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Resumen.

El dorado (Coryphaena hippurus) es un pez pelagico altamente migratorio que se
distribuye a lo largo de las aguas tropicales y subtropicales del planeta. Al ser una
especie de importancia pesquera mundial, el conocimiento de su estructura genética
representa un elemento importante a considerar en los planes para su manejo. Durante
aproximadamente dos décadas la elucidacion de esta cuestion ha sido abordada por
varios grupos de investigacion, en diferentes escalas geograficas y mediante el uso de
diversos marcadores genéticos. En general, las evidencias de poblaciones
diferenciadas han sido poco claras, aun al considerar escalas geograficas amplias. En
esta tesis se analiz6 la variacion genética mitocondrial del dorado en una escala global,
empleando PCR-RFLPs del gen para citocromo b. Se analizaron 81 ejemplares del
Pacifico Central y Oriental, y ocho secuencias de ADN del Pacifico Occidental y de
ambos extremos del Atlantico. La variacion genética de estas muestras se analizé
mediante una red haplotipica de expansién minima, comparaciones de divergencias
nucleotidicas, AMOVA vy filogramas construidos mediante los algoritmos de uni6n al
vecino mas cercano y de agrupamiento no ponderado por pares utilizando la media
aritmética. El objetivo fue detectar estructura genética e inferir posibles escenarios
evolutivos de la especie. Se detectaron 10 sitios de restriccidon polimérficos, los cuales
revelaron 14 haplotipos y dos linajes: Ch01 y Ch08. Se encontraron evidencias claras
de tres clados bien diferenciados: el linaje Ch01, que seria el mas reciente en la historia
evolutiva del dorado y que se habria originado en la cuenca del Pacifico, donde
actualmente se le encuentra de manera exclusiva; y dos variantes del linaje Ch08, la
mas ancestral que es caracteristica del Pacifico, y la mas reciente, que habria surgido
en el Atlantico y es caracteristica de esta cuenca. El Golfo de Tehuantepec aparece
como una zona donde la distribucién de los linajes Ch01 y Ch08 presenta un cambio
dréastico. La aparente ausencia de traslapes en los limites de distribucion de los linajes
podria estar influenciada por factores como la alta variabilidad ocenografica en la zona
de estudio; o intrinsecos a la biologia de la especie, como comportamientos de retorno
a sitios de alimentacion y resguardo, o fidelidad al sitio de desove. Se detectaron
evidencias de conectividad entre las poblaciones de dorado del Atlantico y el Pacifico.
Estas estuvieron representadas por dos individuos: uno del Atlantico que present6 un
haplotipo caracteristico del Pacifico, y otro del Pacifico que present6 un haplotipo
caracteristico del Atlantico. Tal conectividad podria ocurrir a través de la corriente de
Agulhas, en el sur de Africa. El andlisis filogeografico de estos resultados sugiere que la
actual diversidad genética mitocondrial del dorado ha sido moldeada por eventos
evolutivos que incluyen al menos dos eventos de aislamiento vicariante. Estos
aislamientos se habrian originado por la emergencia del Istmo de Centroamérica
durante finales del Mioceno; por enfriamiento del mar, y descenso en su nivel para
formar un puente de tierra entre Australia y el sureste asiatico, debido a glaciaciones
ciclicas desde finales del Mioceno hasta el Pleistoceno; y por enfriamientos del mar en
el sur de Africa debidos a las mismas glaciaciones, culminando en tiempos geoldgicos
recientes con la formacion del sistema de surgencias de Benguela. Desde el punto de
vista de la genética molecular, el linaje ChO1 presenta una diferenciacion tan alta que lo
sefiala como una posible nueva especie o subespecie del género Coryphaena.

Palabras clave: Coryphaena hippurus, citocromo b, RFLP, estructura genética, filogeografia.



1. Introduccion.

La conservacion de organismos marinos es una tarea dificil, por varias razones: el
hébitat es inmenso pues los océanos cubren el 70 por ciento de la superficie del
mundo y existen numerosas dificultades para la observacién y estudio de las
especies marinas. La necesidad de informacién para poblaciones marinas, ha
llegado a ser mas critica cada afo, debido al incremento del volumen de las
pesquerias comerciales y deportivas, que han provocado colapsos econémicos a
través de la sobrepesca (Avise, 1994). Por esto son necesarias estrategias para la
conservacion y el uso sustentable de los recursos biolégicos en la zona costera para
lograr la preservacion de las pesquerias a largo plazo. Uno de los principales retos al
respecto, incluye desarrollar estrategias de administracion para las especies con sus
diferentes caracteristicas biolégicas y requisitos (Laikre et al., 2005).

Un resultado de estos esfuerzos, es el concepto de “stock” (Waples, 1998), es
frecuentemente definido como la unidad bésica para pesca y manejo segunCarvalho
y Hauser, 1994. En el &mbito genético, el stock es descrito como una unidad aislada
reproductivamente, la cual es genéticamente diferente de otras unidades (Carvalho y
Hauser, 1994). El modelo de distribucién de la variacion genética dentro y entre
poblaciones (stocks) es referida como la estructura genética. El ignorar o no conocer
la estructura genética de una poblacién sujeta a explotacion puede resultar en
pérdida de diversidad genética, dafio ecoldgico y reduccion de la productividad
(Laikre et al.,, 2005). Desde una perspectiva de manejo de pesquerias, la
determinacion de la estructura genética permite conocer las poblaciones entre las
cuales esta limitado el flujo de genes (Avise, 1994).

