo de Panama y glaciaciones

durante el Pleistoceno temprano) seguidos de expansiones poblacionales.
Estructuracion genética y patrones filogeograficos generales

En el presente trabajo, los analisis de inferencia filogenética, relaciones haplotipicas,
Andlisis de Varianza Molecular y la Prueba de Mantel, indican que los océanos mexicanos
estan compuestos por dos haplogrupos distintos para Mugil cephalus, el Golfo de México
y el Pacifico Mexicano, separados por una distancia genética de 4.8% con el gen COI.
Esta estructuracion entre ambos haplogrupos coincide con la categorizacion
filogeografica tipo | propuesta por Avise (2000), que consiste en arboles genéticos con
linajes alopatricos, con haplogrupos restringidos a un area geografica determinada,
separados por distancias genéticas relativamente moderadas o grandes. Estos dos
haplogrupos se caracterizan por presentar una monofilia reciproca (ausencia de
haplotipos compartidos), ausencia de flujo genético historico (0.05 migrantes por
generacion), y de acuerdo con los analisis del Isolation with Migration, una divergencia

hace 1.5 ma, correspondiente al Pleistoceno inferior.

La formacion del Istmo de Panama, hace 2.5 - 1,8 m. a. (Cronin y Dowsett, 1996; Haug y
Tiedemann, 1998; O’Dea et al., 2007; Beu, 2010), aunado a modificaciones climaticas y

oceanograficas (Glaciaciones Pleistocenicas y movimientos eustaticos), posiblemente
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fueron de los eventos mas significativos que promovieron la divergencia de los
haplogrupos presentados en M. cephalus en costas mexicanas. La emergencia del Istmo
de Panama condujo a una reorganizacion de la circulacion oceanica, afectando también
el clima global y cambiando significativamente las condiciones fisico-quimicas en ambos
lados del Istmo, iniciando trayectorias evolutivas independientes en ambas cuencas
oceanicas (Haug et al., 2001: Schmidt, 2007). En un andlisis detallado Leigh et al., (2014)
mencionan que el Istmo se cerré por primera vez durante el Plioceno superior, alrededor
de 2.7 ma., como consecuencia de la caida del nivel del mar causada por el crecimiento
de los glaciares del norte. De acuerdo con la informacién anterior, se han reportado
especies en las que su distribucién cambio debido a la formacion del Istmo de Panama,
nombrandolas incluso como geminate species (especies gemelas) debido a la influencia
de dicho evento geoldgico en la divergencia de linajes entre el Atlantico y el Pacifico. De
manera similar con nuestros resultados, Galvan-Quesada et al., (2016) en especies del
género Dormitator infirieron los eventos cladogenéticos que impulsaron la diversificacion
del géneroy los relacionaron con la historia biogeogréafica de América Central, obteniendo
dos linajes divergentes: Atlantico y Pacifico, en los que se incluyen el Golfo de México y
Pacifico Mexicano, la separacion de linajes fue asociado con el Istmo panamefio ademas
de los cambios climaticos y oceanograficos posteriores. En otro estudio con un enfoque
filogeografico sobre Agonostomus monticola, perteneciente a la Familia Mugilidae, los
resultados fueron diferentes, ya que se obtuvieron cuatro linajes distintos dentro del
intervalo geografico conocido de la especie que corresponde a las cuencas oceanicas

(Caribe, Golfo de México, Pacifico-A, Pacifico-B), no obstante el tiempo de divergencia
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fue congruente con la edad de inicio del surgimiento del Arco de Panama hace 20.7 m.a.

durante el Mioceno temprano,(McMahan et al., 2013).
Diversidad genética e Historia demogréfica

El andlisis de los genes mitocondriales revelaron niveles moderados a altos de diversidad
genética en las localidades analizadas, no obstante resultaron mayores en la region
control posiblemente debido a la alta tasa mutacional del marcador. La alta diversidad
genética presentada dentro de los haplogrupos del Golfo de México y del Pacifico
Mexicano son un reflejo de la historia evolutiva y de la demografia de las poblaciones, lo
que indica que no hay estructura dentro de cada haplogrupo debido a un alto contacto
entre las localidades, y por ende alguna probabilidad de endogamia (Rubio, 2016). Los
patrones de diversidad genética alta han sido reportados en otros peces (e.g. Rocha-
Olivares y Sandoval-Castillo, 2003; Dominguez et al., 2010) asi como en M. cephalus en
otras areas geograficas (e.g. Shen et al., 2011, Tabla 16). En ese sentido, se puede inferir
que la especie tiene una alta capacidad de resiliencia lo que probablemente facilitd la

expansion de su intervalo de distribucién en cuencas oceénicas mexicanas.
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Tabla 16. Diversidades genéticas de especies de peces que habitan los océanos

Atlantico y Pacifico; diversidad haplotipica (h), diversidad nucleotidica ().

