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Resumen

Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835), es una especie de pez blanco, endémica de
México, que habita de manera discontinua en sistemas 1énticos desde el Estado de México hasta
Nayarit, a lo largo de las cuencas del Rio Lerma-Santiago. Esta especie tiene importancia
bioldgica, econdomica y social ya que desde la época precolombina ha sido consumida por los
habitantes de la region. Hoy en dia, se han observado declives poblacionales aunados a
fragmentacion del habitat, sobreexplotacion, introduccion de especies exoticas y contaminacion de
los lagos en el Valle de México. El objetivo del presente trabajo fue evaluar dos poblaciones
silvestres (Tiacaque, Edo. México (T) y Tepuxtepec, Michoacan (Tx)) y realizar el cruzamiento de
las mismas poblaciones que se encuentran en cautiverio en la Planta Experimental de Produccion
Acuicola (PExPA), con la finalidad de determinar la existencia de barreras reproductivas en la F1,
su diversidad genética y morfologica, asi como comparar la diversidad con las poblaciones
silvestres y el lote reproductor; para orientar su manejo acuicola y contrarrestar la sobrexplotacion
de la especie, adémas de contribuir al conocimiento y conservacion de esta especie endémica.

Se llevaron a cabo fertilizaciones in vitro a través de la extraccion de gametos femeninos y
masculinos de organismos presentes de dos poblaciones en cautiverio en PExPA UAM-I.
(Tiacaque y Tepuxtepec). Se le dio seguimiento a la F1 durante el desarrollo temprano desde el
momento de la activacion del huevo hasta el periodo juvenil. Se cuantificé la sobrevivencia. El
analisis morfoldgico, consistio en el registro del tamafio corporal (LT, LNC) y el peso de los peces
(P). Los analisis genéticos consistieron en la evaluacion, por medio de analisis de diversidad y
estructura genética y analisis de parentesco, de una muestra de cada una de las poblaciones
silvestres, los juveniles y reproductores con ocho /oci microsatelitales nucleares.

La mayor sobrevivencia se presento en la cruza de T @ X Tx & con 17.47%, mientras que la
cruza de TxQ X T fue de solo 3%. La poblacion silvestre de Tepuxtepec presenté mayor nimero
de heterocigotos observados (Tx; Hg= 0.759), mientras que la F1 (PT) obtuvo el menor nimero de
heterocigos en todas las poblaciones analizadas Hg= 0.414. Todas las poblaciones mostraron un
numero significativo, positivo y alto en el coeficiente de endogamia (Fjs). Se observo una fuerte
estructura genética con tres pozas génicas diferenciadas (K=3), en donde las poblaciones silvestres
T y Tx presentan cada una su propia poza génica, mientras que los individuos en cautiverio
(reproductores y F1) comparten una misma poza génica con flujo génico entre ellas. La fuerte
estructura poblacional y la pérdida de heterocigotos sugiere una tendencia hacia la adaptacion al
entorno cautivo, un proceso de efecto fundador y por lo tanto una perdida de diversidad genética;
mientras que en las poblaciones silvestres, la perdida de variacion genética puede ser debido a la
fragmentacion y perdida del habitat, a eventos de cuello de botella, deriva génica y un bajo tamafio
efectivo poblacional, relacionado con la historia evolutiva de la especie. Se sugiere, considerar
estos resultados para orientar la eficiencia en las practicas del manejo de la especie tanto en
cautiverio como en las poblaciones silvestres.

Palabras Clave: Chirostoma humboldtianum; fertilizaciones in vitro; loci microsatelitales; ontogenia, diversidad
genética; exogamia,; endogamia, estructura genética.



Introduccion

El sistema Lerma-Santiago en la Mesa Central de la Republica Mexicana se considera de
gran importancia, ya que su larga historia de inestabilidad geologica y fisiografica ha ocasionado
anastomosis de rios y separacion de cuencas, lo que ha propiciado una dispersion caracteristica y el
desarrollo de un gran centro ictiologico de endemismos en el pais (Miller y Smith, 1986). Un
ejemplo lo constituye el género Chirostoma, que pertenece a la familia Atherinopsidae,
conformado por 18 especies y 6 subespecies (Barbour, 1973a) y es un taxén controversial en
cuanto a su origen, colonizaciéon y diversificacion en el Altiplano mexicano. La especie
Chirostoma humboldtianum, habita en la region del Rio Lerma, que se caracteriza por un alto
grado de urbanizacion e industrializacion. Esto afecta en diferente grado la calidad del aire, agua,
suelo y a las comunidades biologicas que se desarrollan en la misma. C. humboldtianum fue la
primera especie ictica descrita por la ciencia en México y es una de las especies de peces blancos
que conserva el patron de distribucién més antiguo del género Chirostoma (Barbour, 1973b; Paulo-
Maya et al.,, 2000). Los procesos de diversificacion del género estan relacionados con la
especializacion del aparato mandibular (Paulo-Maya et al., 2000), sin embargo, existe un escaso
niumero de estudios sobre la cruza entre poblaciones de la misma especie con diferentes
caracteristicas fenotipicas y genotipicas. En ese sentido, el objetivo del presente trabajo es evaluar
aspectos relacionados con la presencia de mecanismos de aislamiento reproductivo durante el
desarrollo temprano entre cruzas reciprocas de dos poblaciones de C. humboldtianum procedentes
del Alto Lerma y el comportamiento de la diversidad génetica entre progenitores y progenie con la

idea de seleccionar organismos adecuados para cultivo acuicola y repoblacion.



Antecedentes

Historia evolutiva del género Chirostoma

El género Chirostoma, perteneciente a la familia Atherinopsidae (Dyer y Chernoff, 1996;
Nelson et al., 2016), es endémico de la Mesa Central de México (Barbour, 1973b; Echelle y
Echelle, 1984). De acuerdo con Barbour (1973a), se encuentra divido en dos grandes grupos sin
valor taxonémico, el grupo Jordani, que incluye a especies con valores morfométricos y meristicos
altos: C. jordani, C. humboldtianum, C. patzcuaro, C. chapalae, C. consocium, C. estor, C.
grandoucle, C. lucius, C. sphyraena 'y C. promelas y el grupo Arge, por lo general con valores
meristicas menores e incluyen a: C. arge, C. melanocus, C. riojai, C. charari, C. attenuatum, C.
bartoni, C. labarcae y C. aculeatum.

Existen diversas teorias evolutivas del género Chirostoma. De acuerdo con Barbour
(1973b), y con base en 19 caracteres morfométricos y 9 meristicos propone un origen difilético
(grupo Jordani y Arge) en donde describe que, durante el Terciario y principios del Pleistoceno, el
ancestral Rio Lerma probablemente fluyo6 hacia el oeste, quizas a través de una serie de lagos, hasta
el Océano Pacifico. La elevacion de la Mesa Central durante el Pleistoceno medio produjo una
fragmentacion en los sistemas fluviales y una especie antigua relacionada con Menidia quedd
atrapada en aguas continentales la cual dio origen al grupo Jordani. Ademas propone dos centros de
evolucion para el grupo Jordani: la cuenca de Chapala y los lagos Uruapan-Patzcuaro y Zirahuén,
Michoacén. Por otro lado, postula que un ancestro relacionado con la especie Melaniris dio origen
al grupo Arge (constituido por charales). También se menciona que las especies del grupo Jordani
fueron las que diversificaron primero, probablemente a través de una especie muy similar a las
poblaciones orientales de C. humboldtianum. Mientras que las especies del grupo Arge ocuparon

los ultimos nichos vacios de pequefias especies en las comunidades lacustres.
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Por su parte, Miller (1966) y Miller y Smith (1986) proponen que entre el Plioceno y el
Pleistoceno, una especie relacionada con el género Menidia penetrd al territorio mexicano en donde
hubo una dispersion ictica colonizadora en un sentido longitudinal de este a oeste de organismos
que provenian del rio Bravo desde la costa del Atlantico, que se encontraba conectado con la Mesa
Central a través de un rio que posiblemente se dirigia hacia el sur y dicha especie ancestral quedd
atrapada en aguas continentales. Echelle y Echelle (1984), con andlisis fenético y cladistico con
marcadores moleculares de isoenzimas, resuelven una topologia difilética y mencionan que formas
similares a Menidia invadieron la Mesa Central a través de los rios de la Costa del Golfo al Sur del
Rio Grande y concluyen que el género Chirostoma tienen un ancestro en comun con Menidia, no
compartido con ningln otro género de aterinopsidos.

Recientemente se han realizado diversos estudios filogenéticos del orden Atheriniformes,
en donde la monofilia del género Chirostoma es apoyada por diez rasgos morfologicos
sinapomorficos (Dyer y Chernoff, 1996). Asi como también respaldada por anélisis moleculares de
mitogenomas (Setiamarga et al., 2008) y mediante andlisis de citocromo b, nd2 y RAG-1(Bloom et
al., 2009, 2012, 2013). De acuerdo con Campanella et al. (2015) la distribuciéon actual de los
Atheriniformes es mas probable que sea el resultado de una dispersion oceanica. Esta hipotesis es
consistente con el amplio rango de tolerancia a la salinidad mostrado por los miembros de este
grupo (Bloom et al., 2013; Campanella et al. op. cit.). Existe evidencia en donde los autores
mencionan que los linajes marinos podrian pasar a un estado dulceacuicola (y viceversa) a través
de un estado intermedio por medio de diferentes adaptaciones a lo largo del tiempo (De Faveri et
al., 2011; Jones et al., 2012; Bloom et al., 2013) lo cual conlleva al proceso de especiacion.
Ademas, dentro de Atherinopsidae, en las subfamilias Atherinopsinae y Menidiinae se reportd una
alta probabilidad (76%) de que su ancestro fuese una especie marina.

De acuerdo con Bloom et al. (2013) y Campanella et al. (2015), el tiempo de divergencia de
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los Atherinopsidae es de 36.94 millones de afios (ma), mientras que para Menidiinae se estimo un
tiempo de divergencia de 26.89 ma, el género Chirostoma se resuelve como monofilético y el mas
reciente con una divergencia de 0.52 ma. Los ultimos autores calibraron el reloj molecular
utilizando tres fechas fosiles y se puede observar que Chirostoma humboldtianum, se resuelve
como la especie basal o més antigua de los peces blancos. En el trabajo descrito, concluyen que las
transiciones de los peces marinos al agua dulce, da como resultado una especiacion acelerada y esta
especiacion en la Mesa Central mexicana, fue el resultado de una oportunidad ecolédgica para la

diversificacion debido a una reducida competencia.

Sujeto de estudio

Clasificacion taxonémica Chirostoma humboldtianum (Barbour, 1973a )
Reino:  Animalia
Filo: Chordata
Clase:  Actinopterygii
Orden: Atheriniformes
Familia: Atherinopsidae

Género: Chirostoma
Especie: Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835)

Descripcion morfologica

Su longitud maxima es aproximadamente de 200-250 mm; cuerpo esbelto; hocico romo o
subtriangular, una mandibula inferior que se proyecta levemente; dientes pequefios conicos,
ocasionalmente presentes en vomer; escamas de lineas laterales con canales; escamas predorsales
ligeramente puntiagudas. El tamafio de la cabeza es de 25.6 a 34.2 cm; la longitud de la cabeza
postorbital es de 12.2-16.8; longitud del ojo, 4.6-7.8; el tamafo de la boca es de 8.4-13.4; la
longitud de la mandibula, 9.5-15; las branquiospinas, 19-28 (x= 23); longitud del hocico a la aleta
pélvica, 40.9-51.2 (x= 44.0); longitud de la base de la aleta anal 17.1-22.2 (x=19.4); escamas

laterales medias, 47-73 (x=60); escamas predorsales, 24-50 (Barbour, 1973a).

12



De acuerdo con Alarcon-Duran et al. (2017) en donde se evaluaron seis poblaciones de C.
humboldtianum mediante morfometria geométrica, se encontraron diferencias significativas en la
altura del cuerpo y la separacion de las aletas dorsales, siendo la poblacion de Tepuxtepec,
Michoacdn y San Pedro Lagunillas, Nayarit, las mas divergentes, mostrando una figura mas
diferenciada. Mientras que las poblaciones de Tiacaque, Villa Victoria, Estado de México, y
Zacapu, Michoacan, mostraron una mayor similitud. Dos de estas poblaciones (Tepuxtepec y
Tiacaque) son las que se utilizaran en este trabajo, ya que morfoldégicamente son las que presentan

una mayor divergencia.

Distribucion y habitat

Las provincias biogeograficas que abarcan el area de distribucion del género Chirostoma
son: La Provincia de la Sierra Madre Occidental (PSMO), el Eje Neo Volcanico (ENT), el
Altiplano Sur (AS) y la Mesa Central (MC) la cual surgi6 durante el Eoceno. La MC se encuentra
en el extremo sur de la meseta mexicana, entre las grandes cadenas montafiosas, la Sierra Madre
Oriental y la Sierra Madre Occidental, y se extiende desde el Rio Grande (Rio Bravo) hasta el eje
Neo Volcanico, que se extiende entre los paralelos 19 y 20 (Echelle y Echelle, 1984). En la
actualidad, el sistema fluvial Lerma-Santiago, es la principal cuenca de la Mesa Central. El Rio
Grande de Santiago, que desemboca en el océano Pacifico, se origina en el extremo oriental del
lago de Chapala, cerca de la desembocadura del rio Lerma, que desemboca en el lago de Chapala,
al este. La Mesa Central también posee una gran cantidad de cuencas interiores. Incluyen el Valle
de México, y los Llanos de Puebla al este, los Lagos Santa Maria y Juan Acatlan al oeste, el Valle
de Tocumbo cerca de la cuenca del Lago de Chapala, y los lagos Zirahuén, Patzcuaro y Cuitzeo, en

Michoacan (Echelle y Echelle, 1984).
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Chirostoma humboldtianum es la Unica especie del género que presenta la mas amplia
distribucion de manera natural (Figura 1) y la que conserva el patron de distribucién mas antiguo
del género Chirostoma (Barbour, 1973b), su distribucion es discontinua a lo largo de la cuenca del
Rio Lerma-Santiago desde el Estado de México hasta Nayarit, siendo altamente disyunta, ya que
habita desde la vertiente del Pacifico, cuenca del rio Lerma (incluida la Laguna de Zacapu), la
Laguna Santa Maria (afluente del rio Grande de Santiago), sureste de Tepic, Nayarit (extirpado);
cuencas interiores, lagos en el Valle de México (extirpado); Laguna de Juanacatlan, al norte de
Barra de Navidad, Jalisco y la Laguna San Pedro Lagunillas, Nayarit. Habita en sistemas lénticos y
canales asociados (Barbour, 1973b) con temperaturas que oscilan de 6 a 25 °C.

De acuerdo con Paulo-Maya et al. (2000) la especie tiene preferencia por la zona limnética
en aguas superficiales; en cuerpos de agua del Alto Lerma se encuentra entre 2170 msnm y 2552
msnm y en temperaturas entre 19° C y 25° C, oxigeno disuelto de 6.7 mg 1y 7.5 mg 1" y pH de
7.5 a 8.2; sulfatos de 14 mg 17" a 26 mg 17'; nitratos entre 0 mg 17" y 4.4 mg 1°'; fosfatos de 1.1

mg 17" a 1.58 mg 1" (Chéavez-Toledo, 1987; Diaz-Pardo y Chéavez-Toledo, 1987).
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Figura 1. Mapa de distribucion de diferentes presas y lagos en donde se encuentra la especie Chirostoma humboldtianum.
Tomado de Garcia-Martinez et al. (2015) y Urbina-Sanchez et al. (2016).

Biologia reproductiva de Chirostoma humboldtianum

Es una especie ovipara, tiene una longevidad de 3 afos, en vida silvestre las hembras
alcanzan su madurez sexual a los 9 meses, con desove asincronico durante todo el afo, con un pico
marcado, de marzo a agosto, la época reproductiva es de seis meses (Blancas-Arroyo et al., 2003;
Paulo et al., 2000), mientras que en cautiverio y particularmente para los organismos de la

poblacion de Tiacaque, su periodo de reproduccion inicia al alcanzar, en promedio, 133.9 + 2.3 mm
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de talla, que corresponde a un afio de edad aproximadamente, presentando sélo una época de
desoves durante el afo, la cual da inicio en los primeros meses del afio y se extiende hasta julio y
agosto (Blancas-Arroyo et al., 2003, 2004, 2008). La reproduccion se lleva a cabo cerca de la
superficie en areas bien oxigenadas, con poca accion de las olas y vegetacion sumergida, que sirve
de sustrato para la puesta de huevos (Blancas-Arroyo et al., 2004).

Los testiculos de C. humboldtianum son 6rganos pares, alargados, compactos, de aspecto
lanceolado, color blanco cremoso, cubiertos por una tinica albuginea; localizados en la region
dorsal de la cavidad abdominal, conforme se desarrollan, cubren el tubo digestivo y llegan a ocupar
la mayor parte de la cavidad abdominal (Uria et al., 1998). Histologicamente, estdn revestidos por
la tinica albuginea, de tejido conjuntivo denso e irregular con escasas fibras coldgenas, fibroblastos
y células pigmentarias, estas células se proyectan al interior de la génada formando, septos que
dividen el testiculo en lobulos. Los 16bulos son de aspecto irregular y la longitud depende del
estadio de madurez, en conjunto forman el elemento tubular del testiculo. Los tubulos se disponen
en forma radial en relacion con los conductos eferentes, los cuales conducen a los espermatozoides
al conducto principal. Cada tibulo tiene numerosos cistos, asincronicos, delimitados por células de
Sertoli. Conforme se alcanza la madurez gonédica los cistos se abren hacia los conductos eferentes

y vacian el contenido espermatico (Uria et al. 1998).

Evaluacion del desempeiio de Chirostoma humboldtianum en cautiverio.

La alimentacion es un factor determinante para la cria de peces, particularmente durante las
primeras semanas de desarrollo, aunque los esfuerzos se han dirigido hacia el cultivo intensivo de
esta y otras especies, éstas no han tenido el éxito esperado (Chacén y Rosas, 1995), debido a
factores como: la alta mortalidad durante las primeras etapas de desarrollo, causada por la falta de
un alimento adecuado para las etapas larvarias y la falta de conocimiento sobre aspectos

morfoldgicos y fisiologicos involucrados en el proceso de alimentacion (Figueroa-Lucero et al.
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2004). De acuerdo con Navarrete y Chazaro (1992) Chirostoma humboldtianum es una especie
zooplanctofaga cuando es pequena y se vuelve zoobentofaga conforme crece.