Los estudios que evaltan directamente la dispersion de organismos marinos (i.e.
estudios de huevos y larvas, de marca y recaptura) pueden proveer criterios
valiosos, pero son logisticamente dificiles y han sido relativamente escasos.
Ademas, tales estudios proveen evidencia sobre el movimiento de los individuos
pero no necesariamente sobre las consecuencias genéticas de la dispersién. Por
estas razones, ha sido de considerable interés el uso de datos genéticos para
proveer estimaciones indirectas sobre la dispersion de organismos marinos (Waples,
1998). En este contexto, los marcadores moleculares han tenido importantes
aplicaciones y han sido de ayuda en la conservacion de peces explotados
comercialmente y en el desarrollo de guias para una pesca sustentable (Primmer,
2005). Marcadores genéticos como las aloenzimas, se han aplicado en casi todos
los temas de genética de poblaciones y sus ramas. Actualmente, las técnicas

basadas en andlisis de ADN han ganado terreno sobre las aloenzimas en el campo



de la genética de poblaciones (Silva y Ruso, 2000). Metodolégicamente, este
desarrollo se ha debido a la creacion de tecnologias como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) y a la introduccién de diferentes tipos de marcadores
mitocondriales o nucleares, como es el caso de los microsatélites (Zhang y Hewiitt,
2003).

Poco es conocido de la estructura genética de varias especies de peces marinos
pelagicos que estdn ampliamente distribuidas y que habitan aguas superficiales
tropicales y subtropicales de los océanos del mundo. Algunas de estas especies
como atunes, picudos, pez espada, dorados y varias especies de tiburones soportan
extensas pesquerias comerciales y recreativas. Esta informacion es critica para
delinear unidades administrativas pesqueras, evaluar interacciones en las
pesquerias y, sobre una escala de tiempo mayor, conservar la variacion genética
(Graves, 1998).

El dorado (Coryphaena hippurus) es una especie de importancia pesquera a nivel
mundial y es explotada en ambos litorales de México. Ademas de las dificultades
para definir los limites de sus poblaciones, existe en el Pacifico mexicano, una
pesqueria artesanal del dorado, que no permite tener registros sisteméaticos de las
capturas, pues en México C. hippurus esté reservado a la pesca deportiva (Madrid y
Beltran-Pimienta, 2001). La investigacién sobre su biologia se ha desarrollado
principalmente en el Océano Atlantico, aunque actualmente en el Pacifico se ha
incrementado el nimero de estudios sobre la especie, o que revela un interés
creciente por este recurso en numerosos campos (reproduccion, genética, habitos
alimenticios, etcétera). Este trabajo busca determinar la estructura genética del
dorado en un nivel global, con énfasis en localidades del Pacifico Central y Oriental,
asi como analizar esta informacion para proponer escenarios que pudieran explicar
la evolucion de esta especie. Para este fin se utiliz6 ADN mitocondrial, evaluando la

variacion del gen para citocromo b mediante la técnica PCR-RFLP.



2. Marco tedrico.
2.1 Biologia de Coryphaena hippurus.

2.1.1 Taxonomia.

Coryphaena es el unico género de la familia Coryphaenidae y esta compuesto por
dos especies: Coryphaena hippurus y Coryphaena equiselis. Ambas especies son
muy similares en apariencia pero se distinguen principalmente por el parche de
dientes en la lengua que, en el caso de C. equiselis, es amplio y cuadrado y en el de
C. hippurus es pequefio y oval; y por la profundidad del cuerpo en relacién con la
longitud estandar, que en C. hippurus es menor que el 25% y en C. equiselis mayor
gue este valor (Palko et al., 1982). Otras diferencias importantes son el tamafio, que
en C. hippurus es de 200 cm maximo con una talla media de 100 cm, y en C.
equiselis de 75 cm maximo con una talla media de 50 cm (FAO, 1995). Coryphaena

hippurus se clasifica de la siguiente manera:

Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Clase: Osteichthyes
Subclase: Actinopterigii

Orden: Perciformes
Suborden: Percoidei

Familia: Coryphaenidae
Genero: Coryphaena

Especie: Coryphaena hippurus

2.1.2 Morfologia externa.

Las caracteristicas del género Coryphaena incluyen una forma del cuerpo
comprimida y alargada, con pequefias escamas cicloideas (Palko et al., 1982). En C.
hippurus la boca es grande con muchos dientes finos en bandas. La linea lateral se
curva hacia la aleta pectoral. La aleta dorsal es muy larga, subiendo sobre la nuca y
continuando casi hasta la cola y esta compuesta de 52 a 66 rayos blandos en
adultos. La aleta anal es concava y también es muy larga, empezando detrds del
ano, en el punto medio del cuerpo y continuando casi hasta la cola con 25 a 31
rayos blandos. Las aletas pélvicas estdn debajo de las pectorales y se encuentran
dentro de un surco en el cuerpo. Las aletas pectorales tienen de 19 a 21 rayos y su
longitud es méas de la mitad de la cabeza. La aleta caudal tiene 17 rayos principales
y de 10 a 14 rayos secundarios superiores e inferiores y es profundamente furcada.
Coryphaena hippurus posee 31 vértebras. Los machos maduros poseen una

prominente cresta 6sea sobre el frente de la cabeza (Figura 1).



Figura 1. Macho de Coryphaena hippurus (Tomado de Marsh y Mazurek, 2007).

En vida, el color de estos animales es de tonalidades doradas sobre los costados,
azules y verdes metalicos sobre los lados y parte posterior, con blanco y amarillo
sobre la parte de abajo. Algunos presentan puntos negros sobre la cabeza y cuerpo
(Palko et al., 1982).

2.1.3 Habitat y distribucion.

El dorado es un pez de nado rapido, principalmente oceanico, distribuido
mundialmente en aguas tropicales y subtropicales, el intervalo de C. hippurus esta
limitado por la isoterma de los 20 T con ocasional es intrusiones dentro de aguas
mucho mas frias (Figura 2). Scherbachev (1973) report6 que un espécimen fue
capturado en 12.4 T en el Mar de Okhotsk. La distribucion puede expandirse
debido a variaciones estacionales de temperatura (Palko et al., 1982).