Especie Marcador Area h m Autor
geografica

Pomatomus Endonucleasas Atlantico 0-70 0.0123 Graves etal., 1992

saltatrix de restriccion

Ophioblennius RFLPs Atlantico 1.00 .0109 Shulman y

Atlanticus Bermingham, 1995

Lutjanus peru Regién control  Pacifico 0.966 0.0323 Rocha-Olivares vy

Sandoval-Castillo,

2003
Scomberomorus Region control  Pacifico 1.00 0.0244 Dominguez et al.,
sierra 2010
Mugil cephalus  Citocromo Pacifico 1.00 0.0364 Shenetal., 2011

Oxidasa |

Tanto las redes de haplotipos tipo estrella como las distribuciones unimodales de las
diferencias por pares (mismatch distribution) encontradas en este estudio, apoyan la
hipétesis de un crecimiento rapido poblacional a partir de haplotipos ancestrales, que en
este caso son los haplotipos H1 (Golfo de México) y H26 (Pacifico Mexicano). Los valores
negativos y significativos de las pruebas de Tajima y Fs de Fu (D de Tajima= -2.28893,

Fs de Fu=-25.139; P < 0.01, COI; D de Tajima= -2.29142, Fs de Fu=-108.451; P < 0.01,
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RC) también apoyan la presencia de eventos de expansion histérica poblacional.
Después de la divergencia entre los haplogrupos del Golfo de México y Pacifico
Mexicano, el consecuente cambio en las caracteristicas oceanograficas y la adaptacion
de la lisa rayada a diferentes intervalos de temperatura y salinidad, contribuyeron dichas

expansiones poblacionales.

Estructura genética poblacional en el Golfo de México

Los resultados indicaron una falta de estructuracion genética dentro del Golfo de México
(Fst=0.02478, RC; 0.00693, COI) apoyando la hipétesis de un contacto historico entre
individuos de las diferentes localidades. Los resultados de las distancias genéticas son
congruentes con ello, dado que entre las localidades se obtuvieron valores bajos (0-0.3%,
COl; 1.1-1.7%, RC). Ademas, el haplotipo con mayor frecuencia se presento6 en todos los
sitios muestreados. Cabe sefalar que considerando las condiciones actuales para cada
cuenca, los procesos oceanograficos tales como la formacion de remolinos “eddies”,
surgencias costeras y en mayor medida, las corrientes oceanicas, éstas debieron haber

jugado un rol muy importante en la conectividad de poblaciones de M. cephalus.

Esta conectividad genética también puede ser explicada por la capacidad de dispersion
de los huevos y larvas, asi como las migraciones emprendidas por los adultos en etapa
reproductiva, promovido por las corrientes oceanicas que caracterizan esta zona de
estudio, apoyando el resultado de ausencia de aislamiento por distancia dentro de la
cuenca (r = 0.0029, P > 0.05 con 1000 permutaciones, RC). Debido al complejo de

corrientes oceanicas, la distancia recorrida por las larvas durante la dispersion puede ser
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mucho mayor que la distancia Euclidiana entre los puntos de desove y habitat posterior

(Huyer, 1983).

La dispersion de huevos y larvas juega un papel fundamental en la ecologia y la evolucién
de los organismos marinos (Caley et al., 1996; Strathmann et al., 2002). Se tienen
registros de que los huevos y las larvas de M. cephalus quedan a expensas de las
corrientes oceanicas, de tal forma que este pudo ser el mecanismo mas importante en la
conexioén historica de localidades distantes. Algunas corrientes oceanicas han resultado
clave para la dispersidn de ésta y otras especies en el Golfo de México, e.g. la Corriente
de Lazo, la Corriente del Golfo y giros que se desprendian de estas (Camper et al., 1993;

Gold et al., 1994; Richardson y Gold, 1998; Cruz, 2009).