En un estudio realizado por Figueroa-Lucero et al. (2004) en donde se evalud el
crecimiento, la supervivencia y el desarrollo de la mandibula en las larvas en cautiverio de C.
humboldtianum (Poblacion Tiacaque) alimentadas con tres especies de rotiferos, Brachionus
rubens, B. calyciflorus y B. plicatilis; se observd una relacién entre el tamafo de la boca y la
longitud notocordal, asi como entre el ancho y la longitud de la mandibula. Por otro lado, la
mortalidad que se observo para el periodo de crecimiento fue inferior al 20% en todos los
tratamientos y se concluye que la mayor ganancia de crecimiento se observo cuando las larvas de
peces fueron alimentadas con el rotifero B. rubens, el cual es un excelente alimento para el cultivo
de estas larvas, debido a su contenido en nutrientes y la facilidad de cultivo, lo que a su vez
favorece el desarrollo de técnicas intensivas de cultivo con el objetivo de manejo y conservacion de
esta especie. Los resultados anteriores concuerdan en gran medida con otro estudio realizado por
Elias-Fernandez et al. (2008), en donde hacen mencion que Chirostoma humboldtianum, en época
juvenil, consumié 21 tipos de organismos; rotiferos, cladoceros, copépodos (los oOrdenes
Cyclopoida y Calanoida), hemipteros, dipteros (quirondémidos), tricopteros y coledpteros. En el

trabajo concluyen que el grupo més consumido en las primeras tallas fue el de los rotiferos.

Estudios genéticos en Chirostoma humboldtianum

Existen diversos estudios moleculares en donde los autores mencionan importantes
diferencias morfoldgicas y genéticas en las poblaciones de C. humboldtianum (isoenzimas y
secuencias de 16S y Citocromo b; Barriga-Sosa, 2001; Barriga-Sosa et al., 2002). Recientemente,
Garcia-Martinez et al. (2015) analizaron la genética de poblaciones de C. humboldtianum,
utilizando secuencias de ADN mitocondrial e incluyendo muestras de ubicaciones a lo largo de

toda la distribucion de la especie; encontraron evidencia de una fuerte estructura genética,
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detectando la presencia de al menos seis pozas génicas, las cuales son candidatas para ser
preservadas como Unidades Evolutivas Significativas (ESU); ya que cada una de estas poblaciones
contiene una parte de la variacion genética total de la especie, se encuentran reproductivamente
aisladas y por sus caracteristicas Uinicas a nivel morfologico y genético (Garcia-Martinez, et al.
2015). Definir ESU es un objetivo principal para los programas de conservacion (Waples, 1992;
Vrijenhoek 1998). Dado que no todas las poblaciones en peligro de extincién pueden contar con
proteccion, algunas poblaciones o especies pueden recibir prioridad de gestion en funcidén de su
grado de diversidad, singularidad evolutiva, o valor con respecto a otras poblaciones (Crozier y
Kusmierski, 1994; Vrijenhoek 1998). En dicho estudio se analizaron 135 secuencias de la region
control de la mitocondria (RC) y se encontraron un total de 60 haplotipos de los cuales 38 fueron
unicos, 28 haplotipos fueron compartidos entre las localidades de Tiacque, Villa Victoria, Estado
de México, Tepuxtepec, Laguna de Zacapu, y San Juanico, Michoacdn. Mientras que para el
citocromo b (Citb), el haplotipo mas frecuente lo comparten 18 individuos de la localidad de
Tiacaque, Villa Victoria y Tepuxtepec. La diversidad haplotipica total para la RC fue 7 =0.945 y
la diversidad nucleotidica de m= 0.035. Para el Citb fue de # = 0.940 y n= 0.005. Para el presente
trabajo se utilizarén los organismos de las poblaciones de Tiacaque y Tepuxtepec, por lo que se
describe con mayor claridad los pardmetros de su diversidad genética en la Tabla 1.

Asimismo, se han analizado a las mismas poblaciones con ocho /oci microsatélitales aislados a
partir de una genoteca enriquecida (Garcia-Martinez et al. 2014). Dicho estudio evidencié que
todos los /oci se encuentran fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg y los estimadores de la
diversidad genética mostraron valores bajos de riqueza alélica, lo que los autores proponen que
podria indicar que las poblaciones no son tan grandes y que la deriva génica esté actuando. De un
total de 288 individuos genotipados se obtuvieron 169 alelos distintos. El valor mas alto y

significativo de Fsr pareada se observd entre el par Presa Tiacaque — Presa Tepuxtepec (0.3946).
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Se observa que existe exogamia en algunos /oci para estas mismas poblaciones, las cuales son
objeto de estudio en el presente trabajo, y postulan que lo anterior puede ser atribuido a la
hibridacioén intraespecifica, es decir, a la cruza de dos genotipos o razas diferentes (Garcia-
Martinez et al. 2015). Asi mismo, los autores sefialan eventos de cuellos de botella, lo cual resulta
en una reduccion del tamafio poblacional causando desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg

por deficiencia de heterocigotos.

Tabla 1. Diversidad mitocondrial con RC y Cith asi como con ocho loci microsatélites nucleares en las poblaciones de Tiacaque y
Tepuxtepec*. N= niimero total de organismos muestreados, H,= Diversidad haplotipica, n= Diversidad nucleotidica. RA= riqueza
alélica, Hy= heterocigosis observada, Fs= coeficiente de endogamia.

Region Control Citocromo b Ocho loci microsatelitales
Localidad N Haplotipo H, T N Haplotipo H, T RA Hy Fis
Tiacaque 21 1 0 0 15 1 0 0 9.36 0.66 0.51
Tepuxtepec 25 12 0.920 0.0247 23 10 0.862 0.0029 791 0.59 0.25

*reportados por Garcia-Martinez (2014), Garcia-Martinez et al. (2015)

En otro estudio reciente, realizado por Urbina-Sanchez et al. (2016), se describe la variacion
cariotipica en C. humboldtianum, en donde se estudian las mismas seis poblaciones que en trabajos
previos (Garcia-Martinez et al. 2015; Alarcon-Duran et al. 2017) y en el cual se describe a la
especie como diploide (2n = 48) con variacion en el nimero fundamental y formula cromosémica
en sus poblaciones. Se menciona que la variacion del cariotipo intraespecifico es causada por
reordenamientos de las inversiones de tipo pericéntrico y podria estar asociada a su distribucion
discontinua. También se determinan dos citotipos para la poblacion de Tepuxtepec y uno para la
poblacion Tiacaque (Tabla 2, Figura 2), en donde ademads se encontrd un organismo poliploide, lo
cual sugiere que puede ser resultado de un mecanismo autopoliploide donde el complemento

cromosOmico podria derivarse de una sola especie parental.
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Tabla 2. Citotipos y formulas cromosomicas para organismos de C. humboltianum de las poblaciones Tepuxtepec y Tiacaque.
ND = numero diploide; NF = niimero fundamental; FC = formula cromosomica. M=metacéntrico; Sm= submetacéntrico;

St=subtelocéntrico; T=telocéntrico (Tomado de Urbina-Sanchez et al. 2016).

Citotipo ND NF FC Morfologia de los pares

1 2 3 4 5 6-24

Tiacaque 2n =48 58 6M+4Sm+38T Sm Sm M M M T
Tepuxtepec CI 2n =48 58 8M+2Sm+38T Sm M M M T
Tepuxtepec CII 4n =96 116 8M+2St+38T St M M M M T
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Figura 2. Cariotipos e idiogramas de Tiacaque (A) y Tepuxtpec (Cy D). Tomados de Urbina-Sanchez et al. (2016).
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Marco Teorico

Acuicultura e hibridacion

La acuicultura en México se reduce casi exclusivamente y en primer lugar al cultivo de
camaron, con una produccion de 130, 344 toneladas (ton); tilapia, 117, 806 ton; ostion, 53, 370
ton; carpa, 32, 122 ton; y trucha, 8, 388 ton. De las especies endémicas y de importancia acuicola
como Chirostoma estor se producen Unicamente 68 toneladas (FAO, 2016). Dentro del sector
acuicola se exportaron en 2016 un total de 189,806 toneladas de productos pesqueros de especies
como camardn, atin, langosta, abulon, jaiba, almeja, entre otros, representando un valor en el
mercado de 1, 135 millones de délares (SAGARPA, 2017).

Una alternativa, para diversificar la produccién piscicola nacional es incorporar nuevas
especies a los sistemas de cultivo. Sin embargo, desde el punto de vista biologico la introduccion
de especies no siempre conlleva a buenos resultados, ya que las especies exdticas son consideradas
la segunda causa de pérdida de biodiversidad y se estima que la acuicultura es responsable del
40%. Para obtener una mayor produccion o un mejor desempefio acuicola, muchos centros de
produccion de peces han optado por la formacion de cruzas de la misma o de diferentes especies,
en donde “el vigor hibrido” o ventaja del heterocigoto, puede optimizar la produccion con mayores
crecimientos, resistencia a enfermedades, como efecto de la combinacion de caracteres de sus
parentales, mediante la exogamia (Echelle et al., 2014). En acuicultura el uso de hibridos en los
cultivos comerciales se ha incrementado, buscando en el hibrido una mayor tolerancia a la
variacion de las condiciones ambientales y un mejor desempefio acuicola que en las especies
parentales (Rodriguez-Pulido, 2016). El término hibrido se define como el descendiente de
individuos de constitucion genética (genotipos) distinta. También se refiere comiinmente a hijos de

padres de especies u otras categorias taxonoémicas diferentes (Rodriguez-Pulido op. cit.).
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En la naturaleza existe la hibridacién natural. Mallet (2005) demostré el papel de la
hibridacion en la formacion de nuevas especies, difiriendo de los primeros evolucionistas, quienes
la consideraban como una amenaza al aislamiento y especiacion, ya que como zodlogos
consideraban necesario el aislamiento del flujo génico para poder mantener las especies
(Dobzhansky et al., 1968; Mayr 1989). Mallet (2005) establecié que entre un 6 y 10 % de
hibridacién ocurre en poblaciones animales y es de gran peso en el fenémeno de islas. La
hibridacion intraespecifica es ampliamente aceptada por botdnicos, a pesar de que el flujo de genes
puede reducir la habilidad para que la poblacion se adapte a las condiciones locales. Generalmente
hibridos interespecificos suelen darse en especies que divergen alopatricamente y por algin evento
se encuentran luego en simpatria. Sin embargo, para contrarrestar los procesos de hibridacion,
existen mecanismos de aislamiento reproductivo, los cuales impiden que dos especies diferentes se
crucen; conocidos como mecanismos de aislamiento precigbtico y postcigotico. Entre los
mecanismos precigoticos, se pueden mencionar los aislamientos de tipo: mecénico, ecoldgico, por
especificidad de los polinizadores, gamético, etoldgico o sexual, temporal o estacional y el
aislamiento por barreras de incompatibilidad (Badii et al., 2007). Mientras que dentro de los
mecanismos de aislamiento postcigético, que impiden que los cigotos lleguen a desarrollarse, o que
los hibridos alcancen el estado adulto, destacan: la inviabilidad de los hibridos, esterilidad genética,
cromosoOmica o segregacional y el deterioro de la segunda generacion hibrida (Badii et al., 2007).

Algunos de los ejemplos conocidos de hibridacion natural en peces han sido descritos por
Slastenenko (1957) quien enumera 212 combinaciones hibridas de las cuales solo 30 son de peces
marinos o salobres. Desde la década de los afios 50, muchos investigadores han reportado la
produccion artificial de hibridos interespecificos e intergenéricos entre peces en la generacion F1
(Buss y Wright, 1958; Suzuki, 1957; Clark, seria et al., 1954; Hubbs y Strawn, 1957; Rubinoff y

Shaw, 1958).
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Dos hibridos naturales han sido reportados en la familia Atherinopsidae: Chirostoma
chapalae X C. consocium (Jordan y Hubbs, 1919) y Menidia menidia (Linnaeus) X M. beryllina
(Cope) (Gosline, 1948; Jordania y Hubbs, 1919).

Hubbs y Drewry en 1959 realizaron una hibridacion producida artificialmente de Menidia
beryllina @ X Membras martinica &, el primer trabajo realizado con cruzas intergénicas en
Atheriniformes. La fertilizacién se produjo en pocos huevos. Cuatro de estos eclosionaron en
cuatro dias aproximadamente a 29 °C y 30 partes por mil (ppt) salinidad. Estos peces murieron
cinco dias después de nacer. Se reportd la ausencia de aparentes deformidades en los hibridos
intergenéricos. Por su parte, Rubinoff en 1961 realiz6 experimentos de hibridacion utilizando tres
especies, Menidia menidia, M. beryllina y Membras martinica, en varias combinaciones. En la
mayoria de los casos las tasas de supervivencia fueron bajas en los hibridos lo cual atribuyeron a
una condicion fisioldgica de los huevos de Menidia y Membras. En el presente trabajo se realizaron
las cruzas intraespecificas de dos poblaciones silvestres de C. humboldtianum con el fin de obtener

una progenie con heterosis o vigor hibrido.

Ontogenia

La ontogenia describe los cambios durante el desarrollo de un organismo desde la fecundacion
del cigoto hasta la muerte (Gilbert, 2000). La teoria de la ontogenia saltatoria (Balon, 1986)
describe los cambios y procesos del desarrollo a través de su historia de vida, los cuales son a partir
de “pasos” que son intervalos estables de la ontogenia y como estos procesos suceden en relacion
con su ambiente. Los pasos estan separados por umbrales, que son cambios cuantitativos que se
suman en cambios cualitativos sincrénicos y que en conjunto, dan lugar a cambios funcionales
abruptos en la ontogenia; éstos dardn lugar a una nueva relaciéon ambiental y posteriormente, a un
nuevo paso en el desarrollo (Balon, 1985; Hernandez-Rubio, 2009). Estos cambios en la estructura

y la funcién de un organismo se acumulan hasta que se encuentran las restricciones de desarrollo.
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Balon (1985) ha desarrollado un modelo de ontogenia de la historia de la vida en peces como
representacion jerarquica del desarrollo. En este modelo, el término "etapa" se usa para describir un
estado instantdneo de la ontogenia, mientras que los términos 'paso’, 'fase' y 'periodo' se refieren a
intervalos ontogénicos durante el desarrollo (Balén 1985). Los cambios en varios pardmetros
durante los umbrales menos estables en la historia de vida puede resultar en la bifurcacion de la
evolucion durante la ontogenia (Balon, 1990). Un conocimiento detallado de las diferencias intra e
interespecificas en ontogenia puede orientarnos a realizar inferencias sobre barreras de aislamiento
reproductivo y los mecanismos responsables de la divergencia filogenética de nuevas especies
(Oster & Alberch, 1982). El ciclo de la vida en los peces se explica con base en sus caracteristicas
fisioldégicas y morfologicas dado que presentan cambios que describen pasos, fases, etapas o
periodos del desarrollo. En general los periodos del embrion, larva, juvenil y adulto pueden
englobar cada aspecto de su ontogenia y como estan estrechamente relacionados con su habitat

(Macpherson, 1998; Alarcon el al. 2017).

Conservacion in situ'y ex situ

La conservacion de flora y fauna se desarrolla de dos maneras basicas: una dentro del habitat
natural de las especies o conservacion in situ y la segunda es fuera del habitat, es decir
conservacion ex situ. Los zooldgicos, museos, colecciones, jardines botdnicos y acuarios o
practicas acuicolas, representan centros clave para la conservacion de la biodiversidad (Gutiérrez

Guerrero, 2014).

Genética de la conservacion
Sir Otto Frankel (1900-1998) fue el que reconoci6 los factores genéticos en la biologia de
la conservacion (Frankham, 1995). Sin embargo, el nacimiento de esta subdisciplina se

circunscribe a la década de 1970 (Frankel 1970 y 1974). En 1980, Michael Soulé tuvo una
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profunda influencia en el desarrollo de la biologia de la conservacion como tarea multidisciplinaria.
Existen siete preocupaciones genéticas en la biologia de la conservacion: (a) depresion por
endogamia, (b) acumulacién y pérdida de mutaciones deletéreas, (c) pérdida de variacion genética
en pequefias poblaciones, (d) adaptacion genética al cautiverio y su efecto en el éxito de la
reintroduccion, (e) depresion de la exogamia, (f) fragmentacion de las poblaciones y reduccion de
la migracion, e (g) incertidumbres taxondmicas y la introgresion. El desafio de la biologia de la
conservacion es aumentar el conocimiento de las complejas redes causas-efectos (tamano
poblacional, variacion genética, servicios ecosistémicos y probabilidad de extinciones locales en

las poblaciones) para poder prevenir el dafo y el deterior a las especies (Frankham, 1995).

Herencia genética y Principio Hardy-Weinberg

Entre 1856 y 1863, el monje agustino Gregor Mendel realizd experimentos con plantas de
guisantes. Mendel demostré que los fenotipos son determinados por unidades discretas que se
heredan intactas y sin cambios a través de las generaciones. Su hipdtesis fue suficiente para
explicar tres observaciones comunes: (i) el fenotipo algunas veces es idéntico entre los padres y la
descendencia; (i7) el fenotipo de la descendencia puede diferir de la de los padres; y (iii) fenotipos
“puros” de generaciones ancestrales podrian saltar generaciones y reaparecer en generaciones
posteriores. Fue Mendel quien establecio la primera y la prediccion mas fundamental de la genética
de poblaciones: Frecuencias esperadas del genotipo y postul6 las llamadas “Leyes Mendelianas” en
donde la primera Ley de Mendel predice una segregacion de alelos independiente en un solo locus:
dos miembros de un par de genes (alelos) segregan por separado en los gametos ya que la mitad de
los gametos llevan un alelo y la otra mitad llevan el otro alelo. La segunda Ley de Mendel predice
la herencia independiente de multiple /oci: Durante la formacion de gametos, la segregacion de

alelos de un gen es independiente de la segregacion de alelos de otro gen. Mendel concluyo6 que la

25



proporcion de una segregacion fenotipica es de 9:3:3:1 y es la misma que la combinacion de dos
fenotipos independientes 3:1; 3:1x 3:1=9:3:3:1 (Hamilton, 2009).