Figura 2. Distribucion mundial de  Coryphaena hippurus (Tomado de
http://www.flmnh.ufl.edu/fish/gallery/descript/dolp hin/dolphin.html).

En el Atlantico Occidental, el dorado ha sido reportado en Nueva Escocia y tan lejos
como Rio de Janeiro, Brasil. Son abundantes en el Golfo de México, en la Corriente
de Florida, América Central y a través del Mar Caribe. En el Atlantico Oriental es
encontrado entre la Bahia de Vizcaya y en la desembocadura del Rio Congo, y ha
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sido reportado tan lejos como la punta sur del continente africano (Palko et al.,
1982).

En el Pacifico Oriental ha sido registrado desde Oregén, alrededor de las Islas
Galapagos y a lo largo de las costas de Per(, en Bahia Panama. En el Pacifico
Occidental estd ampliamente distribuido, ha sido reportado alrededor de las islas
Filipinas, a lo largo de la isoterma de 18-19 € en el Mar de Japén, en aguas
adyacentes al oriente de Taiwan, en la parte noroeste de las Islas Batan y en el Mar
de Okhotsk.

En el Océano indico ha sido reportado en las costas de Tangafica y Kenia, y a

través del Océano indico Norte y Central (Palko et al., 1982).

2.1.4 Crecimiento y biologia reproductiva.

El dorado crece rdpidamente a través de su vida, que en promedio es de
aproximadamente cuatro afios. Presentan dimorfismo sexual debido a una cresta
0sea que se observa en los machos (Palko et al., 1982).

Las hembras producen aproximadamente de 80 000-1 000 000 o6vulos por cada
desove; posteriormente la agrupacion de los adultos de ambos sexos favorece la
unién del évulo con el espermatozoide, que se realiza en el agua (Garcia-Melgar y
Ochoa-Baez, 1993). Los dorados tienen estaciones de desove prolongadas y
desoves multiples son comunes. Scherbachev (1973) menciona que los dorados son
desovadores intermitentes a lo largo de todo el afio en aguas tropicales, pero en la
periferia de su intervalo confinan los desoves al periodo de agua calida del afio.
También notdé que huevos de C. hippurus fueron encontrados en aguas japonesas

en meses de verano, cuando las temperaturas del agua fueron de 21-29 <.

2.1.5 Habitos alimenticios.

Los dorados son depredadores tope muy &giles y capaces de cazar presas en
movimiento, compiten con otros pelagicos depredadores por los mismos organismos
en la cadena alimenticia (Palko et al., 1982). En un estudio hecho por Olson y
Galvdn-Magafa (2002) en el Pacifico Oriental, se observé que la dieta de los
dorados estuvo dominada por peces voladores, cefaldpodos epipelagicos, peces
tetraodontiformes, Auxis spp. y peces de la familia Gempylidae.

En el Pacifico central esta confirmado que los dorados son piscivoros, también
mostraron tener otras fuentes importantes de alimento como los camarones
peneidos. Los dorados estan asociados a restos de naufragio o basura que flota a la
deriva (Palko et al., 1982). En localidades del norte del Pacifico mexicano Aguilar-

Palomino et al. (1998) observaron que el espectro trofico del dorado incluyé 51
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especies, 18 de las cuales integraron el 97% de su dieta, por lo cual se le considera
una especie no selectiva en cuanto a sus habitos alimentarios. Las especies mas
importantes fueron Dosidicus gigas, Pleuroncodes planipes, Balistes polylepis,

Cypselurus callopterus y Auxis spp., las cuales constituyeron el 70% de la dieta.

2.1.6 Pesquerias.

Las pesquerias regionales del dorado son marcadamente estacionales y esto es
presumiblemente resultado de la migracion, hay pruebas de que pueden cubrir
grandes distancias en sus migraciones, se cree que los dorados migran hacia el
norte durante la primavera y el verano. El dorado, al poseer una distribucién mundial,
es explotado a escala global en los Océanos Atlantico y Pacifico. Segin Marsh y
Mazurek (2007) las mas altas capturas se dan en Japon y Taiwan con 9 278ty 8
560 t, respectivamente. Estos autores, junto con Lasso y Zapata (1999), también
reportan estadisticas sobre un gran ndmero de flotas pesqueras importantes de
América Central, Sudamérica, el Mar Mediterraneo y el Caribe.

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-017-PESC-1994, reglamenta que la
pesca del dorado esta reservada solo para pesca deportiva (Diario Oficial de la
Federacién, 1995). En Baja California, el dorado es frecuentemente capturado
mediante pesca deportiva. Pero a lo largo de las costas de Sinaloa, Oaxaca y
Chiapas es uno de los principales recursos en la pesca artesanal (Garcia-Melgar y
Ochoa-Baez, 1993).

2.2 Genética de poblaciones.

2.2.1 Definicion de stock.

Una manera de unificar esfuerzos en la administracion de las especies acuaticas ha
sido desatrrollar el concepto de “stock”, que es popular dentro de los administradores
pesqueros, porque puede hacer mas efectivos los esfuerzos de conservacion y
explotacion (Waples, 1998). El término stock tiene multiples acepciones, pero para
los administradores pesqueros se define como un grupo de peces explotado en un
area especifica o por un método especifico (Carvalho y Hauser, 1994). La definicién
biolégica mas cominmente aceptada de stock es la propuesta por Ihssen et al.
(1981 en Begg, 1998): un grupo de apareamiento azaroso, de individuos
reproductivamente aislados, de una Unica especie con integridad temporal y
espacial. Esta definicibn de stock abarca muchos enfoques tales como la
demografia, el reclutamiento, la meristica, los parasitos y la genética (Begg, 1998;
Ward, 2000).