Dado que las etapas tempranas del ciclo de vida de la lisa estan estrechamente
relacionadas con la circulacion de aguas del Golfo de México, posiblemente los huevos,
larvas y adultos en etapa reproductiva activa sigan la misma ruta de las corrientes
superficiales y giros ciclénicos y anticiclénicos promoviendo el alto flujo genético entre
localidades distanciadas geograficamente. La circulacion dentro del Golfo de México esta
relacionada con la influencia de las aguas calidas y salinas que entran a través del
estrecho de Yucatan y salen por el de Florida. Parte del agua que penetra al Golfo de
México por el Canal de Yucatan se devuelve por contracorrientes. A su paso por la
cuenca del Golfo, cierto volumen de la corriente forman giros anticiclonicos que se
desplazan hacia el interior, estos influyen en las aguas adyacentes generando
movimientos en sentido opuesto (giros ciclonicos). El resto del agua sigue su viaje hacia

el estrecho de Florida formando un meandro. Este comportamiento configura una franja
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ligeramente plegada hacia el este a manera de un corddén o lazo, de donde proviene su
nombre “Corriente de Lazo”. Finalmente, la Corriente de Lazo abandona el Golfo de
México a través del Estrecho de Florida, originando la Corriente de la Florida, que a su
vez se convierte en la Corriente del Golfo (Armstrong y Grady, 1967; Zavalay Fernandez,

2004).

Los reportes sobre la extensiéon de la migracion de M. cephalus han resultado variables
dependiendo del area geogréfica. Por ejemplo, en el Atlantico se ha reportado que la lisa
puede emprender migraciones reproductivas de mas de 400 km (Bernardon y Vall, 2004)
y en la costa de Florida y Carolina del Norte en Estados Unidos, entre 32-240 km
(Bacheler et al., 2005), esta caracteristica resulta importante durante la etapa de
migracion reproductiva debido a que le permite a la especie recorrer grandes distancias

alejadas de los cuerpos de agua que habita.

Este patron de conectividad genética entre poblaciones del Golfo de México ha sido
reportado también en otras especies como el dorado (Coryphaena hippurus) en el que el
aporte de flujo génico dentro de la cuenca es debido a las corrientes anteriormente
mencionadas que arrastran a huevos, larvas, juveniles y adultos creando homogeneidad
en las poblaciones, esto aunado a la presencia de aglomeraciones de Sargassum spp.,
que proveen proteccion a dichos organismos (Cruz, 2009). En otro estudio, también con
muestreo en el Golfo de México, con el pargo rojo (Lutjanus campechanus), los analisis
resultaron en una ausencia de estructura filogeografica, comprendiendo una sola

poblacién panmictica debido al efecto del flujo génico elevado que posiblemente sea en
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su etapa de vida pelagica, ya que los huevos y larvas son acarreados por las corrientes

superficiales (Camper et al., 1993).

Finalmente, un dato importante es que la localidad que present6 la mayor diversidad de
haplotipos fue la de Corpus Christi. Este resultado es interesante pues la Bahia de Corpus
Christi, Texas, se localiza separada del Golfo de México por la isla Mustang (Mustang
Island), y es alimentada por el rio Nueces y el arroyo Oso. La bahia, que forma parte del
canal navegable intracostera, comunica al noroeste con la bahia de Aransas y al sureste,
con la Laguna Madre. El intercambio de aguas con el Golfo de México se produce por el
paso Aransas (Aransas Pass), lo cual posiblemente tuvo incidencia para que esta

localidad presentara la mayor variacion genética a nivel de localidades.

Estructura genética poblacional en el Pacifico Mexicano

Dentro del haplogrupo del Pacifico Mexicano también se encontr6 ausencia de
diferenciacion genética (Fst = 0.00327, COI) entre poblaciones. La explicacién de estos
resultados posiblemente tiene que ver con la cercania geogréafica de las localidades
muestreadas, asi como por la mezcla de masas de agua promovida por la Corriente de
California que fluye hacia el sur y se encuentra con las corrientes Nor-ecuatorial y la

Contra Corriente Ecuatorial (Wirtiky, 1965).