El principio de Hardy-Weinberg es un modelo nulo en sistemas diploides que segregan de
manera Mendeliana y se reproducen sexualmente. Emplea los fundamentos de la probabilidad
permitiéndonos entender la genética de las poblaciones a través de los cambios en las frecuencias
alélicas, genotipicas y los mecanismos evolutivos que actiian en una poblacion (Hamilton 2009). El
principio se describe como la distribuciéon de las frecuencias genotipicas en una poblaciéon en
funcion de las frecuencias alélicas. Este modelo nulo asume que en una poblacion ideal las
frecuencias alélicas no cambian, si cumplen cuatro condiciones: 1) El tamafio poblacional es
infinitamente grande; 2) Los apareamientos son azarosos; 3) Todos los alelos tienen la misma
probabilidad de heredarse; 4) No hay flujo génico por lo que no se incorporan genes nuevos a la
poza génica; 5) no hay mutaciones (Hedrick, 2005).

En organismos diploides cada gen tiene dos copias: una que proviene de la hembra y la otra del
macho. En el modelo, para cada gen existen dos alelos (4 y @) mientras que el gen particular se le
denomina locus (Eguiarte, 1986). Bajo este modelo después de una generacidon con apareamiento al

azar, las frecuencias genotipicas esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg seran:

A a
A AA Aa
a Aa aa

Donde A4 son los individuos con el genotipo homocigo dominante (D). Los individuos Aa
representan al genotipo heterocigo (H), y los individuos aa presentan el genotipo homocigo
recesivo (R). La suma de los tres genotipos es el nimero total de individuos en la poblacion (N),
con los cuales se pueden calcular las frecuencias genotipicas:

D= NAA H= NAa R= Naa
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Una vez obtenidas las frecuencias genotipicas, se calculan las frecuencias alélicas; la proporcion

669

total del alelo A (f(A) o frecuencia alélica “p”) y la proporcion total del alelo a (f (a) o frecuencia
alélica “q”’) con la siguiente formula:

F(4)=p=D+ > H fla)=g=R+ %2 H  pt+qg=1

A partir de cualquier frecuencia genotipica inicial (D, H, R) en la siguiente generacion se daré
la relacion: D=p’; H=2pq; R=q’

(0’ +2pq+q’=1)

Por lo tanto, en una poblacion ideal, en donde se cumplen las cinco condiciones, ninguna fuerza
evolutiva esta actuando, es decir, la poblacion esta bajo el Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Generalmente no se cumplen estas condiciones de una poblacion ideal, debido a la dindmica

historia evolutiva y demogréfica de las poblaciones (Hamilton, 2009; Hedrick, 2005).

Variacion Genética

La diversidad genética se refiere a la variedad de alelos, genotipos y fenotipos presentes en
cierta especie (Hedrick, 2005; Hamilton, 2009). La diversidad genética es necesaria para que las
poblaciones se adapten a cambios en el medio ambiente. Esta diversidad se ve reflejada en la
morfologia, el color, las conductas y es resultado de la variacion en las secuencias de DNA y los
efectos ambientales. En algunas poblaciones silvestres las especies suelen tener una amplia
diversidad genética, pero por lo general es reducido en especies en peligro de extincion (Frankham,
2004; Frankham et al., 2009). En algunos casos se ha optado por resguardar poblaciones naturales
que se encuentran vulnerables o en peligro de extincién, manteniéndolas en cautiverio (Frankham
et al., 2009). Sin embargo, un problema recurrente en el establecimiento de las poblaciones en
cautiverio es el nimero de individuos fundadores con los que se inicia la poblaciéon. Se estima que

se requieren un minimo de 30 a 40 individuos fundadores para tener una muestra representativa de
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la variacién genética que se encuentra de manera silvestre (Frankham et al., 2009; Gutiérrez
Guerrero, 2014). La variacion genética es la fuente promotora de la evolucion de las especies, la
evolucion no puede ocurrir si no hay diversidad genética, la supervivencia de las especies depende
en gran medida de su variacion genética (Frankham et al., 2009). Esta se puede cuantificar
evaluando los diferentes haplotipos y genotipos y es normalmente descrita usando estimadores
como son la riqueza alélica, sitio polimérfico o segregante, heterocigosis esperada y la diversidad
haplotipica (Gillespie, 2004). Conocer esta variacion genética permite determinar las relaciones
evolutivas y ecologicas entre las poblaciones (Templeton, 1998). Varios factores determinan la
cantidad y el tipo de variacion genética en las poblaciones, entre ellos juegan un papel fundamental
las fuerzas evolutivas. Estas tienen diferentes efectos sobre la variacién genética: la mutacion
aumenta la variacion, la deriva génica y la endogamia la disminuyen, la seleccion pueden
aumentarla o disminuirla segliin el contexto y el flujo génico homogeniza la variacion y tiende a

mantenerla en las poblaciones al contrarestar los efectos de la deriva génica (Hedrick, 2005).

Fuerzas evolutivas

Las fuerzas evolutivas (mutacion, flujo de genes, seleccion natural, deriva génica y endogamia)
afectan las frecuencias alélicas dentro y entre poblaciones de una especie. Estos cambios juegan un
papel importante en la diversidad genética; se dan a través del tiempo generacional y permiten

determinar si estd actuando la evolucidn en cierta poblacion (Hedrick, 2005).

Mutacion

La mutacioén es el proceso de origen de la variacion genética. La tasa a la que ocurre es muy
baja y varia dependiendo de cada especie y de la region del genoma que se esté analizando. En la
naturaleza las tasas de mutacion son muy bajas, de 10°a 107, por lo tanto, es un proceso lento que

requiere miles de generaciones para observar un cambio en las frecuencias alélicas (Eguiarte,
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2009). La tasa de mutacion es relativamente constante a través del tiempo sin embargo puede ser
distinta para diferentes genes, diferentes regiones del genoma o diferentes organismos. La mayoria
de las mutaciones son selectivamente neutras, y estan sujetas a la accion de la deriva génica. En
algunos casos las mutaciones pueden estar sujetas a seleccion y ser deletéreas, es decir que tendran
un efecto negativo en el organismo y en otras ocasiones son ventajosas incrementando la

sobrevivencia y fecundidad de los organismos (Hedrick, 2005).

Seleccion natural

La seleccion natural es un mecanismo evolutivo que genera un cambio en las frecuencias
relativas de los fenotipos/genotipos, de acuerdo a su adecuacioén dentro de la poblacion (Hedrick,
2005). Durante mucho tiempo se creyd que la seleccion era la principal fuerza que mantenia la
variacion fenotipica y genotipica (Castillo-Cobian, 2007; Futuyma, 1986; Li, 1997). Estas ideas
terminaron con la propuesta de la teoria neutra de la evolucion (Kimura, 1968, 1983). Basicamente,
la seleccion natural a nivel molecular puede ser considerada de dos tipos: seleccion positiva (que
incluye a la seleccion balanceadora o diversificadora, y a la adaptativa darwiniana) y seleccion
negativa (Castillo-Cobian, 2007; Li,1997). En la seleccion positiva, ciertos alelos tienen ventaja en
el ambiente, un alelo siempre sera el dominante y éste se fijara en la poblacion, e incrementard su
adecuacion o fitness (capacidad de supervivencia y reproduccion para heredar sus genes). Sin
embargo, como un alelo se fijara y el otro se pierde, se reduce la variacion en la poblacion. La
ventaja del heterocigoto ocurre cuando el heterocigoto tiene una adecuaciéon mayor y se ve
favorecido este genotipo, y los dos homocigotos se mantienen en la poblacion. Esto promueve que
se mantenga la variacion genética. Por lo general se llega a un equilibrio en las frecuencias alélicas
(Hedrick, 2005). La seleccion negativa sucede cuando los nuevos mutantes poseen adecuaciones
menores que el promedio de la poblacién, y la frecuencia de estos disminuye en las siguientes

generaciones (Castillo-Cobidn, 2007; Li, 1997).
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Seleccion artificial y proceso de domesticacion

Charles Darwin acufi6 el término “seleccion artificial” en su libro El origen de las especies
(1859) y amplié aun mas este concepto en: La variacion de animales y plantas domesticados
(1882). Sin embargo, su concepto de seleccion inconsciente era algo diferente de lo que este
término significa hoy en dia. Como argument6 Rindos (1984), la seleccion inconsciente de Darwin
significd en primer lugar la falta de intencion del domesticador de alterar la raza. Sin embargo,
Darwin no explicé cémo funciona esta seleccion, y no consideré el impacto de los cambios
ecologicos (Zohary, 2004). El término domesticacion proviene del latin domus que significa
“hogar” o “lugar de habitacién”, el cual hace referencia al hecho de traer una poblacion silvestre, o
poblacion fundadora, cerca del lugar de habitacion del hombre (Zohary, 2004).

Dos tipos de seleccion asociados con la domesticacion operan (y se complementan entre si)
cuando las poblaciones silvestres se introducen al cautiverio: 1) La selecciéon consciente o
intencional, que sucede cuando los cultivadores intencionalmente preservan a los que consideran
los caracteres mas valorados, y los usan para generar la proxima generacion y 2) seleccion
inconsciente o automatica, la cual es provocada involuntariamente por el hecho de que los
organismos en cuestion fueron trasladados de sus habitats silvestres originales a nuevos entornos (y
con frecuencia muy diferentes) creados por el ser humano. Este cambio en la ecologia conduce
automaticamente a cambios drésticos en las presiones de seleccion. Los nuevos rasgos se
seleccionaron automdticamente para adaptarse a los nuevos ambientes, lo que resultdo en la
acumulacion del caracteristico "sindrome de domesticacion” (Zohary, 2004).

El proceso de domesticacion también se puede considerar como un proceso evolutivo
unidireccional, en el cual las poblaciones experimentan cambios genéticos y fenotipicos debido a la
seleccion artificial del humano. La seleccion artificial de la poblacion domesticada promovera que

se reduzca la variacion genética total presente en el progenitor silvestre (Doebley, 1992; Doebley et

30



al., 2006). Durante la domesticacion se provoca un cuello de botella genético a nivel poblacional, y
la diferenciacion de un nuevo linaje a un nivel genealogico. A partir de este momento las diferentes
poblaciones o linajes comenzaran a acumular mutaciones de forma independiente. El aislamiento
geografico y la adaptacion a las nuevas condiciones ambientales pueden ser otros factores

adicionales que conducen a la diferenciacion poblacional (Sonnante et al., 1994).

Deriva génica

La deriva génica reduce la variabilidad genética dentro de la poblacién y con el tiempo los
miembros de la poblacion pueden llegar a ser genéticamente idénticos al fijarse alelos
aleatoriamente. Es decir, los alelos presentes en un momento dado en una poblacion de individuos
diploides son sé6lo una muestra de los alelos presentes en la generacion previa, ya que algunos de
ellos no fueron transmitidos a la siguiente generacion. En una poblacién finita, un alelo que deje
por azar mas descendencia aumentara su frecuencia en la poblacion (Futuyma, 1986).

En las poblaciones pequefias, cuando la poblacion crece a partir de unos cuantos fundadores, se
reduce la variacion genética con respecto a la poblacion original debido a la deriva génica, a este
efecto se le denomina efecto fundador. Cuando una poblacion desciende solo de un niimero
pequefio de individuos, causada por un efecto fundador o un cuello de botella, estos cambios
afectan la variacion genética y las frecuencias alélicas dando como resultado un decaimiento en la
heterocigosis de la poblacion y disminucion en la variacion genética. El efecto de la deriva génica
es mas severo en poblaciones pequefias. Con el paso del tiempo, las siguientes generaciones
presentaran cada vez menos copias de los alelos originales y se incrementara la frecuencia de
individuos homécigos, aumentando también la probabilidad de que sus alelos sean idénticos por
ancestria. La deriva génica esta asociada a eventos demograficos como: cuello de botella y el

efecto fundador (Hedrick, 2005).
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Endogamia

En poblaciones pequeiias o en cautiverio los apareamientos entre parientes o consanguineos
(endogamia) son un tanto inevitable y en la mayoria de los casos son consecuencia de la pequefia
cantidad de fundadores y del pequefio tamafio poblacional. La frecuencia de heterocigotos se
reduce, y la de homocigotos aumenta, en relacion con las expectativas de Hardy-Weinberg. La
endogamia es sumamente importante en la biologia de la conservacion, ya que conduce a
reducciones en la heterocigosidad, lo cual puede resultar en una disminucion en la adecuaciéon o
fitness, que se refleja en la reducida tasa de reproduccion y supervivencia, a la pérdida de variacion
genética y al aumento del riesgo de extincion. A esta pérdida de la aptitud reproductiva como
consecuencia de la endogamia se le denomina depresion por endogamia (Frankham, 2004). Cuando
se llevan a cabo programas de seleccion de crias (Ej. En camaron, salmén u otras especies con alta
fecundidad y de importancia acuicola) es importante contar con informacion sobre las relaciones
genealogicas o pedigris entre individuos a lo largo de multiples generaciones. Esto permite el
disefio de programas de cria que maximizan la plasticidad para rasgos como el crecimiento y al
mismo tiempo minimiza el potencial efecto perjudicial de los apareamientos consanguineos (Jerry
et al. 2004). Los efectos del apareamiento consanguineo también pueden ser descritos como
aumentar la probabilidad de que dos alelos en un /ocus en un individuo se heredan del mismo
antepasado. Es decir, que sean idénticos por ancestria (IBD). Tal genotipo lo haria ser homocigoto
y considerado autocigoto ya que los alelos fueron heredados de un ancestro comun y se expresa
comunmente como el grado de parentesco entre familiares (Hamilton, 2009). La probabilidad de
que los alelos en un locus sean idénticos por descendencia se denomina coeficiente de endogamia
(Fis) el cual mide la reduccidon en la heterocigosis de un individuo debido al apareamiento no
azaroso dentro de su subpoblacion, es decir, es la probabilidad de que un individuo reciba en un

locus dado, dos alelos que sean Idénticos Por Descendencia (IBD). Este indicador refleja el nivel
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de endogamia. Los valores de Fs pueden variar desde -1 (exceso de heterocigotos), 0 (distribucion
azarosa) hasta +1 (exceso de homocigotos) (Frankham, 2004; Hedrick, 2005; Eguiluz Moya, 2014).

Fres denominado como coeficiente de endogamia total de un individuo, al ser comparado con
los valores de Fis y Fsr nos da una idea de la diferenciacion entre poblaciones relacionados con la
endogamia y la deriva génica (Hartl y Clark, 1997). Presenta valores que van de -1 a 1, donde los
valores positivos indican una deficiencia de heterocigotos y los valores negativos un exceso de
heterocigotos (Hedrick, 2000). Fisy Fsr han sido llamados indices de fijacion y sus valores pueden
interpretarse como la desviacion de las frecuentas genotipicas esperadas en el equilibrio de Hardy-

Weinberg dentro de las poblaciones locales y la poblacion total (Avise, 1994).

Flujo Génico

En muchas ocasiones las poblaciones se encuentran subdivididas, sin embargo, pueden estar
conectadas entre si por medio de flujo génico (Hedrick, 2005). El flujo génico se refiere a todos los
mecanismos que generan movimiento de genes de una poblacion a otra. Se calcula indirectamente
a partir de medidas de diferenciacion genética o a partir de métodos coalescentes. Cuando el flujo
génico entre las poblaciones es alto, las subpoblaciones se homogenizan genéticamente, es decir
todas ellas evolucionan de manera conjunta. Cuando encontramos un flujo génico bajo por la
presencia de una barrera geografica o ecoldgica o por fragmentacion del area, la deriva génica va a
influir y promover diferenciacion genética entre las subpoblaciones, las cuales empezaran a
divergir, lo que puede contribuir al aislamiento reproductivo y al establecimiento de linajes
evolutivamente independientes (Aguirre-Planter, 2007; Slatkin, 1994).

En las poblaciones es importante estimar la estructura poblacional y se utilizan los estadisticos
F, introducidos por Wright (1951). Estos describen la estructura génica de organismos diploides,
utilizando la varianza en las frecuencias alélicas obtenidas de diferentes localidades geograficas

para cuantificar la subdivision de la poblacién o para estimar el flujo génico entre poblaciones.
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(Wright, 1951). Fsz, conocido como indice de fijacion subpoblacional, mide la diferenciacion
genética entre las poblaciones dado por la presencia de estructura genética. Los valores de Fsr van
desde 0, cuando no hay diferenciacion entre las poblaciones, hasta 1, cuando se han fijado los

diferentes alelos en las subpoblaciones (Hartl y Clark,1997; Wright, 1969).

Cuello de botella y efecto fundador

En poblaciones que han experimentado una reducciéon de su tamafio efectivo poblacional
debido a procesos demograficos, fragmentacion del habitat o como consecuencia de una extincion
local, solo un pequeilo nimero de individuos que sobreviven a esta reduccion seran los que
aportaran genes a la poblacion total, a esto se le denomina un evento de cuello de botella, ya que la
poblacion presentara cambios en las frecuencias alélicas, reduccion en la diversidad genética y la
fijacion de alelos, por consecuencia exhiben una reduccion en el nimero de alelos y la
heterocigosidad en loci polimoérficos (Cornuet, 1996).

El efecto fundador ocurre cuando un nimero de organismos (generalmente con tamafio
poblacion pequefio) funda colonias aisladas, es decir, establece una nueva poblacion. Tomar una
pequeiia muestra de la composicion genética de la poblacion original puede ocasionar que cambien
azarosamente las frecuencias alélicas y con ello se produzcan cambios en las frecuencias

genotipicas (Hamilton, 2009).

Teoria neutral de la evolucion molecular

La teoria neutra de la evoluciéon molecular de Kimura (1968), postula que la mayor parte de la
variaciéon molecular no es mantenida por la seleccion tipo Darwiniana (seleccion adaptativa o
positiva), sino que es el resultado de un balance entre la deriva génica y la mutacion (Castillo-
Cobian, 2007; Kimura, 1983; Ohta, 1992). Es un modelo tedrico nulo (Hamilton, 2009) que

permite hacer predicciones acerca de la homocigosis esperada bajo ciertos modelos de evolucion
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molecular (Hartl y Clark 1997). El modelo nulo de la teoria neutral hace dos predicciones
importantes bajo el supuesto de que la deriva genética por si sola determina el destino de las
nuevas mutaciones. Una prediccion es la cantidad de polimorfismo para las secuencias de la
muestra dentro de una poblacion de una especie. La otra prediccion es el grado y la tasa de

divergencia entre las secuencias de la muestra a partir de especies distintas (Hamilton, 2009).