Cabe mencionar que el presente trabajo aborda el enfoque genético, y en este
contexto la definicion de stock mas aceptada es: una unidad aislada
reproductivamente, la cual es significativamente diferente de otras (Carvalho y
Hauser, 1994).

2.2.2 Estructura genética y filogeografia.

La mayoria de las especies consisten de grupos de individuos que estan mas o
menos aislados uno del otro. Los mecanismos de aislamiento pueden ser
geograficos, temporales, ecologicos o etoldgicos y el grado de aislamiento varia
entre las especies y las poblaciones que las componen. Las poblaciones exhiben
tipicamente algun grado de diferenciacion genética, y el modelo de distribucion de
esas diferencias es referido como la estructura genética de las poblaciones (Ryman,
1997).

Una definicion mas técnica y que también describe lo que es estructura genética
poblacional es la de Heist (1999). Segun este autor, cuando miembros de una
especie quedan aislados dentro de multiples stocks reproductivos, la deriva génica
causa que las frecuencias de sus alelos en marcadores genéticos neutrales diverjan,
de tal forma que esta variacion en frecuencia refleja la magnitud del aislamiento. Asi,
las diferencias en frecuencias alélicas entre muestras geograficas pueden ser
usadas para estimar indirectamente modelos de flujo de genes, y por lo tanto para
definir la estructura genética poblacional.

La estructura genética de poblaciones en una especie, dentro de un area geografica
particular, puede tomar un gran nimero de formas, pero en principio puede ser
clasificada de manera general en tres tipos bésicos: 1) poblaciones diferenciadas, 2)
cambio continuo y 3) sin diferenciacion (Figura 3).

1) Poblaciones diferenciadas 2) Cambio continuo 3) Sin diferenciacién

F
=

Figura 3. Tipos basicos de estructura genética (Tom  ado de Laikre et al., 2005).



En estos posibles escenarios, la unidad poblacional basica es el stock; la diferencia
fundamental entre los tres tipos de estructura poblacional esta determinada por la
cantidad de flujo génico entre los stocks (Laikre et al., 2005).

El conocimiento de la estructura genética poblacional permite determinar las
unidades entre las cuales esta limitado el flujo de genes, y proporciona herramientas
para una mejor administracion de los recursos biologicos. Por ejemplo, en el caso de
una estructura sin diferenciacion (panel 3 de la Figura 3), la extincion de una
poblacién particular puede tener poco efecto sobre el total de los recursos genéticos
de la especie. En contraste, la extirpacidbn de una poblacion que esta altamente
diferenciada (panel 1 de la Figura 3) implica la pérdida de una porcion significativa
del acervo de genes de esa especie (Ryman, 1997; Primmer, 2005).

La filogeografia representa una extension del ambito de la genética poblacional y se
define, en sentido estricto, como el analisis espacial de los linajes génicos (Avise et
al., 1987). La filogeografia aplica el andlisis de genealogias génicas al estudio de la
evolucibn de las poblaciones y permite sacar conclusiones con respecto a
secuencias de colonizacion, diversificacion y extincion de linajes en determinadas
areas. Enfatiza los aspectos historicos de la actual distribucién de linajes, por lo cual
puede ser considerada como una subdisciplina de la biogeografia historica que
integra conceptos y técnicas de genética molecular, genética de poblaciones,
demografia, sistematica filogenética, etologia y paleontologia (Avise, 1994, 2000).
Por lo anterior, los estudios basicos e integrales sobre aspectos bioldégicos son
cruciales para el entendimiento de la dinamica poblacional de cualquier especie. En
el caso del dorado, su caracter migratorio determina que el conocimiento de su
estructura genética poblacional sea un factor clave dentro de cualquier plan para su

manejo.

2.3 Flujo génico y marcadores moleculares.

2.3.1 Flujo génico.

El flujo génico se refiere a todos los mecanismos que generan movimientos de
genes de una poblacion a otra (Slatkin, 1985). Las poblaciones de una especie
pueden intercambiar genes en mayor o menor grado, ya sean genes nucleares o
genomas uniparentales como la mitocondria o el cloroplasto, debido al movimiento
de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos (en animales o plantas), asi
como por eventos de extincion y recolonizacién de poblaciones enteras (Aguirre-
Planter, 2007).

Uno de los problemas en el analisis de la estructura de las poblaciones es

determinar la cantidad de flujo génico. El flujo génico es un componente principal de
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la estructura poblacional, ya que determina hasta qué punto cada poblacion local de
una especie es una unidad evolutiva independiente. Si existe una gran cantidad de
flujo génico entre poblaciones locales, entonces todas las poblaciones locales
evolucionan juntas; pero si hay poco flujo génico cada poblaciéon evoluciona en
forma casi independiente (Slatkin, 1994).

Se han distinguido dos clases de métodos para estimar los niveles de flujo genético
en poblaciones naturales (Slatkin, 1985):

0 Los métodos directos son aquellos que dependen de observaciones o
experimentos que miden el grado de dispersion. Por ejemplo, los estudios de
marcado, liberacion y recaptura pueden proveer estimaciones de la distancia
promedio entre el punto de liberacién y el punto de recaptura. Un método
ligeramente diferente, es la utilizacion de métodos genéticos para la
determinacion de la paternidad y calcular la distancia entre los progenitores y
descendientes (Slatkin, 1994).

o0 Los métodos indirectos se basan principalmente en observar la distribucién
espacial de alelos en la poblacidon para hacer inferencias en los niveles o
patrones de flujo génico en las poblaciones. El método indirecto mas
comunmente utilizado se basa en el estadistico Fs de Wright, el cual es una
medida de la correlacion entre los genes en una subpoblacién en relacion a
la poblacién entera (Slatkin, 1985; Slatkin, 1994). Mediante el método
indirecto, se realiza la estimacién de flujo génico, a partir de la distribucién de
marcadores genéticos. Los pardmetros de flujo génico se definen por
modelos demograficos, mientras que los modelos de genética de poblaciones
proveen la conexion entre estos parametros y la distribucién de los

marcadores genéticos (Neigel, 1997).