Los resultados también indican una alta proporcion de haplotipos compartidos entre las
localidades del Pacifico Mexicano lo cual puede explicarse por la alta capacidad de
dispersion de la especie. Una de las diferencias entre las migraciones que realizan las

lisas en el Pacifico con respecto a las del Golfo de México, es la distancia recorrida. Se
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tienen reportes de migraciones de hasta 740 km en Australia y China (Lester et al. 2009).
Aunque para el Pacifico Mexicano no se ha reportado la distancia de migracion de la lisa,
probablemente también recorra grandes distancias puesto que las corrientes
superficiales (e.g. Corriente de California, Corriente Norecuatorial, Corriente Costera de
Costa Rica) y giros ciclonicos originados permiten a los huevos, larvas y organismos
adultos ser arrastrados a lo largo del Pacifico Mexicano (Wirtiky, 1965; Roughgarden et
al., 1988). Ademas, otra caracteristica dentro del Pacifico Mexicano es que hay un mayor
namero de surgencias oceanicas que promueven un vasto aporte de nutrientes, lo que
facilita la alimentacion de larvas y juveniles cuando quedan a expensas de las corrientes

y cuando se lleva a cabo la migracion reproductiva (Kessler, 2006).

Diversos estudios con peces coinciden con la ausencia de estructura genética
poblacional en el Pacifico, especificamente en México, e.g. el pez vela Istiophorus
platypterus y el merlin rayado (Kajikia audax). La homogeneidad genética presentada en
estas especies es explicada por diferentes factores, como la alta fecundidad, presencia
de una fase larvaria pelagica, el comportamiento migratorio y la alta capacidad de
dispersién, ademas de la ausencia de barreras geograficas (Rubio, 2016; Purcell y

Edmands, 2011).

Por ultimo, dentro del haplogrupo Pacifico Mexicano, el mayor numero de haplotipos
unicos se encontro en la localidad de Mazatlan, Sinaloa, lo cual puede ser explicado por
la corriente de California, dado que el flujo de dicha corriente va en direccion norte-sur,
fluye hacia el sur a lo largo de la costa de Baja California y gradualmente gira hacia el

oeste para alimentar a la corriente norecuatorial, esta trayectoria varia segun la
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profundidad y la estacion del afio. Durante los meses de octubre a enero el flujo de esta
corriente cambia de direccion hacia el oeste cuando se encuentra con el Golfo de
Tehuantepec (Wirtiky, 1965; Kessler, 2006), este proceso coincide con el periodo de
desove de M. cephalus en el Pacifico Mexicano, por lo que se infiere que es un factor

importante en la variabilidad haplotipica de la localidad.

Aunque existen pocos estudios relacionados con la biologia y reproduccién de M.
cephalus en el Pacifico Mexicano (Briones-Avila, 1998; Ramos-Santiago et al., 2010;
Espino-Barr et al., 2016), la época de reproduccion coincide con las lisas del Golfo de
México, a pesar de estar separadas genéticamente eso no impiden que estén sujetas a
los mismos factores ambientales (e.g. Vientos alisios) presentes en su distribucion

geogréfica.
Especies cripticas de Mugil cephalus en México

En trabajos anteriores se ha propuesto a Mugil cephalus como un complejo de especies
debido al alto nivel de similitud morfoldgica y a la alta diferenciacion genética entre linajes
(Crosetti et al., 1994; Durand y Borsa, 2015; Durand et al., 2016). Con base en el gen
COl, nuestros resultados indicaron la presencia de dos haplogrupos, el Golfo de México
y el Pacifico Mexicano, caracterizados por una monofilia reciproca y por una
diferenciacion genética del 4.8%. Este valor se encuentra dentro del intervalo de 3.2-
5.4%, propuesto por Durand y Borsa (2015) para definir linajes cripticos dentro del
complejo de M. cephalus. Cabe sefalar, que las distancias genéticas dentro de cada

linaje fueron menores al 1%, congruente con lo obtenido por Durand et al., (2016).
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Los haplogrupos del presente estudio corresponden a linajes cripticos previamente
reportados (Durand y Borsa, 2015; Durand et al., 2016) con base en los genes 16S rRNA,
COl y Citocromo b, donde definen como linaje B al Golfo de México y linaje G al Pacifico
Mexicano. Estos resultados confirman la presencia de dos especies cripticas de M.

cephalus para México.

Ademas, diversos estudios filogenéticos coinciden en que la verdadera Mugil cephalus
se encuentra en el mar Mediterraneo, cuya descripcidn original indica que
geograficamente habita el Océano Europeo (Linnaeus, 1758; Durand et al., 2012; Durand

et al., 2013; Durand y Borsa, 2015).