Marcadores moleculares

En el presente trabajo se utilizarobn como marcadores moleculares, los microsatélites
(conocidos como SSRs, o STRs), los cuales han sido muy populares desde su descubrimiento en la
década de 1980 (Tautz y Renz 1984), se han convertido en el marcador de eleccion para una
variedad de estudios ecoldgicos y evolutivos a nivel de poblacion (Gardner et al. 2011; Sunnucks
2000). Gracias a su elevada tasa de mutacion suelen ser altamente polimorficos y generan mucha
informacion especialmente para ciertas aplicaciones de la biologia evolutiva, como lo es detectar
estructura en las poblaciones, asi como divergencias recientes, facilidad de genotipificacion,

huellas genéticas, analisis de parentesco, mapeo genético (Ellegren, 2004) entre otras. Se ha

-2 -6
estimado que su tasa de mutacion varia entre 10 y 10 por locus por generacion y es en promedio

4
de 5 x 10 (Schlétterer, 2000), haciéndolos utiles para estudios microevolutivos (Hancock, 1999).

Son marcadores codominantes que presentan herencia mendeliana, consisten en secuencias
cortas (de 1 a 6 pb nucleotidicas) repetidas en taindem un alto nimero de veces (Hancock, 1999),
flanqueadas por secuencias conservadas, las cuales confieren especificidad en cada locus
microsatelital. Son muy abundantes en el genoma nuclear de todos los eucariotas, en algunos
genomas mitocondriales de vertebrados (Hoelzel et al., 1993), procariotas y en los genomas de los

cloroplastos de las plantas (McCauley, 1995).
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Justificacion

En los ultimos afios, las poblaciones de Chirostoma humboldtianum han sido afectadas por
diversas factores antropogénicos, como son: la contaminacion del agua, la alteracion o destruccion
de sus sitios de distribucion, la introduccion de especies exoéticas, la sobreexplotacion pesquera y el
manejo inadecuado. En la actualidad, sus poblaciones no alcanzan su tamano maximo original y,
en algunas regiones han sido extirpadas, como en el Valle de México (Paulo-Maya et al., 2000). En
el presente trabajo se realizaron cruzas de organismos de dos poblaciones que presentan
caracteristicas morfologicas y genéticas contrastantes, con la finalidad de obtener una progenie con
mayor variacion genética y mayor talla (debido a la importancia econdémica y pesquera de la
especie). La poblacion de Tiacaque, Estado de México, presenta una mayor talla y fecundidad
(Tabla 3) con respecto a Tepuxtepec, Michoacadn, la cual presenta mayor diversidad genética

mitocondrial y nuclear.

Tabla 3. Tabla comparativa de las poblaciones de Chirostoma humboldtianum. H=haplotipos, Hd= diversidad haplotipica en
mitocondria (Citocromo b), Ho= Heterocigosis Observada con microsatélites. (Alarcon et al. 2017; Garcia Martinez, 2015)

Tepuxtepec, Michoacan Tiacaque, Estado de México
8 cm -16.6 cm (Talla) < 5.7cm-19 cm
Fecundidad vo. De huevos)y < Fecundidad
H=10; Hd = 0.862 (Citb)y = H=1; Hd=0 (Citb)
HO= 0.45 (Microsatelites) > Ho=0.33
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Pregunta de investigacion

Dado que las poblaciones de Chirostoma humboldtianum, muestran un alto grado de

estructura genética, cabe preguntar si ¢al cruzar estas dos poblaciones, se presentard progenie

viable? Asi como si, ;las nuevas generaciones presentaran vigor hibrido 6 heterosis, es decir, los

fenotipos deseados, tendran un incremento en la talla y en la variacion genética?

Hipotesis

Ho. La cruza de las poblaciones no presentard una F1 viable y por lo tanto no producira
diferencias significativas en la talla y variacién genética entre las cruzas de las poblaciones

de Tiacaque y Tepuxtepec.

Ha. La progenie resultante del cruzamiento de dos poblaciones en cautiverio de Chirostoma

humboldtianum serd viable y la FI1 presentard vigor hibrido 6 heterosis.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la viabilidad y la diversidad fenotipica y genética, de la progenie de dos
poblaciones de Chirostoma humboldtianum, Tiacaque Estado de México y Tepuxtepec,

Michoacan, que muestran caracteristicas morfologicas y genéticas contrastantes.

Objetivos particulares

1. Determinar la existencia de mecanismos de aislamiento reproductivo (pre y postcigotico) en la
F1 durante el periodo embrionario a partir de las fertilizaciones in vitro realizadas.

2. Caracterizar genéticamente organismos de dos poblaciones silvestres y reproductores y F1 en
cautiverio con marcadores microsatelitales.

3. Comparar y relacionar la diversidad genética de la F1 y reproductores con respecto a las
poblaciones silvestres.

4. Elaborar andlisis de parentesco para la F1 y la poblacion cautiva.

5. Proponer estrategias de manejo y de conservacion de esta especie.
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Métodos

Cruzas de reproductores y generacion F1

Con base en el objetivo 1, se seleccionaron los adultos reproductores de Chiriostoma
humboldtianum de las poblaciones de Tiacaque y Tepuxtepec, los cuales se encuentran en
cautiverio en la Planta Experimental de Produccién Acuicola (PExPA). El disefio experimental se
llevé a cabo mediante fertilizaciones in vitro a través de la extraccion de los dvulos y el semen,
ejerciendo presion en direccion antero-posterior desde la parte ventral hacia la cloaca (Figura 3). Se
realizé la fertilizacion in vitro del cruzamiento de las poblaciones en cautiverio de Tiacaque y
Tepuxtepec. Por medio de un microscopio Optico y del micrometro ocular se cuantifico el didmetro
y el tamafio de la larva con una amplicaiéon de 10x y se documentaron los diferentes cambios
durante el desarrollo embrionario hasta la etapa juvenil en la progenie obtenida. Se realizaron dos
cruzas independientes, la primera fue una cruza 2:1, dos hembras de la poblacion de Tepuxtepec y
un macho de la poblacion de Tiacaque; la segunda fue 2:3, dos hembras de Tiacaque y tres machos
de Tepuxtepec. Debido a los pocos reproductores que se encontraban en ese momento en los
estanques 6 y 8 (Tiacaque y Tepuxtepec, respectivamente), ya que las hembras presentan géonadas
asincronicas y algunos individuos se encontaron indiferenciados. Los gametos se mezclaron en
cajas de Petri con agua de los estanques. Se corrobord que el 6vulo fuera fecundado con la
formacion del espacio previtelino, por medio de observaciones en los microscopios estereoscopico
y optico. Los huevos se colocaron en vasos de precipitado de 1 L. Al momento de la eclosion, las
larvas se mantuvieron en un recipiente de 4 L hasta el periodo de eleuteroembrion y durante el
periodo juvenil se trasladaron a las canaletas de aproximandamete 100 L. Cada tercer dia se

realizaron recambios de agua; a lo largo del experimento se mantuverion los peces en agua
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semidura, con 2g/L de sal y una aireacion constante, en temperatura ambiente que oscilo entre 19-
24 °C, y oxigeno disuelto de 4.05 mg/L.

Con el inicio de la alimentacion mixta, los eleuteroembriones se alimentaron con rotiferos
Brachionus plicatilis, en las fases de apterolarava y pterolarva su alimentacién consistié en
naupilos de Artemia salina, ya que en este momento inicia una alimentacion de tipo exogena,
cuando el aparato enzimatico es funcional. Posteriormente durante el crecimiento de las larvas,
¢stas se alimentaron con pulgas de agua del género Daphnia hasta la fase juvenil. Los adultos
reproductores son alimentados con alimento balanceado para trucha (25 % proteina).

Se cuantifico el porcentaje de fertilizacion y sobrevivencia y se dio seguimiento a la F1
durante su desarrollo temprano, desde el momento de la activacion del huevo hasta la metamorfosis

a juvenil, observando los cambios en los diferentes fases, asi como las tasas de mortalidad.

Extraccion de 6vulos

F .
‘Fertilizacion
- VA

'G..'r

o

Extraccion de semen

Figura 3. Extraccion de évulos y semen para realizar la fertilizacion in vitro.

Analisis de Sobrevivencia y Morfoldgicos

Sobrevivencia, longitud y peso
Se cuantifico el porcentaje de sobrevivencia en las dos cruzas desde la fertilizacion del huevo

hasta el periodo juvenil, tomando como 100 % tnicamente los huevos que fueron fertilizados desde
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el dia uno. El analisis morfolégico, consistio del registro de la longitud notocordal o total y el peso
de los individuos, las cuales son medidas que permiten analizar cambios que ha presentado una
poblacion (Frankham, 2008). Los organismos se pesaron y se midieron, registrando el peso en mg
(P) utilizando una balanza analitica, la longitud notocrodal (LC), se registré tomando la distancia
de la punta de la boca a la region pedinculo caudal, la longitud total (LT), fue cuantificada en
milimetros, tomando nuevamente la distancia de la punta de la boca a la regién mas externa de la
aleta caudal, utilizando un vernier. Los peces fueron fijados en alcohol 85 % para realizar
posteriormente la extraccion de ADN.

Los andlisis de los datos morfologicos fueron graficados empleando el programa estadistico R
studio y con el programa NCSS v12, se realiz6 una prueba estadistica ¢t-Student para determinar si

existen diferencias estadisticamente significativas entre la F1 resultante de las dos cruzas.

Extraccion de ADN total (ADNt) de reproductores y F1

La extraccion de ADNt de cada muestra, se realizé tomando aproximadamente 1 cm® de tejido
de musculo de la zona ventral de cada pez y siguiendo el protocolo de Kit Promega Wizard®
Genomic DNA Purification Kit. (Apéndice I). Los productos de extraccion se cuantificaron
(ng/pL) en el nanodrop (Thermo Scientific), adicionalmente se corrobor6 la extraccion de ADN en
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% al cual se le afiadi6 0.2 pL. de Gelred (Biotium), la cual
es una tincion de acido nucleico intercalante, que consta de dos subunidades de etidio y nos
permite visualizar los productos de ADN una vez tefiidos, posteriormente se visualizd en un
fotodocumentador Multigenius trasiluminador de luz UV y con el programa Gene Snap v. 6.02.05

fue capturada la imagen de la electroforesis.

41



Genotipificacion de poblaciones silvestres, reproductores y F1

Con la finalidad de conocer la diversidad genética de las poblaciones silvestres de la especie
de estudio y contrastarla con la de los progenitores y progenie (F1), se realiz6 la genotipificacion
de individuos de las poblaciones de las presas “Tepuxtepec”, Michoacan, México, y “Las Tazas”,
Tiacaque, Estado de México, se utilizO ADNt extraido por Garcia-Martinez et al. (2014),
correspondiente a 48 individuos de cada una de las poblaciones, contando asi con un total de 96

individuos silvestres. Asimismo se analizaron progenitores y progenie (Tabla 4).

Tabla 4. Poblaciones e individuos analizadas de Chirostoma humboldtianum en el presente estudio.

Localidad Estado Clave N Altitud Coordenadas Colecta (aio)
Presa Tiacaque Edo. de México T 48 2540 19°38°29°N-99°42°270 2002
Presa Tepuxtepec Michoacan Tx 48 2361 19°59°42”N- 100°13°33”0 2010
Reproductores PExPA RT,RTx 8 2250 19°21°41”N -99°04°22”0 2017
F1 PExPA PT,PTx 67 2250 19°21°41”N -99°04°22”0 2018

Para realizar la genotipificacion de los 171 individuos que representan a las dos poblaciones
silvestres, los rerpoductores y la F1, se realizd6 la estandarizacion de las condiciones para la
amplificacion de ocho /oci microsatélites por medio la técnica de PCR de acuerdo con Barriga-
Sosa et al. (2014) y resueltos como los mas polimdrficos para la especie. Las condiciones de PCR
estandarizadas se resumen en la Tabla 5 y las condiciones térmicas se muestran en la Tabla 6. Las
caracteristicas de los ocho /loci microsatélites estandarizados se muestran en la Tabla 7, las
amplificaciones se realizarén en un termociclador Biorad MyCycler (USA). La visualizacion de la
amplificacion y la calidad se comprobaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5 y

fueron posteriormente genotipificados por MACROGEN Inc. (www.macrogenusa.com) a partir de

8 uL del producto de PCR. El tamafio de los alelos fue determinado usando LIZ-500 como

marcador de tamafio estdndar (Applied Biosystems).
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Tabla 5. Concentraciones de los reactivos utilizados para la amplificacion de ocho loci microsatelitales por medio de PCR.

Reactivos []inicial []final Volumen inicial
Amortiguador 5x 1x 1 pL
MgCl, 25mM  2.5mM 0.4 pL
dNTP’s 1I0mM 02mM 1 puL
Primer Foward 10mM 02mM 0.2 uL
Primer Reverse 10mM 0.2 mM 0.2 uL
Taq 5U 0250 0.1 pL
ADN 1 puL
H,0 6.1 uL
Total 10 uL

Tabla 6. Programa del termociclador para la amplificacion de diferentes loci por medio de PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion 95 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 30s
Alineacion *52-62 °C 30s X35
Extension 72 °C 40 s

Extension final 72 °C 15 min

* Diferentes temperaturas de alineacion para cada microsatélite que se muestran en la tabla 6.

Tabla 7. Nombre, secuencias de los iniciadores, caracteristicas y temperatura de alineacion para cada uno de los ocho loci
microsatelitales estandarizados (Barriga-Sosa et al., 2014).

Chirostoma humboldtianum

Locus Secuencia Primer SSR motif Temperatura Tamaiio alelo Cromatéforo
de alineacion esperado
Chum12 F: TGACCCCCGGATAAACTGTGG (ATGG)44 60 125 - 185 VIC
R: CATGAGGATTCCAAGGGC (ATGG)44
Chum14 F:TCATTGTCAGTGTGTGTATGTGCG (AC)42 54 118 -188 FAM
R: TAAACTGTGGGAAAGGGC (AC)42
Chum44 F:AGGGAGGTCTGAAGTCGTGC (AAAG)48 55 160 - 270 VIC
R: TTGTTGCCAAACGTTCTGAGG
Chum55 F: AGGGCAGCGCATTTTACG (AAAG)24 57 322 -354 VIC
R: AGAGTGCTCAGAGGCAAAGG
Chum58 F:CAGAGGAAACGGAGAGAGTTGTAGC (ATCT)24 58 253 -363 FAM
R: CAGCGAAAACAGATACATAAAGACC
Chum60 F:ATGTTCTTGTACACCAACGACCC (ATGG)28 53 265 - 301 FAM
R: ATGTTCTTGTACACCAACGACCC
Chum62 F: TTCCAAGGCTTCATTGTAAGG (AAAG)28 53.5 289- 361 FAM
R: CGACAGGAAAGTGGAAAAGG
Chum69 F: GCATGAAGCAGAACATTAAAACC (AAAT)40 53.5 206- 310 FAM

R: CAGAGTTCAGTCAAAGGAGAGC
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Analisis Genéticos

Tamado alélico y Alelos nulos

Para cuantificar los tamafios de alelos de cada individuo, se utiliz6 el programa Peak
Scanner V. 1.0. (Applied Biosystems, 2005). El cual permite distinguir fragmentos pequefios y
grandes de acidos nucleicos del producto de PCR empleando un marcador que indique el peso
molecular en pares de bases (LIZ-500). Dado que los microsatélites son marcadores codominantes,
la presencia de un solo pico indica que para ese locus el individuo es homocigoto y si se detectan
dos picos el individuo para ese locus es heterocigoto. Cabe mencionar que se observaron algunos
individuos tetraploides en la cruza de Tepuxtepec, por lo que se tomaron los picos mas externos
como tamafios alelicos, ya que el programa es para organismos diploides.

Para identificar errores en la genotipacion por alelos no amplificados (alelos nulos), todos los
loci fueron analizados en el programa Micro-Checker v. 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004), en el
cual se puede detectar la discriminacion de alelos en los loci debido al efecto Wahlud, endogamia y
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg causado por alelos nulos. Esta aproximacion permite
determinar el sesgo por la presencia de alelos nulos en la estimacion de la estructura genética de las
poblaciones. Adicionalmente con el software FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) se corrid un
andlisis que permite determinar el sesgo introducido por la presencia de alelos nulos en las
muestras ya que estima la frecuencia de alelos nulos para cada locus y calcula la estructura genética
a partir de la Fsr de Weir & Cockerham (1984), realiza un ajuste de las frecuencias genotipicas y
calcula la distancia genética empleando una correcciéon para microsatélites nulos (Chapuis y

Estoup, 2007).

Variacion genética, pruebas del equilibrio de Hardy-Weinberg, de ligamiento y AMOVA

Para realizar los analisis de variacion genética se utilizo el programa Genepop v. 4.0 (Rousset,

44



2007), determinando los siguientes pardmetros: nimero de alelos por locus (NA), frecuencias
alélicas y genotipicas, frecuencia de Homocigoéticos observados y esperados, Heterocigdticos
observados (Hyp) y esperados (Hg). Se corroboraron los resultados con el programa Arlequin v. 3.5
(Excoffier y Lischer, 2010), se realizdo una prueba de desequilibrio de ligamiento para detectar
recombinacion en las muestras, el cual nos permite identificar que tan asociados estan los alelos de
distintos /oci en una muestra y verificar que los Joci empleados sean independientes.
Adicionalmente con este mismo programa se realizd una prueba de andlisis de varianza molecular
(AMOVA), el cual se basa en el andlisis directo de las diferencias entre los genotipos para estimar
la diferenciacion poblacional. Una de sus funciones es analizar la estructura jerarquica de las
poblaciones, donde los individuos son agrupados en subpoblaciones y estos en grupos (clusters) de
mayor jerarquia (Eguiluz, 2014; Meirmans, 2012). Debido a que esta prueba permite analizar como
se reparte la varianza genética entre estos distintos grupos jerarquicos y comparar distintas
agrupaciones de estructura para determinar cual agrupamiento explica mejor nuestros datos. Se
realizaron dos analisis independientes; el primero realizando una jerarquia de todos los individuos
de las seis poblaciones diferentes, es decir, la primera Tiacaque, seguido de Tepuxtepec,
Reproductores de Tiacaque, Reproductores de Tepuxtepec, F1 de T @ X Tx &, y F1 de Tx @ X
Td, y en la segunda se excluyeron los parentales (reproductores) debido a los pocos individuos que
lo componen. Con el programa GenoDive se realizé una prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg

para identificar si alguno de los /oci presenta desviaciones al equilibrio.