2.3.2 Marcadores moleculares.

Hay un conjunto aparentemente desconcertante de técnicas genéticas disponibles
para el andlisis genético de poblaciones, sin embargo ignorando los detalles técnicos
y enfocandose sobre las propiedades importantes, los marcadores genéticos son
simplemente secuencias de ADN para las cuales existen multiples estados de
caracter. Todos los marcadores genéticos reflejan diferencias en secuencia del ADN.
Loci separados pueden proveer pruebas de hipotesis independientes, el uso de
muchos loci juntos entonces pueden proveer una sensibilidad mas fina en el estudio.
Usualmente la variacion genética es organizada de manera jerarquica (dos alelos
dentro de un individuo, N individuos dentro de una poblacién y subpoblaciones

dentro de una poblacion). Los marcadores pueden proporcionar informacion util en
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diferentes niveles: estructura de la poblacion, niveles de flujo de genes, relaciones
filogenéticas, modelos de biogeografia histérica y analisis de parentesco (Sunnucks,
2000; Feral, 2002).

Entre de los principales marcadores moleculares estan las aloenzimas, las cuales
son variantes de proteinas que se diferencian electroforéticamente. La simplicidad y
aplicabilidad de la técnica, ha hecho de ésta la forma mas ampliamente estudiada de
variacion molecular (Magoulas, 1998). Sin embargo, la técnica de aloenzimas
presenta desventajas con respecto a técnicas basadas en ADN, las més importantes
incluyen:

o Algunas especies son monomorficas para la mayoria de aloenzimas y el
namero de aloenzimas que pueden ser investigadas por procedimientos
estandar esta limitado (Parker et al., 1998).

o Problemas asociados con expresion ambiental y ontogénica en algunos
sistemas de enzimas (Lowe y Ashton, 2004).

o Una limitante mas es que las aloenzimas pueden diferir en su funcién
metabolica, estas son agrupadas de acuerdo a las vias metabdlicas que ellas
catalizan, y las diferentes clases tendran diferentes modelos de expresion
dentro de un mismo organismo (Parker et al., 1998; Lowe y Ashton, 2004).

0 Muchas aloenzimas son especificas de tejidos, los cuales no siempre estaran
facilmente disponibles (musculo, higado, nervio 6ptico) (Ward, 2002).

o Otra inevitable limitante de las aloenzimas es su incapacidad para detectar
variaciébn en una secuencia de nucleétidos que no altera la secuencia de
aminodcidos. Un polimorfismo es silencioso si esta presente en la region
codificante pero no altera el péptido producido (Hartl y Clark, 1997).

La mayoria de los estudios de aloenzimas son probablemente robustos y hay
evidencia sustancial de que la mayoria de la variacion observada es neutral. Sin
embargo, estd claro que el marcador genético ideal es aquel que muestre la
variacion del ADN (Parker et al., 1998). Las células de la mayoria de los eucariotes
contienen ADN nuclear heredado biparentalmente asi como también ADN en
organelos (mitocondrias y cloroplastos), que es heredado uniparentalmente. Esta
diferencia en transmision y algunas diferencias principales en modelos de evolucién,
causan que las genealogias de genes en ADN de organelos y ADN nuclear reflejen
diferentes aspectos de la biologia de las poblaciones y su historia (Sunnucks, 2000).
En la década de los 80’s, un conjunto de nuevas técnicas moleculares estuvieron
disponibles para estudios genéticos de alta resolucion, en el nivel de poblaciones. La
esperanza de obtener marcadores genéticos que nos proporcionen informacién

valiosa, para seguir la pista a individuos y/o sus genes ha hecho que los
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investigadores dirijan la mirada hacia las técnicas basadas en ADN (Parker et al.,
1998). La Tabla | muestra la utilidad de diferentes marcadores genéticos en
diferentes dmbitos. La utilidad se evalda en una forma integral; por ejemplo el
secuenciamiento de ADN mitocondrial (ADNmt) es una herramienta poderosa para
identificacion de especies, pero es costosa por lo que se le ubica debajo del analisis
de polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLPs) en productos de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del ADN mitocondrial.

Tabla I. Utilidad de algunas herramientas genéticas en pesquerias (Modificada de Ward, 2002).

Marcador Identificacion Genética de Sistemética Genética en
de especies poblaciones acuacultura

Aloenzimas +++++ +++ +++ ++ +
ADNmt-RFLP ++++ ++ +++ +
ADNmt-PCR-RFLP +++++ +++ +++ ++
Secuenciamiento de ADNmt  + + + + ++ +++++ +
RAPD +++ ++ + ++
Microsatélites + +++ + + ++++ +
Minisatélites + ++ + + + +
AFLP ++ +? + + +? + + +
EPIC-PCR ++? ++ ++? + +? + + +7?

ADNmt, ADN mitocondrial; RFLP, Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion; PCR, reaccion en cadena
de la polimerasa; ADNmt-RFLP, RFLPs en el genoma completo del ADNmt; ADNmt-PCR-RFLP, RFLPs en
productos de PCR del ADNmt; RAPD, ADN polimérfico amplificado azarosamente; AFLP, Polimorfismo en las
longitudes de los fragmentos amplificados; EPIC-PCR, Polimorfismo de longitud en intrones amplificados por PCR.
La anotacion ? indica que este enfoque ha sido poco explorado, pero que sus resultados probables estan basados
en las propiedades del marcador.