Cabe mencionar que a través de filogenias moleculares se han obtenido linajes
mitocondriales distintos dentro de la Familia Mugilidae y ademas de Mugil cephalus se
han reportado otras especies cripticas como Mugil curema, y los géneros Chelon,
Crenimigul, Osteomugil y Planiliza (Durand y Borsa, 2015; Durand et al., 2012; Xia et al.,

2016).
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12.Conclusiones

Las inferencias filogenéticas, redes haplotipicas, distancias genéticas, AMOVA y prueba
de Mantel sugieren la presencia de dos haplogrupos en costas mexicanas, uno
correspondiente al Golfo de México y el otro correspondiente al Pacifico Mexicano, con

ausencia de flujo genético entre ellos y de haplotipos compartidos.

La historia evolutiva de M. cephalus consta de diferentes procesos y eventos que han
influido en su distribucion, en primer instancia el posible contacto histérico a través de
conexiones entre el Atlantico-Pacifico; posteriormente la divergencia Golfo-Pacifico hace
1.5 m. a., coincidiendo con el periodo Pleistoceno temprano, luego de la formacién del
Istmo de Panama, la cual provocé la reorganizacion del patrén de circulacion oceanica.

Y finalmente la presencia de eventos de expansion historica poblacional.

Los resultados también revelan homogeneidad genética dentro de cada haplogrupo,
causado posiblemente por el patron de migracién de la lisa y el efecto de las corrientes
oceanicas, que condujeron a un alto grado de flujo génico permitiendo la conectividad
entre poblaciones y promoviendo la presencia de una moderada a alta diversidad

genética poblacional.

Los haplogrupos se caracterizaron por presentar una monofilia reciproca y una
diferenciacion genética del 4.8%, sugiriendo que corresponden a dos especies cripticas,
que coinciden con los linajes B y G definidos por Durand y Borsa (2015) y Durand et al.

(2016).
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La historia demografica de las poblaciones evidencia expansiones poblaciones con
ambos marcadores mitocondriales, aunque falta determinar los tiempos en los se llevaron

a cabo, mediante analisis skyline plot.

La informacion generada en este estudio es relevante en cuestiones de conservacion de
la especie, dado que los haplogrupos obtenidos constituyen stocks diferentes. Esta
diferenciacion permitirA que sean administradas de acuerdo a sus caracteristicas

especificas.
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Recomendaciones

Para futuros trabajos relacionados con genética poblacional de M. cephalus, se
recomienda incrementar el nimero de sitios de muestreo en el Pacifico Mexicano, con la

finalidad de contar con un escenario evolutivo completo para los dos océanos mexicanos.

Se sugiere elaborar nuevos cebadores especificos de la region control mitocondrial que
amplifiguen muestras del Pacifico Mexicano, dado que los cebadores empleados y

disefiados en el presente estudio no permitieron obtener resultados satisfactorios.

Se recomienda utilizar otro tipo de marcadores como SNPs, que actualmente se
empiezan como alternativa a los microsatélites en los estudios de diversidad genética,con
la finalidad de completar la historia evolutiva de la especie, debido a que su tasa de

mutacion es mayor, permiten detectar eventos o procesos evolutivos mas recientes.

Ademas, se sugiere asignar nuevos nombres taxonémicos a dichas especies cripticas
encontradas, ya que estos resultados corroboran lo obtenido en trabajos taxonémicos

realizados anteriormente.
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ANEXO |

Protocolo de extraccion de ADN con sal comun modificado por

Lisis:

Colocar la muestra de tejido en un tubo eppendorf de 1.5 ml y deja secar por cerca de 2
horas o secar a 55°C

Posteriormente agregar:

e 410ul de Buffer de extraccidon n (Tris-Base-HCI, NaCl, EDTA y agua destilada)
e 90ul de SDS al 10%

e 15pl de Proteinasa K (10mg/ml)

Agitar la muestra por 1 minuto e incubar por 2 o 3 horas a 55°C

Precipitacion:

Centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos y conservar el sobrenadante. Agregar 200pl
de NaCl 5M y agitar hasta que se homogenice. Centrifugar a 14000 rpm durante 10
minutos y conservar el sobrenadante en un tubo nuevo. Agregar 60 ul de Acetato de

Sodio 3M y 650 pl de Isopropanol al 100%, frio e incubar a -20°C por dos horas.