Estructura genética y cuello de botella
La estructura poblacional se refiere a la distribucion de la variabilidad genética dentro y entre
subpoblaciones locales e individuos dentro de una misma especie (Templeton, 2004). Se utilizé

Arlequin v. 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) para estimar la estructura poblacional por medio de los

estadisticos F de Wright (1951): Fsr, Firy Fis.
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Para evaluar el nimero de pozas génicas o clusters y la estructura genética en las poblaciones
silvestres, asi como en los reproductores y en la F1 se corrid un andlisis con el programa Structure
v 2.3 (Pritchar et al., 2010) el cual emplea un analisis bayesiano y utiliza la distribucién de la
probabilidad posterior a través de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). Se realizaron cuatro
corridas de prueba para evaluar el mejor ajuste al modelo, con un modelo de ancestria comun y
admixture (frecuencias alélicas correlacionadas) y no admixture (frecuencias alélicas no
correlacionadas), explorando el mejor ajuste para las muestras. Se probaron diferentes K o clusters
del uno al seis. Los resultados de las corridas fueron analizados con el programa Structure
Harvester (Earl & VonHoldt, 2012) y el valor final de la K se determind a partir del mejor ajuste y
convergencia de los datos, asi como los valores del logaritmo natural de la probabilidad y su
varianza (Ln) (Earl & VonHoldt, 2012; Pritchar et al., 2010). Finalmente, confirmando la
convergencia de los datos y ajustado el modelo con una ancestria comun, se definié6 un modelo
admixture y una K=3 se realiz6 una prueba por triplicado y se corrié con un MCMC de 1, 000, 000
de cadenas y un burn-in de 100, 000. Con el programa estadistico R se grafico.

Se realizé un andlisis exploratorio en las poblaciones con el software Bottleneck v.1.2.02.
(Coumuet y Luikart, 1996), el cual compara estadisticamente, por medio de la prueba de Wilcoxon,
si existen diferencias significativas entre la heterocigosis esperada del equilibrio, mutacion-deriva
(HEeq) y la heterocigosis esperada (Hg) y se postula que si existen diferencias significativas entre
los valores se podria relacionar con efectos de un cuello de botella en las poblaciones. Este
programa asume que existe un equilibrio entre mutacién-deriva bajo diferentes modelos de
mutacion: El Modelo de Alelos Infinitos (IAM: Kimura y Crow, 1964) para aloenzimas, el Modelo
Two-Phase (TPM: di Rienzo et al., 1994) y el Modelo de Mutacion Stepwise (SMM: Ohta y
Kimura, 1973) para microsatélites, este ultimo modelo ha sido reportado como aquel que se ajusta

mejor a los datos microsatélitales (Luikart et al., 1998) con 10, 000 réplicas. Con el programa
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GeneClass se realizd una prueba de asignacion para cada individuo, es decir, se comprobd la

asignacion de las poblaciones silvestres, los reproductores, y la F1 a su poblacion de origen.

Andlisis de parentesco —Pedigri-

Para realizar los andlisis de parentesco (pedigri o studbook) se emplearon los programas
ML-Relate v.1.1 (Kalionowski et al. 2006) y COANCESRY v.1.0.1.2 (Wang, 2008). Estos analisis
estain basados en la observacion de las frecuencias alélicas, ya que a partir de los alelos
compartidos entre individuos se realizan simulaciones pareadas para identificar las posibles
relaciones de parentesco. El programa ML-Relate calcula a través de las estimaciones de maxima
verosimilitud (maximum likelihood) las relaciones genealdgicas relatedness (r) y entre individuos
relationship (R) a partir de datos genéticos codominantes (por ejemplo, microsatélites), el cudl se
basa en el algoritmo de Milligan (2003); éste estimador exhibe menor error estandar, a diferencia
de los estimadores basados en probabilidad que suele tener un mayor sesgo especialmente cuando
la cantidad de informacion genética es menor. (Milligan, 2003). El programa fue disefiado para leer
loci microsatélitales con alelos nulos. Mientras que el programa COANCESRTY utiliza un
logaritmo bayesiano con siete métodos distintos para calcular las relaciones de parentesco entre
individuos (»). Los cuales son: LynchRd (Lynch y Ritland, 1999), Ritland (Ritland, 1996),
QuellerGT (Queller y Goodnight, 1989), Wang (Wang, 2002), TrioML —Triadic likelihood
estimator- (Wang, 2007), DyadML (Milligan, 2003) y LynchLi (Li, 1993; Lynch, 1998). Para
nuestros andlisis y debido a que representan alrededor de 104 mil datos, se realiz6 un consenso de
los diferentes métodos. A partir de los valores de Relatedness (), se asignaron diferentes categorias
de relaciones de parentesco: PO (Padre-Hijo) » > 0.5, FS (Hermanos) 0.25 > r > 0.49, HS (Medios
Hermanos) de 0.125 > r > 0.249 y por ultimo U (sin parentesco) » < 0.124. Para realizar las

graficas de pedigri que se muestran en resultados solo se utilizo la categoria de PO (Padre-Hijo).
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Resultados

Cruzas de reproductores y generacion F1

Para la cruza de Tepuxtepec @ X Tiacaque &, se obtuvieron 579 huevos, con una didmetro
promedio del huevo de x= 1031 um y la longitud de larva fue de x= 5.69 mm. Mientras que para la
cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec &, se obtuvieron 458 huevos, con un tamafio promedio del
huevo de x= 1063 pum, el tamafo promedio de la larva de x= 5.80 mm. En la Tabla 8 se describen
de manera resumida los cambios y la diferencia de dias durante el desarrollo temprano en las

cruzas de Chirostoma humboldtianum.

Tabla 8. Comparacion del desarrollo embrionario en la F1 de las cruzas de poblaciones silvestres Tiacaque y Tepuxtpec de
Chirostoma humboldtianum.

Desarrollo embrionario Dia Paso y Dia Desarrollo embrionario
T X Ti N Ti, X T
epuxtepec 2 iacaque 3 Descripcion iacaque 9 epuxtepecd
Fertilizacion

Formacién del
espacio
previtelino.

Disco germinal

Formacion del
poro animal y
del blastodisco,
se unen los
nucleos
masculino y
femenino.

Division
2 células

La
segmentacion
tiene lugar en el
blastodisco.
Primera division
meridional.
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Division 4
células

Divisioén
perpendicular.

Division 8
células

Division en
forma paralela.

Morula
Se presenta
cuando el
citoplasma se ha
repartido
completamente
en todos los
blastémeros que
conforman el
huevo.

Blastula
No presenta
conexiones con
el vitelo; en este
paso comienza
la transcripcion
de su genoma.

Gastrula

Formacion del
escudo
embrionario,
anillo germinal,
tubo neural y
cefalizacion.

Embrion
Formacion de
capsulas opticas
y vesiculas
oticas, aparecen
algunos
melanéforos.
Inicia la
circulacion
sanguinea.
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Embrion
Inicia
pigmentacion de
7 los ojos.
Comienzan la
contraccion
muscular.

Embrion
Ojos reflejantes.
El corion se
vuelve
permeable y se

8 da un
intercambio
gaseoso con el
ambiente, los
globulos rojos se
pigmentan.

10 Eclosion

Eleuteroembrion
Alimentacion
enddgena ya que
13 aun cuenta con
el saco vitelino
y la gota de
aceite.

Apterolarva

Fase en el que el
embriodn se
17 termina el saco
vitelino y
comienza una
alimentacion
mixta.

Pterolarva

Alimentacion
40 exdgena
Desarrollo de
aletas, flexion
de la notocroda

Formacion de
42 radios en todas
las aletas

50

14

18

34




el eje vertebral en las larvas.

Posicidn de los
melanoforos

Juvenil
Presenta las
caracteristicas
del adulto.
Escamas, radios

88 de las aletas
formados. Esta
etapa trascurre

hasta la
maduracion
sexual.

72

En la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec & se obtuvieron huevos y larvas con ciertas
malformaciones (13% en el total de huevos y larvas) (Tabla 9). En las imagenes se puede observar

un crecimiento inadecuado de las células blastodermicas en los huevos y anomalias esqueléticas en

Tabla 9. Malformaciones en huevos y larvas de la cruza de Tiacaque Q y Tepuxtepec 3.
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Analisis de Sobrevivencia y Morfoldgicos

Sobrevivencia

En la figura 4 se presenta el porcentaje de sobrevivencia desde la fertilizacion hasta la eclosion.
Se incorporaron los resultados generados por alumnos del Proyecto de investigacion de
Hidrobiologia (PDI) (Daniel Gallegos & Uriel Martinez, 2017) de las poblaciones Tiacaque y
Tepuxtepec en PExXPA se determiné y se compar6 la sobrevivencia de las poblaciones en cautiverio
y la F1 (Figura 4). Se observé una mayor sobrevivencia en las poblaciones en cautiverio que en la
F1 generada, siendo la poblacién de Tiacaque la que mostré un mayor porcentaje (87 %) seguido
de la poblacion de Tepuxtepec con 77 %, mientras que en las cruzas de hibridos intraespecifos se

observd una mayor sobrevivencia en la cruza de Tepuxtepec $ X Tiacaque o (42 %) que en la
cruza Tiacaque ¥ X Tepuxtepec o (39 %).

En la figura 5 se presenta la sobrevivencia de las dos cruzas generadas (F1) hasta el periodo
juvenil (203 dias post eclosion) y se realizd una comparacion unicamente de la F1 (Figura 5) en

donde se observd una mayor sobrevivencia en la cruza de Tiacaque $ X Tepuxtepec & con 17 %,

mientras que la cruza de Tepuxtepec ¢ X Tiacaque & fue de solo 3 % (Figura 5).
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Figura 4. Sobrevivencia en poblaciones en cautiverio Tiacaque (color azul) y Tepuxtepec (morado) y para la F1 Tepuxtepec @ X
Tiacaque 3 (color verde) y Tiacaque @ X Tepuxtepec 3 (rosa) desde la fecundacion del huevo hasta la eclosién.
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Fecundaciéon Division Mérula Blastula Gastrula Embrionaria Eclosion

Figura 5. Sobrevivencia en la F1 de las cruzas de Tepuxtepec @ X Tiacaque 3 (color verde) y Tiacaque 9 X Tepuxtepec 3 (rosa)
desde la activacion del huevo hasta el periodo juvenil (203 dpe).
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Longitud y peso

En la Figura 6 y 7; Apéndice 2; Tabla 12 se presentan los resultados de la talla y peso de los
progenitores, se observa que la mayoria de los organismos tienen la misma longitud y peso, con un

promedio de 159.5 mm (LT) y 32250 mg (P).
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Respecto a la relaciones biométricas en los juveniles, no existieron diferencias significativas (¢-
student P=0.00001) entre la longitud total, la longitud notocordal (LT, LNC) y el peso (P) en la
F1 de C. humboldtianum, (Figura 8, 9, 10 y 11; Apéndice 2, Tabla 13 y 14). Sin embargo, la cruza
de Tepuxtepec @ X Tiacaque & fue la que mostrd una mayor talla y peso, con un promedio de LT
= 55.515 mm y LNC = 46.873 mm y peso de 0.908 mg y la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec &
mostrd una menor talla y peso con un promedio de LT= 44.292 mm y LNC= 37.354 mm y peso

de 0.480 mg.

200 Longitud Total Reproductores (mm)

150 - 2RT 1
100 A 2RT 2
JdRTT
50 - X3
d'RT Tx4
0 T T T T

QRT 1 9RT 2 G'RTTx3 @RT Tx4 PRTTx5 $RTx 1 QRTx 2 FRTxT3 O RF 1%

Figura 1. Longitud de Reproductores, las barras en color azul claro muestran los datos de cruza de los reproductores Tiacaque
Q X Tepuxtepec. Las barras azul obscuro representan los datos de los progenitores de la cruza de Tepuxtepec Q X Tiacaque O,

60000 -
Peso Reproductores (mg)

40000 - QRT 1

QRT 2
20000 - &@RT Tx3
ART Tx4
0 T T T T T T T 1 &RTT 5
QRT 1 2RT 2 SRT Tx3FRT Tx4F'RT Tx5 $RTx 1 RTx 2 &'RTx T3 X

Figura 2. Peso de Reproductores, las barras en color rosa claro (peso) muestran los datos de cruza de los reproductores
Tiacaque Q X Tepuxtepec 3.Las barras rosa obscuro representan los datos de los progenitores de la cruza de Tepuxtepec @ X
Tiacaque 3.
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F1 Tepuxtepec Q X Tiacaque 3 F1 Tiacaque Q X Tepuxtepec 3

Figura 8. F1 de la cruza Tepuxtepec Q X Tiacaque & . Figura 9. FI Tiacaque ? X Tepuxtepec 3. En
203 después de la eclosion (dpe). el apéndice 2 se muestran todos los organismos
de esta cruza con 203 dpe.
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Analisis Genéticos

Genotipificacion de poblaciones silvestres, tamano alélico y alelos nulos

Un total de ocho /loci microsatélites fueron estandarizados y amplificados adecuadamente
(Chum 12, 14, 44, 55, 58, 60 62 y 69) para los 171 individuos (Nps= 96; Nr= 8; Np;= 67). Se
detecto la presencia de alelos nulos en los microsatélites, sin embargo, no en todas las poblaciones.
Asi mismo, el analisis realizado con el programa FreeNA mostré que no existen diferencias
significativas aplicando el algoritmo para correccion de alelos nulos Fsr = 0.2774 (0.2004-0.3841)

Fsrena= 0.2299 (0.1607-0.3083), por lo tanto no se excluyd ningtn locus en el analisis.

Variacion genética, prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg y recombinacion

Todos los loci analizados fueron polimérficos en las muestras y se encuentran fuera del
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 10). Con la prueba de recombinacion, no se detectd
desequilibrio por ligamiento entre ninguno de los loci.

Con respecto a la variacion genética se observaron un total de 87 alelos en todas las
poblaciones del estudio (Apéndice 3; Tablas 15 y 16) siendo el marcador Chum 69 el que presento
el mayor niimero de alelos (17), seguido por 16 alelos para el Chum 62, 13 alelos para el Chum 58
y 11 alelos para el Chum 44, mientras que Chum 12, 14, 55 y 60 tuvieron menos de 10 alelos
(Apéndice 3; Tabla 16). En tabla 16 se muestran las frecuencias alélicas por poblacion (Apéndice
3; Tabla 16). La riqueza alélica total fue de 10.875. Siendo la poblacion silvestre de Tepuxtepec la
que mostr6 el mayor nimero de alelos (Apéndice 3; Tabla 15), con un promedio de 8.875, seguido
de la poblacion silvestre de Tiacaque con 5.250; por su parte los reproductores y la progenie
mostraron un nimero promedio muy parecido entre ellos, siendo los reproductores de Tiacaque ¢
X Tepuxtepec & los que cuentan con el mayor namero de alelos (Rep T = 4), seguido de la

progenie de esta misma cruza (F1 PT) con 3.50, mientras que los padres y la progenie de la cruza
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reciproca mostraron valores menores (RTx = 3.125; F1 PTx = 3.250). Es importante resaltar que en
esta ultima progenie y en un reproductor (hembra) se observaron individuos tetraploides: RTx2,
PTx 9, PTx10, PTx12, PTx14 y PTx17 (Apéndice 3; Figura 17); lo cual implico6 un reto al
momento de realizar los analisis, ya que la mayoria de las paqueterias de analisis genéticos son
para organismos diploides, por lo que se tuvo que tomar los picos mas externos como el tamafio de
los alelos, lo cual podria implicar un sesgo al tomarlos como diploides en el estudio sobre
diversidad genética.

La mayoria de los loci comparten alelos en las diferentes poblaciones silvestres, sin embargo,
en los reproductores (poblacion cautiva) y en la progenie generada se observaron algunos alelos
unicos, los cuales solo se comparten entre padres e hijos, no encontrdndose en las poblaciones
silvestres de Tiacaque y Tepuxtepec. Tal es el caso de los alelos 152, 188 y 192 del locus Chum
12; los alelos 140 y 144 del Chum 14 y el alelo 232 del Chum 69 (Apéndice 3; Tabla 16).

En todas las poblaciones se observo una mayor heterocigosis esperada que observada, siendo la
poblacion silvestre de Tepuxtepec la que mostré mayor numero de heterocigos observados y
esperados (H, = 0.299; Hz= 0.759), los reproductores de Tepuxtepec @ X Tiacaque & (poblacion
cautiva Rep Tx H, = 0.25; Hg= 0.758) seguido de la progenie (PTx) de esta cruza H, = 0.216 y Hg=
0.509. Mientras que los reproductores de Tiacaque @ X Tepuxtepec & (Rep T) mostraron un
menor nimero de heterocigos observados (H, = 0.2 y Hg= 0.738) y su progenie (PT) obtuvo el
menor numero de heterocigos de todas las muestras analizadas H,= 0.101 y Hz= 0.414.

Por otro lado, todas las muestras mostraron un nimero significativo, positivo y alto del
coeficiente de endogamia (Fis), lo que sugiere que la desviacion puede deberse a la deficiencia de
heterocigos; siendo la F1 o progenie de la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec 4 (PT) la que
presenta el valor mas alto (Fs = 0.753), seguido de los reproductores (padres) de esta cruza (Rep T,

Fis = 0.729), las poblaciones silvestres Tiacaque y Tepuxtepec mostraron entre ellas un valor
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similar de coeficiente de endogamia (Fjs = 0.6614 y 0.605 respectivamente). La cruza Tepuxtepec

Q X Tiacaque & mostré el valor mas bajo de coeficiente de endogamia (Fis = 0.576) (Tabla 10).

Tabla 10. Indices de diversidad genética para ocho loci microsatélitales para las poblaciones silvestres Tiacaque y Tepuxtepec,
asi como los Reproductores y F1. N: numero de individuos, RA: riqueza alélica, Hy: Heterocigosis observados, Hg:
Heterocigosis esperada, Fis: coeficiente de endogamia.