2.3.2.1 Reaccidn en cadena de la polimerasa.

En 1986 se desarrolld6 una técnica denominada “reaccion en cadena de la
polimerasa” o PCR por sus siglas en inglés, que amplié enormemente el poder de la
investigacion del ADN (Klug y Cummings, 1999). La PCR permite la amplificacion
directa de segmentos de ADN especificos sin clonacion y puede utilizarse en
fragmentos de ADN que estén presentes inicialmente, en cantidades
infinitesimalmente pequefias. El método de PCR se basa en la amplificacion de un
segmento de ADN utilizando ADN polimerasa y cebadores, oligonucleétidos que
hibridizan con la cadena complementaria a la secuencia que se desea amplificar.
Hay tres pasos fundamentales en la reaccion de la PCR y la cantidad de ADN
producida solo esté limitada, en teoria, por el nUmero de veces que se repiten estos
pasos. Cada ciclo resulta en una duplicacion del numero de moléculas. El resultado
teérico de n rondas de amplificacion es 2" copias de cada molécula plantilla
originalmente presente (Hartl y Clark, 1997; Klug y Cummings, 1999;). La principal
limitacion de la técnica es que las secuencias de ADN en los extremos de la region a

ser amplificada deben ser conocidas, para que los oligonucle6tidos puedan ser
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sintetizados. Hay muchas aplicaciones en las cuales se puede utilizar la PCR, en
genética de poblaciones, por ejemplo, la PCR puede ser usada para detectar

diferentes alelos en poblaciones naturales (Hartl y Clark, 1997).

2.3.2.2 Polimorfismo de longitud en fragmentos der  estriccion.

El polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP por sus siglas en
inglés) es una de las técnicas mas ampliamente usadas en genética molecular. En
ésta, el ADN es cortado con enzimas de restriccion (endonucleasas del tipo Il). Las
enzimas de restriccion cortan la doble hebra en todos los sitios donde hay una
secuencia particular de nucleétidos, llamada sitio de restriccion de la enzima. La
mayoria de las mutaciones que ocurren en sitios de restriccion no tiene efecto sobre
la estructura primaria de las proteinas. Los polimorfismos que se detectan mediante
la técnica RFLP surgen de mutaciones dentro de sitios de restriccion, o por
mutaciones que crean nuevos sitios de restriccion (Lewin, 1997).

Los RFLPs son marcadores genéticos que pueden analizarse tanto en el genoma
mitocondrial como en el nuclear; esto permite distinguir la contribucion de los
genomas paterno y materno, en el caso de los RFLPs nucleares, o solamente del
genoma materno en el caso de los mitocondriales. Los RFLPs del genoma nuclear
son marcadores codominantes, que se heredan de acuerdo a reglas mendelianas,
mientras que los del genoma mitocondrial se heredan via materna. Como se
discutira en la seccion siguiente, el ADN mitocondrial es més facil de obtener que el
nuclear, y esto ha facilitado que los RFLPs de este genoma se hayan usado
ampliamente en diversos ambitos de la genética poblacional (Parker et al., 1998).
Con el advenimiento de la PCR, la técnica RFLP se ha vuelto mucho méas simple,
Gnicamente se usan dos pequefios cebadores para amplificar una region de ADN y
ésta, pueda entonces ser cortada por la enzimas y analizada en geles de agarosa o

poliacrilamida (Silva y Ruso, 2000; Onarici y Sumer, 2003;).

2.3.2.3 ADN mitocondrial.

El genoma mitocondrial consiste de una molécula Unica de ADN circular denominada
ADNmt. El tamafio varia en un rango notablemente estrecho en las diferentes
especies de vertebrados (15.7-19.5 kb), promediando alrededor de 16 kb. Una
molécula de ADNmt tipica contiene una regién control para el inicio de la replicacion
del ADN, genes para dos moléculas de ADN ribosomal, 22 genes para ARN de
transferencia y 13 para proteinas; de estas Ultimas, 12 son subunidades de enzimas
complejas que transportan electrones y sintetizan ATP. En el nivel de nucleétidos,

las tasas de substitucion en el ADNmt son de 5 a 10 veces mas grandes que las que
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ocurren en genes nucleares de copia Unica. La razon de la alta sustitucion puede
deberse a cualquiera de estas dos razones: una alta tasa de incorporacién de
nucleétidos errénea o una baja eficiencia de reparacion de la ADN polimerasa. En el
ADNmt, falta la funcion de reparacion (Hartl y Clark, 1997).

El ADNmt animal posee una serie de caracteristicas que lo hacen un marcador ideal
para estudios de evolucion y de genética poblacional (Zhang y Hewitt, 2003).
Algunas de las ventajas de usar variacion en ADNmt son (Hartl y Clark, 1997; Zhang
y Hewitt, 2003):

o La molécula de ADNmt en la mayoria de los animales es relativamente
pequefa y facil de aislar.

o Esta presente en multiples copias por célula, es por esto que muestras viejas
y menos preservadas, todavia pueden proporcionar informacion util.

o El genoma mitocondrial no presenta recombinacion, por lo que es mas
probable que la estructura de ramas en el &rbol de genes sea mas clara.

o Los genes mitocondriales son mas faciles de amplificar que los genes
nucleares y los iniciadores requeridos estdn ampliamente disponibles.

o EI tamafno efectivo poblacional del ADNmt es una cuarta parte del
correspondiente al ADN nuclear, y por esto tiene una tasa mas acelerada de
deriva génica, lo cual a su vez incrementa la posibilidad de detectar
diferenciacion genética.