Lavado y re suspensién

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.

104



Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos y conservar el pellet, secar a menos de 40°C

por al menos una hora. Por altimo re suspender el pellet con 50 pl de agua destilada. Se

puede calentar unos minutos hasta que se disuelva el pellet y agitar para mezclar.

Finalmente se conserva en refrigeracion.

ANEXO Il

Lista de haplotipos de Mugil cephalus encontrados a partir de las secuencias de

Citocromo oxidasa | mitocondrial en localidades del Golfo de México y Pacifico Mexicano.

Haplotipo | Localidad e individuo

H1 Avl Av2 Av3 Av4 Av8 Av9 Av10 Ap5S
Ap6 Ap9 Apl0 Apll Apl2 Apl3 Apl4 Ce3
Ced Ceb Ce7 Ce8 CelO Cell Cel2 Chl
Ch3 Ch4 Chb Ché Ch7 Ch9 Ch10 Co2
Co3 Co4 Ma2 Ma3 Mab5 Ma8 Ma9 Malo
Sa4d Sa5 Sa6 Sa8 Sa9 Mg6 Mg7 Mg9
Mg10 Pal Pa6 Tab Ta7 Ta8 Ta9 Tall
Tal3 Sil Si3 Si6 Sil12 Sil6 Sil18 Sil19

H2 Av7 Ch2 Mg8

H3 Ch8

H4 Ce5

H5 Ce9 Co7 Ma7 Mg5

H6 Ap7

H7 Ap8

H8 Sal

H9 Sa2

H10 Sa3

H11l Sa7 Sal0 Tab Tal0 Si2

H12 Col

H13 Co5

H14 Cob6

H15 Mal

H16 Ma4

H17 Ma6

H18 Ta2

H19 Tal2 Sil7

H20 Av5
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H21 Av6

H22 Mgll

H23 Pa3

H24 Si4

H25 Mzl Cu2

H26 Cul Cu3 Cu4d Cub Cub Cu8 Cu9 Culo
Mz2 Mz4 MZ5 Mz6 MZ7 Mz10 Su4 Sub
Su6 Su7 Su8 Sul0 Sul2 Sul3 Sul4

H27 Mz3

H28 Mz8 Mz9

H29 Cu7 Su3

ANEXO Il

Lista de haplotipos de Mugil cephalus encontrados a partir de las secuencias de la Regién

Control mitocondrial en localidades del Golfo de México.

Haplotipo | Localidad e individuo
H1l Avl Av8 Cel Sab Tab Tall
H2 Av2
H3 Av4
H4 Av5
H5 Av6
H6 Av7
H7 Av9
H8 Avll
H9 Av15
H10 Apl
H11 Ap2
H12 Ap3
H13 Ap4d
H14 Ap5
H15 Ap6
H16 Apl10
H17 Apll
H18 Apl2
H19 Apl3
H20 Ce2
H21 Ce3
H22 Ce4
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H23 Ceb
H24 Ceb
H25 CelO
H26 Cell
H27 Cel2
H28 Cel4d
H29 Chl
H30 Ch2 Mg8
H31 Ch4
H32 Chb
H33 Ché
H34 Ch7
H35 Ch8
H36 Chl6
H37 Ch19
H38 Ch20
H39 Col
H40 Co2
H41 Co3
H42 Co4
H43 Cob5
H44 Cob6
H45 Co7
H46 Mal
H47 Ma2
H48 Ma3
H49 Ma4
H50 Ma5b
H51 Ma7
H52 Ma8
H53 Ma9
H54 Mal4
H55 Mal5
H56 Sal
H57 Sa2
H58 Sa3
H59 Sa4
H60 Sab5
H61 Sa7
H62 Sa8
H63 Sa9
H64 Salo
H65 Sil

107



H66 Si2
H67 Si3
H68 Si4
H69 Si6
H70 Sil2
H71 Sil6
H72 Sil7
H73 Sil8
H74 Si19
H75 Mgl
H76 Mg?2
H77 Mg3
H78 Mg4
H79 Mg5
H80 Mg6
H81 Mg7
H82 Pal
H83 Pa3
H84 Tal
H85 Ta2
H86 Ta3
H87 Ta4d
H88 Tab6
H89 Ta7
H90 Ta9
H91 Ta2l
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