Poblacion N RA Ho He Fis
Tiacaque 48 5.2 0.187 0.553 0.661 *
Tepuxtepec 48 8.8 0.299 0.759 0.605*
Rep Tx 3 3.1 0.250 0.758 0.670*
RepT 5 4.0 0.200 0.738 0.729*
F1 PTx 19 3.2 0.216 0.509 0.576*
F1PT 48 35 0.101 0.414 0.753*

Los * indican los valores que fueron significativos y desviaciones para la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los resultados de AMOVA, no mostraron diferencias significativas entres las dos pruebas, por
lo que solo se presentan los resultados de la primera prueba que incluye a todos los individuos
analizados (Tabla 11). Se observa que la mayor parte de la variacion en Chirostoma
humboldtianum se encuentra dentro de las muestras/poblaciones con 71.1 %, mientras que la

variacion entre poblaciones fue menor 28.8 %.

Tabla 11. Anadlisis de varianza molecular AMOVA de las diferentes poblaciones silvestres, reproductores y F1.

Fuente de Variacion Suma de cuadrados Varianza % de Variacion
Entre poblaciones 243.747 0.944 28.860
Dentro de la poblacion 755.073 2.328 71.140
Total 998.82 3.273 100

Estructura genética y andlisis de cuello de botella

De acuerdo con los andlisis de estructura poblacional con el software Structure y la prueba de
Evanno (2005), con un total de 171 individuos, se resolvieron tres grupos bien definidos con una
K=3 (tres pozas génicas), con una probabilidad posterior de -3356.1 y una varianza de 139.4

(Figura 12; Apéndice 3 y Figura 16). En la figura 12 se observa que las poblaciones silvestres
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Tiacaque (color azul, 1) tiene claramente su propia poza génica con un total de 95 % de individuos
de esta poblacion asignados a su poza génica, por su parte el 97 % de los individuos de la
poblacion silvestre de Tepuxtepec se agruparon en la misma poza génica (color morado, 2) y se
obtuvo un valor de Fsr= 0.23876 entre poblaciones silvestres (Tiacaque y Tepuxtepec). Por otro
lado, el 96 % de individuos de las poblaciones en cautiverio (Reproductores y F1) mostraron una
misma poza génica con flujo génico entre ellas (rosa, 3), presentando algunos alelos compartidos
con la poblacion silvestre de Tiacaque (lineas azules) y pocos alelos compartidos con Tepuxtepec

(lineas moradas), lo cual indica que son individuos descendientes de estas poblaciones.
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Figura 12. Andlisis de estructura genética realizado con el software Stucture y graficado con el programa estadistico R. Se
observan tres grupos genéticos o pozas génicas con una K=3. Cada individuo es una linea vertical. Tiacaque poza génica azul,
Tepuxtepec morado y reproductores (RTxy RT) y F1 (PTx y PT) rosa.

En la Figura 13 se muestra la matriz de valores de F'sr pareadas, en donde los cuadros blancos
indican valores de 0, es decir, que las poblaciones son muy parecidas y los cuadros azules muestran

la diferenciacion entre ellas. Los valores de Fsy pareadas entre las diferentes poblaciones sugieren
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que las poblaciones silvestres Tiacaque y Tepuxtepec se encuentran diferenciadas (Fsr= 0.23876).
Sin embargo los reproductores fueron muy parecidos con valores muy pequefios en ellos de Fsr=
0.02248, la comparacion entre las dos progenies o F1 también tiene valores bajos de Fsr= 0.1646

(Figura 13; Apéndice 3; Tabla 17).
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Figura 13. Fgy pareadas para las poblaciones silvestres (Tiacaque y Tepuxtepec), reproductores (Rep T, Rep Tx) y la progenie
(F1 Pt, F1 PTx).

De acuerdo con la prueba de Wilcoxon con dos colas, bajo el modelo TPM (Two Phase Model),
se obtuvieron diferentes resultados en las muestras analizadas. Ya que para la poblacion silvestre
de Tepuxtepec bajo el modelo de TPMr, = 0.039063, el valor no fue significativo, de igual manera
para la poblacion cautiva de reproductores (RTx y RT) y F1 (PTx) de la cruza de Tepuxtepec @ X
Tiacaque &, TPMgrrx = 0.039063, TPMgt= 0.054688, TPMpry = 0.011719 respectivamente, por lo
que no hay evidencia de una reciente reduccioén en el tamano poblacional, es decir, un reciente
cuello de botella. Por su parte, la poblacion silvestre de Tiacaque bajo el modelo TPMt= 0.742188
y la F1 de la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec & (PT) mostraron valores significativos de TPMpr

=0.945313, lo cual sugiere que hay desviaciones del equilibrio mutacién-deriva. Sin embargo estos
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resultados se deben de tomar con mucha cautela debido al pequefio nimero de muestra para estas

poblaciones, dado que el programa es muy susceptible al nimero de individuos.

Andlisis de Parentesco -Pedigri-

Los resultados obtenidos a partir de los distintos métodos de relacion de parentesco o pedigris,
para la categoria PO (Padre-Hijo), se tomd la relacion de la F1 con hembras (madres) como
verdadera debido a que los machos fecundaron a varias hembras, encontrando a algunos individuos
en diferentes combinaciones de parentesco.

De las diferentes combinaciones realizadas (Apéndice 3; Tabla 18 y 19), para la cruza de
Tiacaque @ X Tepuxtepec Jd (Figura 14), se obtuvieron un total de 48 peces hasta el estadio
juvenil, de los cuales el mayor numero de descendientes (12 individuos) se obtuvieron de la cruza
de RT2 @ X RTx4 J, seguido de las cruzas de RT2 @ X RTx3 4 y RTI @ X RTx 443 (10
individuos cada una), la cruza de RT1 @ X RTx 33 (7 individuos), mientras que para la cruza de
RT1 @ X RTx5 & fueron 5 individuos, obteniéndose el menor nimero de descendientes en la cruza
de RT2 @ X RTx5 & (4 individuos). En general el macho reproductor RTx4 & fue el que se
observo un mayor niimero descendientes o matches, mientras que para el reproductor RTx5 &' se
obtuvo el menor numero de progenie o F1. Por su parte, para la cruza de Tepuxtepec @ X Tiacaque
&' (Figura 15) se obtuvo un total de 19 peces juveniles en diferentes combinaciones, todos fueron
hermanos o medios hermanos ya que solo un macho contribuyo en las cruzas. Se observa una
mayor descendencia con la hembra RTx1 @ X RT3 & (11 individuos), mientras que para la cruza

RTx2 @ X RT3 J se obtuvieron 8 individuos.
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Figura 14. Andlisis de parentesco para las diferentes combinaciones en las cruzas de Tiacaque Q con Tepuxtepec 3. Los
circulos indican a las hembras, los cuadros a los machos y los rombos indican sexos indiferenciados en la progenie o F1. Cada
numero corresponde al individuo analizado. El color azul corresponde a los reproductores de Tiacaque, el color morado a los de
Tepuxtepec y el rosa corresponde a la progenie. Las lineas negras indican el apareamiento de los individuos y su descendencia.
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Figura 15. Andlisis de parentesco para la cruza de Tepuxtepec Q y Tiacaque 3. Los circulos indican las hembras, los cuadros
los machos y los rombos indican el sexo indiferenciado que en este caso es la progenie (F1). Cada niimero corresponde al
individuo analizado. El color azul corresponde a los reproductores de Tiacaque, el color morado a los de Tepuxtepec y el rosa
corresponde a la progenie. Las lineas negras indican el apareamiento de los individuos y su descendencia.
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Discusion

Cruzas de reproductores y generacion F1

Se demostré que la produccion de hibridos intraespecifos producidos por medio de fertilizacion
in vitro es viable entre poblaciones silvestres que se encuentran totalmente disyuntas de
Chirostoma humboldtianum, ademas la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec &, presentd un tiempo
de desarrollo temprano menor en comparacion con la cruza Tepuxtepec @ X Tiacaque & (72 dias
vs 88 dias). Sin embargo, se observo que la tasa de sobrevivencia en los hibridos intraespecifos fue
mucho menor que en las poblaciones Tiacaque y Tepuxtepec (T=87 %; Tx=77 %; PTx=39 %;
PT=42 %). No obstante, la producciéon de organismos hibridos podria tener implicaciones
favorables con un enfoque hacia el desarrollo de una biotecnologia para el cultivo de esta especie,
con fines de produccion y con la finalidad de contrarrestar la sobreexplotacion de poblaciones
silvestres. Se deben de considerar las limitaciones debido a que la gametogénesis y el desove son
asincronicos en las hembras y la fecundidad es relativamente baja en esta especie (en comparacion
con especies de importancia acuicola; v. g. salménidos, ciprinidos, ciclidos).

En la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec J, el 13 % de las larvas presenté malformaciones en
las fases de division celular y en el eje vertebral en las larvas. Estas malformaciones tuvieron lugar
desde los primeros estados de desarrollo y pueden estar asociadas a una degeneracion de las
estructuras Oseas, a la calidad del vitelo, condiciones abidticas desfavorables, desbalances
nutricionales, enfermedades y factores genéticos como la endogamia o la exogamia (Cahu et al.,
2003; Georgakopoulou et al., 2007; Verhaegen et al., 2007) o una interaccion entre éstas. Las
malformaciones esqueléticas, especialmente craneales y a nivel del eje vertebral, han sido
reportadas en casi todas las especies de peces de cultivo, se presentan principalmente durante la

ontogenia temprana y hasta la metamorfosis (Argiiello et al., 2014).
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Por otro lado, la nutricion larval particularmente de acidos grasos o niveles de ciertas vitaminas
y minerales, también ha sido implicada en la ocurrencia de malformaciones. El acido ascérbico
(vitamina C) en la dieta es un factor que influye en el desarrollo de las malformaciones esqueléticas
en teledsteos juveniles y adultos, siendo esencial para la produccion de colageno y para la correcta
formacion de las estructuras Oseas y cartilagos de soporte (Gapasin & Duray, 2001). El acido
retinoico (AR) estd involucrado en la diferenciacion, crecimiento y desarrollo de las células. Es
posible que para los especimenes del presente estudio, la alta tasa de crecimiento y el mayor
numero de larvas de la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec 4 (N = 48), pueden tener altos
requerimientos de AR y vitamina C, ya que solo en esta cruza se presentaron ese tipo de
malformaciones.

Sin embargo, aunque es necesario un mejor entendimiento del rol de estas vitaminas en el
metabolismo de tejidos esqueléticos, es posible inferir que las malformaciones pueden ser una
interaccion de los factores anteriormente descritos, y tambien pueden atribuirse al estado
nutricional de las hembras progenitoras ya que la calidad y la cantidad del vitelo en las primeras
fases del desarrollo es consecuencia de la calidad del alimento proporcionado durante el proceso de
gametogénesis, estos factores determinan la sobrevivencia de los peces durante la alimentacion

enddgena.

Sobrevivencia y Morfologia

Sobrevivencia

La poblacion que tuvo una mayor sobrevivencia desde el momento de la activacion del huevo
hasta la eclosion fue la poblacién de Tiacaque con 87 %, seguida de la poblacion de Tepuxtepec
con 77 %, mientras que la F1 de Tepuxtepec @ X Tiacaque & (PTx) mostraron una menor
sobrevivencia de 42 % y Tiacaque @ X Tepuxtepec & (PT) 39 %. A la F1 se le dio seguimiento

hasta el periodo juvenil en donde la cruza de la poblacion Tiacaque @ X Tepuxtepec & mostrd una
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mayor sobrevivencia que en la cruza Tepuxtepec @ X Tiacaque & (17 % y 3 % respectivamente).
En todas las muestras se observo un umbral durante la gastrulacion. Balon (1993) menciona que
existe un umbral entre cada par de periodos durante la ontogenia, ya que los organismos se
encuentran sensibles a los factores ambientales.

Esta desigualdad tambien pueden ser atribuidas a la cantidad de alimento que no fue controlada
en los experimentos, ademas la primer cruza que se realizo en este estudio fue la de Tepuxtepec ¢
X Tiacaque & en donde se tenia menos experiencia con el manejo de los individuos y control de
plagas como fue el caso de los hongos que invadieron a esta progenie. También pudo haber
influido la depresion por exogamia en esta cruza (PTx; Hz=0.509; F;5=0.576), ya que se observo un
aumento en individuos heterocigos, en la cual aunque se incremente la variacion genética, se
pierden adaptaciones locales o particulares de cada poblacion independiente y lo cual no esta
relacionado con un incremnto en el vigor hibrido, ya que al observar una mayor mortalidad en esta
cruza, no se podria considerar el proceso de heterosis. Ya que en poblaciones que se encuentran
aisladas (como Tiacaque y Tepuxtepec), los alelos se seleccionan por sus efectos positivos en ese
ambiente en particular. Mientras que los mismos genes pueden tener efectos diferentes en nuevos
entornos y por lo tanto la descendencia entre padres de dos poblaciones diferentes puede tener

fenotipos que no son buenos para ninguna poblacién en particular.

Longitud y peso

Un aspecto importante que hay que resaltar es que todos los organismos analizados fueron
juveniles con 203 dias post eclosion. Aunque no se encontraron diferencias significativas en las
variables entre las dos cruzas (t-student; P=0.00001), se detectd que la mayor longitud y peso fue
en los organismos de la cruza de Tepuxtepec @ X Tiacaque & (X LT 55.515 mm y Peso 0.908 mg).
Esta diferencia de crecimiento puede ser atribuido a que en esta cruza se obtuvo un menor numero

de individuos (PTx, N = 19 vs PT = 48), por lo que la densidad de los organismos, asi como la
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cantidad de alimento, pudieron influir en el crecimiento de los peces, ya que al aumentar la
cantidad de organismos, aumenta la demanda de alimento y la competencia para obtenerlo (Del
Rio, 2004). Como se menciond en la seccion de materiales y métodos, la F1 fue mantenida en
canaletas de las mismas dimensiones, por lo cabe hacer notar que la baja densidad de organismos

pudo redundar en permitir un incremento en la talla en relacion a la cruza PT (N =48)

Genética

Variacion genética, prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg y recombinacion

Todas las poblaciones analizadas con marcadores microsatelitales mostraron desviaciones al
equilibrio de Hardy-Weinberg, debido a la deficiencia de heterocigotos, lo cual puede ser atribuido
a procesos evolutivos (se discute detalladamente mas adelante). Se encontraron un total de 87
alelos en todas las muestras analizadas, con un promedio total de riqueza alélica de 10.875.
Comparando nuestro resultados con los obtenidos por Garcia-Martinez (2015) y Barriga Sosa et al.
(2014) en donde en el primer estudio, realizaron un analisis de seis poblaciones de Chirostoma
humboldtianum, con diferentes marcadores microsatelitales; los autores mencionan un total de 169
alelos para ocho /loci, con un promedio de riqueza alélica de 21.1 alelos por cada /ocus. Mientras
que para el segundo estudio, para la poblacion de Villa Victoria se encontr6 un promedio de 15
alelos, una Hp= 8.83 y Hg = 0.79 con los mismos ocho /oci utilizados en el presente trabajo. En
otras especies de peces con importancia acuicola, como son el rodaballo, la riqueza alélica con
marcadores microsatelitales es de 14.1 alelos; 8.4 en trucha arcoiris (Vandeputte et al., 2004) y en
trucha dorada mexicana un promedio de 11.9 alelos por locus (Barriga Sosa et al. 2016). Garcia-
Martinez, 2015 report6 una riqueza alélica en la poblacion de Tepuxtepec de 7.91 y para Tiacaque
un promedio de 9.36 a diferencia de nuestro estudio en donde se observé un pequeilo incremento
en la riqueza alélica en la poblacion de Tepuxtepec con un promedio de 8.87, mientras que para la

poblacion de Tiacaque se observd una disminucion de la riqueza alélica con un promedio de 5.25.
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En nuestro estudio, la poblacion silvestre de Tepuxtepec fue la que mostré mayor numero de
heterocigotos (Hr = 0.75) y en la poblacion de Tiacaque una Hg = 0.55, a diferencia de lo que
reporta Garcia-Martinez (2015) en donde para la poblacion de Tepuxtepec presentdé Hg = 0.59 y
Tiacaque Hr = 0.66. Estas diferencias pueden ser atribuidas a las diferentes marcadores
moleculares utilizados en los estudios, ya que algunos marcadores pueden tener mayor diversidad
en un fragmento en especifico del genoma.

La mayoria de /oci comparten alelos en las diferentes poblaciones silvestres, sin embargo en los
reproductores y en la progenie generada (poblacion cautiva) se observaron algunos alelos Unicos
que solo se comparten entre padres e hijos, sin que los presenten las poblaciones silvestres de
Tiacaque y Tepuxtepec. Estos alelos Unicos o raros se encontraban en bajas frecuencias en las
poblaciones silvestres y se han llegado a fijar en las poblaciones cautivas. Por su parte los
reproductores y la progenie mostraron un nimero de riqueza alélica promedio total muy parecida,
oscilando entre 3 y 4 alelos por locus (Rep T= 4; F1 PT=3.5; Rep Tx =3.1; F1 PTx= 3.2); estos
datos se deben de tomar con cautela, sobretodo en los reproductores, debdio al pequefio tamafio de
muestra (Ngr= 5, Ngry =3) ya que la riqueza alélica es muy sensible al tamafio muestral.

Comprando nuestros resultados sobre los hibridos intraespecifos, con otros estudios de
hibridacioén y especies con importancia acuicola, como es el caso de Sal/mon salar (Ayllon, 2004)
en donde se utilizaron cuatro microsatélites, la heterocigosis oscila entre Hg= 0.818 (N=44). A
diferencia de la baja heterocigosis encontrada en nuestro estudio en la F1; la cruza de Tepuxtepec
Q X Tiacaque & (FI PTx, N=19) fue de Hg-0.509, mientras que la progenie de Tiacaque @ X
Tepuxtepec & (FI1 PT, N=48) obtuvo el menor niimero de heterocigos en todas las poblaciones
analizadas (Hg= 0.414). Estas diferencias pueden deberse a varios factores: 1) al reducido tamaino
de muestra; 2) a un muestreo no azaroso inherente al tamano del sistema cerrado en donde se

encuentra nuestra poblacion cautiva, que consiste de un lote pequefio de 10 a 17 reproductores en
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diferentes fases reproductivas y 3) a los procesos microevolutivos en las poblaciones silvestres que
se describen en los siguientes apartados.