Segun Hartl y Clark (1997), los principales problemas en el analisis de ADNmt son:

o Los estudios de genética poblacional (genealogia, estructura genética,
filogenia) basados en ADNmt, son menos informativos que los basados en
ADN nuclear; esto se debe tanto al patron de herencia materna del ADNmt,
como a la ausencia de recombinacion de este genoma.

o Diferentes partes del ADNmt mutan en diferentes tasas. La regién control es
altamente variable, con algunos sitios tan mutables que en ellos ocurren
multiples sustituciones con frecuencia, en estudios de evolucién esto puede
llevar a que se subestimen tiempos de divergencia. Por otro lado, los genes
del ARN ribosomal (ARNr) evolucionan lentamente (Moritz et al., 1987).

El genoma mitocondrial ha sido muy estudiado, y se han desarrollado iniciadores
“universales” para algunos genes (Kocher et al., 1989). Se han aplicado
exitosamente técnicas basadas en este marcador molecular a cuestiones
taxondmicas en peces (Santos et al., 2003). También en el ambito de peces, el
ADNmt ha sido analizado extensivamente para investigar la estructura de stocks (Liu
y Cordes, 2004).
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2.3.2.4 ADN nuclear.

El ADN nuclear (ADNn) tiene un intervalo de tamafio entre 10° (algunas bacterias) y
10" kb (en algunas plantas). Posee regiones codificantes, de evolucién
comparativamente lenta (exones), las cuales frecuentemente estan entremezcladas
con regiones no codificantes y mas variables (intrones) (Lin y Danforth, 2004). El
ADNnN contiene regiones de copia Unica y regiones repetitivas o duplicadas. Las
regiones de copia Unica generalmente codifican para el producto de un gen. El ADN
repetitivo consiste de secuencias que estan repetidas en varios grados. Estas
pueden ser segmentos codificantes de genes de ARN ribosomal, o unidades
repetidas en tandem no codificantes. Los ultimos son algunos de los marcadores
mas variables identificados en el genoma de los eucariotas: secuencias de
minisatélites y microsatélites (Parker et al., 1998).

Los genes nucleares de locus Unico, son particularmente Utiles para detectar
polimorfismos funcionales y estructura poblacional. Nuevos marcadores moleculares
basados en andlisis de regiones del ADNn, como los microsatélites y los intrones,
han revelado elevados niveles de variacion genética en relacion con los métodos
tradicionales (Féral, 2002).

Los marcadores nucleares han sido importantes para inferir estructura genética de
poblaciones (Zhang y Hewitt, 2003). Los polimorfismos en el ADN nuclear existen
ampliamente en organismos eucarioticos, proveyendo oportunidades ilimitadas para
estudiar los mecanismos de evolucion. Sin embargo, cuando trabajamos con
marcadores nucleares se enfrentan retos en casi todas las etapas de un estudio.
Esto incluye recombinacién, seleccibn (no neutralidad), heterocigosidad,
polimorfismos de inserciéon/delecion, dificultad en la PCR y secuenciacion. Algunos
de estos aspectos no ocurren en el ADNmt y son por esto, problemas especificos

de los marcadores nucleares (Zhang y Hewitt, 2003).
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3. Antecedentes.

3.1 Estudios sobre citocromo b en peces.

El citocromo b es una proteina en la cadena transportadora de electrones y
solamente el producto del genoma mitocondrial, da un mondémero completamente
funcional (Park et al., 2000). El gen que codifica al citocromo b (cit-b) contiene
regiones conservadas y regiones variables, y dentro de estas ultimas, posiciones de
codones que evolucionan rapidamente asi como lentamente (Farias et al., 2001). El
gen evoluciona lentamente en términos de substituciones no sinonimicas, y su tasa
de substitucion en posiciones silenciosas es relativamente rapida (Park et al., 2000;
Kvist, 2000). Se piensa que el cit-b es lo suficientemente variable para cuestiones a
nivel poblacional, y lo suficientemente conservado para clarificar relaciones
filogenéticas méas profundas (Kvist, 2000). La Tabla Il enlista diversos estudios
realizados con peces en estos ambitos, en ella se incluyen dos trabajos con dorado.
Uno de estos aborda la diferenciacion de especies (Rocha-Olivares y Chavez-

Gonzélez, 2008), y el otro un analisis de estructura genética a nivel global (Reeb y

Cann, 1996).

Tabla Il. Estudios genéticos realizados con el gen m

itocondrial del citocromo b en peces.

Autor

Problematica

Organismos analizados

Finnerty y Block, 1992
Martin y Palumbi, 1993
Finnerty y Block, 1995

Reeb y Cann, 1996
Orbacz y Gaffney, 2000
Park et al., 2000

Farias et al., 2001
Ishikawa et al., 2001
Gharret et al., 2001
Olsen et al., 2002
Reed et al., 2002
Santos et al., 2003
Bonhomme et al., 2003
Takehana et al., 2003
Arnason, 2004

Cheng et al., 2005
Ely et al., 2005

Rahman et al., 2005

Rocha-Olivares y Chavez-
Gonzélez, 2008

Variacion genética
Evolucion
Filogenia

Estructura de la poblacion
Estructura genética
Variacion genética
Filogenia

Variacion genética
Analisis filogeografico
Variacion genética
Filogenia

Variacion genética
Variacion genética
Variacion genética
Variaciéon genética,
genealogia

Diversidad genética
Estructura de la poblacion

Variacion genética
Diferenciacion de especies

Makaira nigricans

Varias especies de tiburones
Scombroidei, Istiopohoridae
Xiphiidae

Coryphaena hippurus
Tautoga onitis

Salménidos

Ciclidos

Conger myriaster
Oncorrhynchus kisutch
Theragra chalcogramma
Carangidae

Macrodon ancylodon
Siganus rivulatus

Oryzia latipes

Gadus morhua

Rhinogobius maculafasciatus
Thunnus albacares
Katsuwonus pelamis
Misgurnus anguillicaudatus
Coryphaena hippurus

y
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3.2 Estudios con marcadores genéticos en dorado.