La hibridacién intraespecifica es comun en algunas especies de importancia pesquera como es
el caso de los salmonidos (Fraser et al. 2010; Harbicht et al., 2014). Los hibridos intraespecifos
(F1) generados en este estudio mostraron muy baja diversidad genética a diferencia de lo reportado
con otras especies de hibridos intraespecifos como Salvelinus fontinalis (Harbicht et al., 2014) en
donde los autores mencionan que después de cinco generaciones, las poblaciones muestran rasgos
benéficos ya que exhiben un mayor adaptacion potencial que da como resultado una mayor
supervivencia y plasticidad fenotipica, también sugieren que los genes “domesticados”, entre las
primeras generaciones de hibridos, proporcionan una ventaja en la adecuacion (fitness) en nuevos
entornos, como consecuencia de la elevada diversidad genética (Dowling y Secor 1997; Harbicht et
al., 2014).

Nuestra primera generacion hibrida mostré una elevada mortalidad al compararlo con las
poblaciones silvestres y puede ser atribuido a la combinacion de diversos factores como: 1) baja
diversidad genética; 2) posible perdida de alelos debido a procesos de seleccion; 3) adaptacion al
nuevo entorno; 4) endogamia; 4) reducidos tamano efectivo poblacional (Ne) y tamafio poblacional
(N) y 5) deriva génica.

Para nuestras poblaciones que se encuentran en cautiverio, existen problemas adicionales, ya
que al empezar un proceso de domesticacion o seleccion artificial inconsciente y adaptacion al
entorno cautivo se plantea un problema particularmente grave, porque puede promover la fijacion
de alelos que en la naturaleza son perjudiciales, lo que resulta en una carga genética permanente
que no puede ser purgado por la seleccion purificadora. Ya que en poblaciones en cautiverio la
seleccion se puede “relajar”, debido a la ausencia de depredadores, la provision de alimentos, y el

tratamiento médico veterinario (Arnoldo, 1995). Periodos de baja diversidad genética puede poner
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en riesgo de extincion a la especie (Biirger & Lynch, 1994). Adicionalmente las tasas de mutacion
para un solo /ocus, como resistencia a cierta enfermedad, se pueden encontrar hasta tres ordenes de
magnitud abajo (Lynch et al., 1998; Franklin y Soul¢ 1980). Aunado, a que las poblaciones en
cautiverio descienden de pequefios tamafios poblacionales, con eventos de cuellos de botella en las
poblaciones silvestres, aumentaran la probabilidad de acumulacion de alelos deletéreos y la pérdida
de variacidon genética por causa azarosa de la deriva genética.

Todas las muestras analizadas mostraron un numero significativo, positivo y alto de coeficiente
de endogamia (Fis), lo que indica deficiencia de heterocigos. Las poblaciones silvestres Tiacaque y
Tepuxtepec mostraron valores semejantes (Fis = 0.661 y Fig = 0.605 respectivamente). El menor
nimero de coeficiente de endogamia Fis se observo en los hibridos intraespecificos de la cruza de
Tepuxtepec @ X Tiacaque & (F1 PTx Fis= 0.576), lo cual puede ser atribuido a un proceso de
exogamia (como mencionamos anteriormente), ya que en poblaciones aisladas se pueden
desarrollar diferentes complejos de genes que interactian bien dentro de una poblacion en
particular, pero de manera deficiente cuando los genes se mezclan a través de apareamientos entre
poblaciones, causando una mayor mortalidad y una reduccion en el estado fisico en la
descendencia. Algunos genes adaptados localmente en una poblacion silvestre pueden diferir de
una poblacion en cautuverio. En este caso, los genes adaptativos en poblaciones silvestres
simplemente estan siendo desplazados por la inmigracion de genes que se adaptan al nuevo
ambiente (Monson et al. 2010).

Por su parte, la F1 de la cruza de Tiacaque @ X Tepuxtepec &' (PT) mostro el mayor niimero de
coeficiente de endogamia (Fs = 0.753) y fue en la cruza que se presentaron las malformaciones. Es
importante recordar que la endogamia puede tener consecuencias perjudiciales en todos los
aspectos de la reproduccion y supervivencia, incluida la produccion de esperma, capacidad de

apareamiento, fecundidad, supervivencia juvenil y edad de madurez sexual (Frankham et al.
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2002). Hay evidencia contundente de que la endogamia y la pérdida de variaciéon genética
contribuyen al riesgo de extincién en poblaciones en cautiverio. Ignorar los factores genéticos
puede llevar a estrategias de recuperacion inadecuadas e incluso procesos de extincion (Frankham,
2005). Se ha observado que la depresion por endogamia causa deformaciones corporales y una
menor supervivencia de la progenie en Oncorhynchus mykiss (Waldman, 1993), una reduccion en
las tasas de crecimiento en Oncorhynchus kisutch (Gallardo y Neira, 2005), menor tolerancia a la
salinidad en Poecilia reticulata (Nakadate et al. 2003) y una reduccion en la fecundidad y la
supervivencia en Gasterosteus aculeatus (Frommen et al. 2008; Monson et al. 2010). Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por Garcia—Martinez (2015), en Chirostoma
humboldtianum, en donde se menciona que estas poblaciones han sufrido depresion por endogamia
y la deficiencia de heterocigotos también ha sido sugerida para otras especies del género (Barriga—
Sosa et al. 2004). Por lo que se sugiere realizar analisis de adecuacion en las poblaciones silvestres
para poder determinar si existe un proceso de depresion por endogamia en esta especie.

Cabe destacar que al ser este el primer estudio y generacion de hibridacion intraespecifica en
una especie endémica y con caracteristicas bioldgico-pesqueras completamente contrastantes a las
de especies cultivables (v. g. salmoénidos, ciprinidos, ciclidos), da la pauta para considerar aspectos
relevantes para mejorar futuros disefios experimentales que conduzcan a la obtencion de resultados
esperados, por ejemplo: 1) v. g., analizar los indices de heredabilidad en los reproductores; 2)
realizar un andlisis y seleccion a priori de carcateristicas fenotipicas y genotipicas de los
reproductores; 3) incrementar el nimero de organismos reproductores provenientes del muestreo
directo de las poblaciones silvestres; 4) aumentar el nimero de reproductores por cruza en
poblaciones cautivas o analizar cruzas 1:1 y su descendecia; 5) seguir un mayor numero de
generaciones; 60) realizar cruzamientos de poblaciones que tengan mayor similitud genéticamente

para poder evitar la acciéon de la exogamia; 7) valorar el numero y tipo de loci a utilizar; 8)
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robustecer las estrategias de manejo acuicola (ei. alimentacion, temperatura y aislamiento de

reproductores en zonas controladas).

Organismos tetraploides

En el presente estudio se encontraron individuos tetraploides de Chirostoma humboldtianum
(RTx2, PTx9, PTx10, PTx12, PTx14 y PTx17), unicamente en la cruza de Tepuxtepec @ X
Tiacaque & lo cual puede sugerir que se esté heredando esa duplicacion de alelos via materna, es
decir de la poblacion silvestre de Tepuxtepec; ya que Garcia-Martinez (2015) y Urbina-Sanchez et
al. (2016) reportan organismos poliploides en esta misma poblacion silvestre, lo cual los autores
atribuyen a la exogamia observada en algunos /oci. Sin embargo, se ha reportado que varios grupos
de peces, incluyendo todos los salmoénidos y catastomidos, asi como la carpa (Cyprinus carpio) y
algunos lochas (Botia sp.), han surgido a través de ancestros tetraploides (Bailey et al., 1978).

Por ejemplo, los salmoénidos parecen haber retenido el 50-75 % de sus /oci como duplicados
durante los 108 afios transcurridos desde que ocurrid la tetraploidia (Bailey et al., 1978). En
poblaciones tetraploides, los alelos nulos en los /oci se acumulan en los genes duplicados hasta que
su frecuencia es equilibrado por la seleccion natural (Bailey et al., 1978; Lim, 1977). Los autores
sugieren que estos genes duplicados es mas probable que contribuyan a la evolucion de nuevas
funciones debido a que la seleccion permite que queden duplicados pero sin estar ligados (Bailey et
al., 1978). También se han observado individuos tetraploides en las lochas (Cobitidae), los cuales
se postula surgieron mas recientemente que los catastomidos o salménidos, y muestran una mayor
tasa de pérdida de genes duplicados (70 %) (Ferris, 1977).

En este sentido, se considera necesario analizar a los ancestros del género Chirostoma, es decir,
a alguna especie del género Menidia con analisis a nivel de genoma o de gendémica comparada,

para corroborar la herencia de genes poliploides en esta especie.
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Estructura genética

Para determinar la estructura genética, es necesario comprender el patron de variacion genética
de la especie por medio de la evaluacion de los genotipos de los diferentes individuos. La
estructura genética estd influenciada tanto por procesos demograficos, como por la acciéon de las
fuerzas evolutivas (Slatkin, 1994).

En el presente estudio la mayor parte de la variacion (71 % amova) se encontrd entre individuos
en las muestras/poblaciones analizadas. Los valores Fsr (medida de diferenciacion genética) fueron
significativos en la mayoria de las agrupaciones (Tabla 16) y se observé el valor mas alto entre la
poblacion silvestre Tepuxtepec — F1 Tiacaque (Fsr= 0.279), las poblaciones silvestres Tiacaque y
Tepuxtepec también mostraron una fuerte diferenciacion genética (Fsr =0.238). En todas las
muestras se observo una baja heterocigosis por lo tanto una baja diversidad genética y una fuerte
estructura poblacional (K=3: Tiacaque, Tepuxtepec, Reproductores y F1). Esta fuerte estructura
poblacional y diferenciacion genética en la especie de Chirostoma humboldtianum con marcadores
microsatelitales y mitocondriales, también ha sido reportado por Garcia—Martinez et al. (2015), en
donde mencionan un alto valor de Fisy para Tiacaque-Tepuxtepec (0.394), baja variacion genética y
por lo tanto baja Hr ademads de eventos de cuello de botella y el posible proceso de deriva genética
en poblaciones silvestres.

Esta fuerte estructura poblacional y la alta diferenciacion morfologica y genética entre estas las
dos poblaciones silvestres de Tiacaque y Tepuxtepec eran de esperarse, y pueden verse
influenciadas por factores como son: la contaminacion, destruccion de habitat y embalses que
aumentan la fragmentacion geografica de esta especie, la introduccion de especies exoticas,
sobrexplotacion, la inexistente dispersion ya que habitan en diferentes subcuencas, cada una con
pardmetros fisico-quimicos diferentes o una dispersion ancestral y por lo tanto el nulo flujo de

genes, la existencia de individuos tetraploides en Tepuxtepec, que posiblemente sefialen hacia un
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proceso de especiacion incipiente; todas estas diferencias eventualmente cambiaran las
proporciones relativas de los componentes de la diferenciacion genética y la diversidad dentro y
entre las poblaciones. Es decir, las poblaciones estan aisladas y se estdn diferenciando a tal grado
que en el futuro podria llegar a constituir especies distintas, aunque de momento sélo se puedan
considerar linajes diferentes.

Con respecto a las poblaciones cautivas en PEXPA (Reproductores y F1), éstos mostraron una
poza génica Unica entre padres e hijos y totalmente diferente a las poblaciones silvestres, por lo que
adicional al posible efecto de un muestreo no aleatorio representado en dicho lote, al parecer
algunos alelos raros que se encontraban en bajas frecuencias en las poblaciones silvestres, han
aumentado su frecuencia e incluso se han fijado en la poblacion cautiva; lo cual puede ser atribuido
a procesos como son: la seleccion artificial inconciente, la adatapcion al entorno cautivo, la
endogamia y el efecto fundador, ya que las poblaciones en cautiverio descienden de un pequeio
grupo de fundadores, los cuales a su vez tienen baja variacion genética y probablemente contenian
estos alelos raros. Estos cambios afectan las frecuencias alélicas y dan como resultado una
decadencia de los heterocigotos en la poblacién y al no existir nuevos individuos o genes en las
poblaciones no hay flujo génico y empieza a existir apareamientos consanguineos. Ademas de que
probablemente existe un bajo tamafio efectivo poblacional en todas las poblaciones, el cual
determina las propiedades genéticas de una poblacion.

En poblaciones pequeiias, el azar y las fluctuacion en las frecuencias genéticas (provocadas por
la deriva genética) tiende a reducir la variacion genética, llevando eventualmente a Ia
homocigosidad y por lo tanto a la pérdida de adaptabilidad evolutiva a los cambios ambientales.
Ademas de que las fluctuaciones temporales en el tamafio de la poblacion son los principales
factores que causan la reduccion en los tamafios efectivos poblacionales (Ne) y se vuelven

sustancialmente menores que sus tamafios reales (Lande 1998). Franklin y Soulé (1980)
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propusieron una regla para determinar el valor del tamafio de una poblacién en donde se mantenga
una adecuada variacion genética para procesos adaptativos para un ambiente dinamico, en donde
determinaron un tamafo efectivo poblacional (Ne) de 500 individuos en poblaciones silvestres.
Mientras que Franklin y Frankham (1998) proponen un valor de Ne~500-1000 para cuestiones de
conservacion (Lynch et al., 1998). En poblaciones pequeias o en cautiverio, donde la deriva génica
es el mecanismo evolutivo de mayor influencia se debe considerar Ne;=50 (Wang, 2001). En
ausencia de factores que actiien para mantener la variacion genética, como la mutacion, migracion
o la seleccion balanceadora, la tasa esperada de pérdida de heterocigosidad, es 2Ne por generacion
(Lande 1998).

Estudios teodricos y empiricos sobre peces muestran que las pequefias poblaciones fundadoras
pierden rapidamente los alelos raros, por causa de los apareamientos consanguineos (Allendorf,
1986; Leberg, 1991). Por ejemplo, si se usa esperma de un solo macho para inseminar los évulos
de 100 hembras, el Ne es aproximadamente a una poblacion de solo cuatro adultos, no 101 adultos,
ya que toda la F1 de tal generacion seria medio hermano porque comparte el mismo padre
(Vrijenhoek 1998).

En este sentido, evitar completamente la seleccion artificial, la adaptacion a un nuevo entorno,
la endogamia, el posible efecto fundador, la deriva génica y por lo tanto la pérdida de diversidad
genética puede ser dificil en poblaciones cautivas, pero se pueden hacer intentos para minimizar la
endogamia y maximizar la baja diversidad genética dentro de las poblaciones, por ejemplo: 1) con
el transporte de individuos (o gametos) de diferentes localidades con fines de reproduccion (Rails
& Bailou, 1986); 2) poniendo atencion a las cuestiones ecoldgicas, demograficas o a los factores
sociales y estructurales en la poblacion (Lande 1998); 3) con la introduccién periddica de
individuos (genes) de las poblaciones de origen, incrementando la Ne y N en las poblaciones

cautivas para que los nuevos individuos de la fuente de origen importen nuevos alelos a las
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poblaciones en cautiverio y por lo tanto se incremente la variacion genética a lo largo del tiempo en
nuestras poblaciones.

Nuestros resultados tienen implicaciones importantes para considerar el valor potencial de
conservacion de las poblaciones silvestres; mientras que las poblaciones en cautiverio ilustran la
efectividad y lo rapido que pueden llegar a ser los procesos microevolutivos en un sistema cerrado

y la importancia que tiene realizar un manejo adecuado de las poblaciones en cautiverio.

Andlisis de Parentesco -Pedigri-

La aplicacion de marcadores microsatélites para la determinacion de parentesco estd ganando

aceptacion y popularidad en la acuicultura, ya que la inferencia de parentesco con marcadores
genéticos codominantes altamente polimodrficos cada vez es mas comun en los programas de
mejora genética y como mecanismo para establecer pedigries y lineas genéticas (Koch, 2008).
El reciente desarrollo de marcadores microsatélitales para esta especie (Barriga-Sosa et al. 2014)
brinda la oportunidad de identificar el origen familiar de cualquier individuo en una poblacion. La
identificacion de las genealogias pueden permitir la estimacion precisa de los pardmetros genéticos
dentro de las poblaciones y proporcionar una prueba de asignacion de escala mas fina basados en
los genotipos. Se han reportado poblaciones e hibridacion para esta y otras especies del género
(Alaye, 1996; Barriga-Sosa et al., 2001), sin embargo, estos datos deben ser puntualmente
abordados en estudios posteriores.

En el presente trabajo, la mayoria de peces juveniles o hibridos intraespecifos pertenecieron a la
cruza Tiacaque @ X Tepuxtepec &, con un total de 48 peces juveniles siendo la familia o cruza de
los individuos RT2 X RTx4 la que present6 una mayor descendencia (12 individuos). Mientras que
en la cruza de Tepuxtepec @ X Tiacaque & se obtuvd un menor niimero de descendientes (19 peces
juveniles) y la familia o cruza que obtuvd mayor niimero de hijos fue RTx19 X RT3 con un total

de 11 individuos. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la mayoria
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de la F1 generada o juveniles fueron homocigotos, y a su vez los reproductores o padres también
mostraron un nimero alto de alelos homocigotos, por lo que no existe una combinacién de alelos
para que la F1 generada mostrara un incremento en individuos heterocigotos, ademas de que se
observo un alto coeficiente de endogamia o apareamientos consanguineos en todas las poblaciones
analizadas. A diferencia de otros estudios en donde se ha demostrado en la trucha marrén (Salmo
trutta L.) por una metodologia de mejoramiento genético, que la cria podria producir un aumento
de peso considerable (hasta 25% por generacion; Vandeputte et al., 2002), o en la determinacion de
parentesco para evitar la accion de la endogamia en el lenguado japonés (Hara & Sekino, 2003), el
bacalao del atlantico Gadus morhua (Herlin et al ., 2007), el lenguado senegalés Solea
senegalensis (Castro et al., 2006), entre otros estudios, en donde la preferencia de utilizar este
marcador molecular es debido a su alto nivel de variacion genética y son informativos a nivel
intrapoblacional (Nolan, 2009; Soucy, 2003; Liu & Cordes, 2004).

Adicionalmente se demostré que los microsatélites fueron una herramienta precisa y confiable
en todos los analisis descritos anteriormente y en la reconstruccion de pedigri de poblaciones que
se encuentran en cautiverio y que son cultivadas con fines de acuicultura, asi como, la importancia
de contar con diferentes lineas de reproduccion para evitar endogamia en las poblaciones
resultantes ya que toda esta informacion puede ser 1til para desarrollar una poblacién sintética con
fines de manejo y produccion acuicola, con la finalidad de contrarrestar la explotacion de

poblaciones silvestres.

Manejo y conservacion
Los habitats de peces dulceacuicolas se destruyen como consecuencia de muchos factores
antropogenicos como es: la deforestacion, la escorrentia agricola, el uso de pesticidas, fertilizantes,

aguas residuales y los contaminantes quimicos, la erosion de las cuencas y la sedimentacion ha
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destruido los habitats de reproduccion de muchas especies que requieren aguas ricas en oxigeno.
(Vrijenhoek 1998). La introduccion de especies exoticas, fragmentacion del habitat, los embalses
para la retencion de agua y la generacion de hidroeléctricas crean barreras para la dispersion natural
de los peces, y eliminan las oportunidades de flujo genético entre poblaciones (Vrijenhoek 1998).

Los efectos de la sobrepesca en la abundancia de especies y diversidad estan relativamente bien
documentados, mientras que las amenazas a la diversidad genética de las poblaciones de peces han
sido descuidadas en gran medida (Hauser et al. 2002). En muchas especies marinas el tamafo
efectivo de la poblacion (Ne), puede ser 6rdenes de magnitud mas pequefias que el tamafio de la
poblacion censal (N). Si tales proporciones bajas de Ne y N son comunes en especies marinas,
muchas poblaciones de peces explotadas pueden estar perdiendo variabilidad genética (Hauser et
al. 2002)..

Por su parte, la cuenca del rio Lerma-Santiago ha experimentado una tremenda degradacion a lo
largo del siglo XX. Hacia 1985-93, solo 15 % de los sitios eran todavia capaces de contener
especies sensibles al medio en donde habitan, ya que los sitios restantes se encuentran altamente
contaminados, mientras que algunos ya desaparecieron. Se deben de implementar medidas mas
drasticas sobre el manejo de desechos contaminantes e industriales y aguas negras, asi como
realizar un andlisis de especies invasoras en el area; ya que un 40% de los peces nativos de la
cuenca han sufrido importantes declives en su distribucion e incluso varias especies podrian estar
extintas actualmente. La extension y magnitud de la degradacion en la cuenca del rio Lerma iguala
o excede a los peores casos reportados en cuencas de tamafio comparable en cualquier otra parte
del mundo. Esta dramatica pérdida de biodiversidad se debe principalmente a la explosion de la
poblacion humana de México, de 15 millones de personas en 1910, hasta casi 105 millones en el
fin de milenio, concentradas sobre todo en ciudades industrializadas, las cuales demandan una

mayor cantidad de recursos naturales (Miller, 2009).
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En el caso especifico de Chirostoma humboldtianum, diversos autores han reportado la
disminucion del tamafio de sus poblaciones y la extirpacion de la especie en algunas cuencas, como
en el lago de Xochimilco y los lagos de las cuencas del Valle de México, como consecuencia de la
explotacion, introduccion de especies exodticas (como es el caso de la Lobina), destruccion del
habitat, contaminacioén y eutroficacién de los lagos en México (Alvarez, 1972; Barbour, 1973b;
Barriga-Sosa et al., 2014; Lyons et al. 1998; Garcia-Martinez et al., 2015). Sin embargo, el tamaino
de la poblacion de esta especie, y los tamafios efectivos poblacionales no ha sido determinados, por
lo tanto la especie no ha sido ubicada dentro de las especies en peligro de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana (NOM-059-Ecol-2010), ni en la lista roja [UCN por falta de informacién de la
especie y del género en general. Para predecir un escenario de extincion a mediano y largo plazo,
se requiere esfuerzos multidisciplinarios para integrar informacion evolutiva, genética, factores
demograficos que afectan la dindmica de las poblaciones, ademads de incluir la estructura social y la
variacion de las historias de vida causada por fluctuaciones ambientales (Lande, 1998).

Es necesario estimar el tamafo efectivo de la poblacion asi como los tamafnos minimos viables
de las poblaciones para identificar cuestiones demograficas poblacionales con datos genéticos y
procesos de reclutamiento en las poblaciones con el fin de que exista un mayor tamafio efectivo
poblacional (Ne) y como consecuencia una mayor probabilidad de reproducirse exitosamente
(Lynch et al., 1998), ademas de proteger a esta especie de la explotacion excesiva.

Realizar buenas practicas de manejo en cautiverio, de especies en peligro de extinciéon, por
ejemplo: conocer las relaciones de parentesco o pedigri de las poblaciones en cautiverio para poder
evitar la accion y los efectos de la endogamia ya que la endogamia puede reducir enormemente la
aptitud reproductiva. Para mantener la variabilidad genética de los lotes es necesario introducir
nuevo material genético (reproductores) o el intercambio de reproductores con otros centros

acuicolas. El aumento del numero efectivo de reproductores (Lopera-Barrero 2009; Freitas y
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Galetti Jr, 2005) y la formacién y manejo de diferentes lotes (de diferentes poblaciones) (Lopera-
Barrero 2009; Porta et al., 2006). Adicionalmente una estrategia para la conservacion de especies
es la criopreservacion de gametos, la cual se ha iniciado en la especie de estudio (Urbina-Sanchez,
2016). Estas estrategias permitirdn un intercambio alélico seguro en las poblaciones cautivas y el
mantenimiento de la diversidad genética dentro de la poblacion, preservando la mayor variacion en
la poza génica. Lo anterior llevard a un correcto y exitoso desarrollo de la acuicultura y de la
conservacion en Chirostoma humboldtianum, la cual es una especie de valor social, ictiologico y

econdémico.
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Conclusiones

Se cumplieron los objetivos planteados en el presente estudio.

No se exhibieron mecanismos de aislamiento reproductivo durante el desarrollo temprano
en las poblaciones analizadas en C. humboldtianum, ya que se obtuvo con éxito la progenie
de la combinacion de las poblaciones cautivas de Tiacaque y Tepuxtepec, aunque se
observé una menor sobrevivencia en la F1 en comparacion con las poblaciones silvestres,
¢ésta baja sobrevivencia no es atribuible directamente a procesos derivados de aislamiento
ya que los umbrales analizados en cada paso del desarrollo no impidieron la continuidad del
desarrollo.

Se genotipificod con éxito a todos lo individuos de las poblaciones silvestres y poblacion en
cautiverio (reproductores y F1).

Existe una baja diversidad genética y una fuerte estructura poblacional en las poblaciones
silvestres, reproductores y F1, posiblemente por eventos de exogamia, endogamia,
seleccion artificial, adaptacion al cautiverio, el efecto fundador y posible deriva génica.

La cruza que aportd mayor nimero de individuos en este estudio fue Tiacaque ¢ X
Tepuxtepec & con un total de 48 peces juveniles, de los cuales la cruza de RT2 @ X RTx4
J fue la que mostré mayor descendencia con 12 individuos.

Es importante tomar en cuenta la diversidad, estructura genética y relaciones de parentesco
en las estrategias de manejo y conservacion en Chirostoma humboldtianum con el fin de

evitar extinciones locales en la especie y mantener la diversidad en poblaciones cautivas.
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Apéndice

1. Apéndice. Extraccion de DNA

Extraccion de DNA con Kit Promega Wizzard

a.

R

.

°SPrPBTF

Cortar un pedazo de tejido (0.5-1.2) no excediendo mas de 20 mg. Colocar en un
tubo eppendorf de 1.5 ml

Adicionar 275 ml de solucion de Digestion (solucion Lisis de Nucleo 200 pl +
EDTA 0.5 M pH 8.0 50 pl + porteinasa K 20 mg/ml 20 pl + solucion RNAasa 5
pl)

Incubar a 55 °C de 16 a 18 horas

Adicionar 250 ml de Buffer de Lisis Wizzard a cada muestra y mezclar en el vortex
Transferir cada lisado de muestra (1.5 ml) a la mini columna y ensamblar el tubo
Centrifugar a 13 000 rpm por 3 minutos

Remover la mini columna y verter el liquido sobrante

Agregar 650 ml de solucion de lavado (Etanol 95%) y centrifugar a 13 000 rpm por
1 minuto

Remover el liquido sobrenadante y repetir lavado X4

En el ultimo lavado verter el liquido y el re ensamblaje de la mini columna,
centrifugar a 13 000 rpm por 2 minutos (secado)

Transferir mini columna a nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml

Agregar 250 ml agua libre de nucleasas e incubar por 10 minutos

. Centrifugar mini columna a 13 000 rpm por 1 minuto. Sin tirar sobrenadante (DNA)

Repetir pasos 1 y m para obtencion de volumen final de 500 ml
Almacenar ADN a -20 °C

2. Apéndice. Morfologia

Tabla 12. Peso en gramos y longitud en centimetros de los reproductores

1D Peso (mg) Longitud Total (mm)
RT 1 45000 180
RT 2 30000 156
RT Tx3 30000 160
RT Tx4 30000 170
RT Tx5 30000 160
RTx 1 30000 160
RTx 2 30000 150
RTx T3 33000 140
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Tabla 13. Peso, longitud total y longitud caudal de F1 de la cruza de Tepuxtepec hembra Tiacaque macho.

1D Peso (mg) Longitud Total (imm) Longitud Caudal (mm)

PTx 2 0.40 46.1 39.6

PTx 4 0.55 52.5 43.1

PTx 6 0.62 49.5 42.6

PTx 8 0.98 57.9 48.9

PTx 10 0.79 52.9 46.2

PTx 12 1.34 62.4 52.9

PTx 14 1.02 59.4 48.7

PTx 16 1.12 58.0 49.9

PTx 18 1.39 62.0 52.1

Promedio 0.908 55.51 46.87

Tabla 14. Peso, longitud total y caudal de la F1 de la cruza de Tiacaque hembra, Tepuxtepec macho.

1D Peso (mg) Longitud Total (imm) Longitud Caudal (mm)

PT 2 0.025 23.4 19.3

PT 4 0.04 27.7 22.1

PT 6 0.074 31.5 259

PT 8 0.127 35.9 30.1

PT 10 0.158 39.5 31.5

PT 12 0.173 39.4 32.5

PT 14 0.218 40.7 33.9

PT 16 0.609 50 41.2

PT 18 0.552 46.2 37.8

PT 20 0.347 41 34.6

PT 22 0.568 46.9 41.6

PT 24 0.880 53.8 47.8




PT 26 0.879 52.5 46.9

PT 28 0.348 40.1 34.2

PT 30 0.494 44.9 38.2

PT 32 0.837 54.4 47

PT 34 0.815 51.5 46.5

PT 36 0.635 49 41.7

PT 38 0.786 52.5 44.8

PT 40 0.562 47.8 39

PT 42 0.700 51.3 42.6

PT 44 0.744 51.2 42.5

PT 46 0.592 47.9 40.5

PT 48 0.455 43.9 38

3. Apéndice. Genética

Tabla 15. Numero total de alelos observados por locus

Locus Alelos

Chum14 9

Chum55 6

Chum60 7

Chum69 17

Promedio 10.87
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Tabla 16. Frecuencias alélicas por locus y por poblacion analizada. Rep Tx= Reproductores Tepuxtepec hembra Tiacaque
macho; Rep T= Reproductores Tiacaque hembra Tepuxtepec macho; PTx= progenie de la cruza RepTx; PT= progenie de la
cruza RepT. Los niimeros en negritas indican los alelos privados o uinicos .

Locus Alelo Frecuencia alelica Chirostoma humboldtianum
Tiacaque ‘ Tepuxtpec ‘ Rep Tx ‘ Rep T‘ P Tx ‘ PT ‘ Overall

% missing 0 0 0 0 0 0.121 0.041
112 0.552 0.104 0.167 0.2 0.158 0 0.22
120 0.365 0.614 0.5 0.2 0 0 0.302
128 0.083 0.042 0.333 0.2 0.211 0.402 0.201
Chum 12 136 0 0.188 0 0 0 0 0.055
144 0 0.042 0 0 0 0 0.012
152 0 0.01 0 0 0.053 0.024 0.015
188 0 0 0 0 0 0.063 0.018
192 0 0 0 0.4 0.578 0.511 0.177

Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0 0.042 0.012
112 0 0.021 0 0 0.118 0 0.019
140 0 0 0 0.8 0.706 0.951 0.34
144 0 0 0 0.2 0.176 0.049 0.037
176 0.021 0 0 0 0 0 0.006
Chum14| 130 0.5 0 0 0 0 0 0.148
184 0.187 0.041 0.333 0 0 0 0.074
188 0.104 0 0.001 0 0 0 0.031
192 0.146 0.49 0.333 0 0 0 0.194
196 0.042 0.448 0.333 0 0 0 0.151

Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0 0.042 0.012
132 0 0 0 0.2 0 0.043 0.018
140 0.146 0.354 0.333 0 0.289 0.043 0.192
144 0.042 0.083 0 0.1 0 0.067 0.056
148 0.031 0.01 0 0.1 0 0.141 0.053
Chum 44 152 0 0.042 0 0 0 0 0.012
156 0.073 0.281 0.333 0 0 0.011 0.111
160 0.604 0.166 0.333 0.5 0.711 0.673 0.503
164 0.104 0 0.001 0.1 0 0.022 0.038
172 0 0.033 0 0 0 0 0.009
176 0 0.031 0 0 0 0 0.009

Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0.053 0.125 0.041
300 0 0.42708 0.33333 0.2 0 0 0.137
Chum55| 312 0 0.11458 0 0.1 0 0 0.037
316 0.166 0.07292 0 0.3 0.05556 0 0.085
320 0.479 0.26042 0.5 0.2 0.33333 0.92857 0.506
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324 0.032  0.04167 0.16667 0.2 0.61111 0.07143 0.021
328 0.323  0.08333 0 0 0 0 0.213
Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0 0.062 0.018
256 0.042 0 0 0.2 0552 031  0.164
264 0.271 0 0 0 0 0 0.077
268 0.062 0 0 0 0 0 0.018
276 0.562 0.042 0333 04 0132 0289 0.283
280 0.063 0.01 0 0 0.053  0.067 0.045
284 0 0.146 0 0.2 0263 0.267 0.149
Chum58 288 0 0.052 0 0 0 0 0.015
292 0 0.25 0333 0.1 0 0.067 0.098
296 0 0.146 0 0 0 0 0.042
304 0 0.021 0 0 0 0 0.006
308 0 0.073 0.333 0 0 0 0.027
316 0 0.198 0.001 0 0 0 0.057
336 0 0.062 0 0.1 0 0 0.021
Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0 0.125 0.035
240 0 0.281 0 0 0 0 0.082
244 0 0.062 0.167 0 0 0 0.021
256 0.792 0.104 0.167 04 0711 0.464 0.476
Chum 60 260 0.083 0.323 0.333 0 0 0 0.124
264 0.094 0.094 0 0.3 0289 0.536 0.233
268 0.01 0.053 0 0 0 0 0.018
276 0.021 0.083 0333 03 0 0 0.045
Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0.053  0.104 0.035
236 0.24 0 0.5 04 0111 0326 0.188
240 0.604 0 0.166 0.2 0333 0.674 0.397
264 0 0.031 0 0 0 0 0.009
272 0.125 0.031 0 0.2  0.306 0 0.085
276 0.031 0.021 0 0 0 0 0.015
280 0 0.01 0 0.2 0111 0 0.021
Chum 62 284 0 0.156 0 0 0.028 0 0.048
288 0 0.138 0 0 0 0 0.039
296 0 0.073 0.167 0 0 0 0.024
304 0 0.115 0.167 0 0.111 0 0.048
312 0 0.062 0 0 0 0 0.018
316 0 0.083 0 0 0 0 0.024
320 0 0.01 0 0 0 0 0.003
328 0 0.135 0 0 0 0 0.039
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332 0 0.073 0 0 0 0 0.021
340 0 0.062 0 0 0 0.018
Total 1 1 1 1 1 1
% missing 0 0 0 0 0.158  0.125  0.053
192 0 0.021 0 0 0 0 0.006
200 0 0.021 0 0 0 0 0.006
232 0 0 0 0.2 0 0.071 0.025
244 0 0.042 0 0 0 0 0.012
252 0 0.042 0 0 0 0 0.012
256 0 0.021 0 0 0 0 0.006
260 0 0.042 0 0 0 0 0.012
264 0.01 0.083 0 0 0 0 0.028
Chum69 | 268 0.042 0.144 0 0 0 0 0.056
272 0.073 0.042 0.667 0.4 0 0.024  0.065
276 0.771 0.104 0 0.1 0.125 0.6 0.29
280 0.01 0.25 0.333 0 0 0 0.083
284 0.021 0.042 0 03 0.875 0.845 0.333
288 0.021 0.041 0 0 0 0 0.019
292 0.052 0.021 0 0 0 0 0.022
296 0 0.042 0 0 0 0 0.012
304 0 0.042 0 0 0 0 0.012
Total 1 1 1 1 1 1

Tabla 17. Fgy pareadas para las muestras/poblaciones silvestres Tiacaque y Tepuxtepec, los reproductores y su F1. Los *
muestran los valores que fueron significativos.

Tiacaque Tepuxtepec Rep Tx Rep T F1PTx FIPT
Tiacaque 0
Tepuxtepec 0.23876*% 0

Rep Tx 0.15731  0.02569 0

Rep T 0.11439  0.13019* 0.02248 0

FI PTx 0.18116* 0.24783* 0.23346* 0.08139 0

FI1 PT 0.19566*  0.27935* 0.23796* 0.13209* 0.1646* 0

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

1

2 6

Figura 16. Grafico de estructura génica realizado con el programa STRUCTURE. Se observan tres grupos genéticos o con una
K=3. Cada individuo es una linea vertical. Grupo 1=Tiacaque azul, 2=Tepuxtepec verde y 3 y 4= reproductores, 5y 6 F1 rojo.
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Figura 17. Ejemplo de electroferograma de organismos tetraploides para locus Chum 69 (PTx10) en la cruzade Tx 9 X T J. La
imagen es sin zoom, visualizado en programa PeakScanner.

Cruzas de reproductores de Chirostoma humboldtianum

Tabla 18. Representacion de las diferentes cruzas realizadas con organismos reproductores en cautiverio de la PExPA.

Tiacaque Q@ X Tepuxtepec &

Tepuxtepec Q X Tiacaque &

Tabla 19. Pedigree resueltos para individuos asignados en las diferentes cruzas de cada reproductor. RT= Reproductor de
Tiacaque; RTx= Reproductor de Tepuxtpec; PT=Progenie de la cruza Tiacaque 9 X Tepuxtepec & y PTx= progenie de la cruza
de Tepuxtepec Q X Tiacaque O; progenie asignado a cada reproductor; n= al niimero total de individuos en esa cruza.
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