La Tabla Ill presenta un resumen de los trabajos que se habian realizado con el
dorado, dentro del &mbito de la genética bioquimica y molecular, al momento de
iniciar esta tesis. Los estudios en este ambito han abarcado las ultimas dos décadas,
y se han desarrollado en diversas escalas geograficas que van desde el nivel
regional como el Mar Caribe y el Mar Mediterraneo, pasando por el nivel de las
cuencas ocednicas mas importantes como son la del Atlantico y la del Pacifico,

hasta el nivel global.

Tabla Ill. Estudios realizados con marcadores genéti  cos en Coryphaena hippurus.
Autor Marcador empleado Objetivo Resultados
Oxenford 'y Hunte, Aloenzimas Determinar estructura Se sugieren dos stocks en la
1986 genética en el Atlantico zona estudiada, uno en el norte y
Central Occidental otro en el sur
Rosenblatt y Waples, Aloenzimas Inferir estructura genética a Se encontré diferenciacién
1986 escala global genética  despreciable  entre

Herzig,1990

Reeb y Cann, 1996

Cimmaruta et al., 1998;
citado por Rocha-
Olivares et al., 2006

Play Pujolar, 1999

Wingrove, R., 2000

Pujolar y Pla, 2002

Chapman, datos no
publicados; citado por
CRFM, 2006

Rocha-Olivares et al.,
2006

Diaz-Jaimes et al,

2006

Bobadilla-Jiménez,
2007

Rocha-Olivares y
Chavez-Gonzalez,
2008

Rosales, 2008

Secuencia del gen para
citocromo b

Secuencia del gen para
citocromo b

Aloenzimas

Aloenzimas

PCR-RFLPs del
locus ND-1

Aloenzimas

Cinco loci
microsatelitales
revelados mediante
PCR

PCR-RFLPs del locus
ND-1

Secuencia del locus
ND-1

Cinco loci
microsatelitales
revelados mediante
PCR

Haplotipos del gen para
citocromo b, revelados
mediante PCR
multiplex

Polimorfismos en el
intron del gen para la
hormona de
crecimiento, y en un
locus nuclear anénimo

Identificar dorado en menus
de restaurantes

Detectar estructura genética
a escala global

Inferir estructura genética en
el Mar Mediterraneo

Determinar estructura

genética en el Mar

Mediterraneo y el Atlantico

Oriental

Detectar estructura genética
en el Atlantico Occidental,
incluyendo Golfo de México
y Mar Caribe

Diferenciar entre
Coryphaena hippurus y C.
equiselis

Inferir estructura genética en

el Atlantico Occidental

Determinar la estructura
genética en Pacifico Central
y Oriental

Determinar la estructura
genética en el Pacifico
mexicano

Determinar el grado de
diferenciacién genética de
dorado a distintas escalas
geograficas

Diferenciacion molecular de
Coryphaena hippurus y C.
equiselis

Definir estructura genética
del dorado en el Pacifico
mexicano

Pacifico Oriental y Atlantico, asi
como entre Pacifico Oriental y
Hawai

Se observaron diferencias entre
ejemplares capturados en Hawai
y Taiwan

No se encontr6 estructura en 11
zonas alrededor del mundo

Se encontr6 evidencia de dos
subpoblaciones diferenciadas

No se encontr6 evidencia de
estructura genética en el area de
estudio

No se encontro evidencia de
estructura genética en el
Atlantico occidental

Se logro6 diferenciar las especies

Se sugirié la existencia de tres
poblaciones: una en la zona
oriental del Mar Caribe, otra en el
sur de Florida y una tercera en la
zona de Carolina y Bermuda

Se observé heterogeneidad
genética en Baja California Sur,
Sinaloa y Hawai

Se encontr6 homogeneidad
genética espacial y temporal, en
el Pacifico Central Oriental (Baja
California Sur, Sonora, Sinaloa y
Chiapas)

La hipétesis de panmixia no
pudo ser rechazada para el
Pacifico mexicano y Hawai,
aunque dentro del Pacifico
mexicano si se encontraron
diferencias

Diferenciacion de las especies
del género Coryphaena

Se sugieren dos stocks que
podrian tener como zona de
transicion al Golfo de
Tehuantepec
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Los marcadores genéticos utilizados en estos estudios abarcan desde los de tipo
bioguimico como las aloenzimas, que fueron los primeros utilizados en dorado, hasta
varios de tipo molecular, tanto nucleares como mitocondriales, incluyendo PCR-
RFLPs, polimorfismos en la longitud de intrones amplificados por PCR,
microsatélites, y secuencias de varios loci. A continuacion se presentara una breve

resefia de estos trabajos.

3.2.1 Aloenzimas.

Se han realizado cinco estudios con aloenzimas, y excepto por uno que tuvo la
finalidad de diferenciar especies, todos han abordado cuestiones de estructura
genética. El primer estudio realizado en el Atlantico fue el de Oxenford y Hunte
(1986), quienes analizaron estructura poblacional principalmente en el Atlantico
Central Occidental. En este estudio se muestrearon 1 669 individuos, a los que se
les analizaron 22 enzimas que codificaron 55 loci presuntivos. Los polimorfismos
identificados condujeron a diferenciar dos poblaciones. En el Pacifico, el primer
trabajo fue el de Rossenblat y Waples (1986), y en éste se analizé la estructura de
12 especies de peces transpacificas (entre ellas el dorado) usando muestras del
Pacifico Oriental (6) y Hawai (4), asi como del Atlantico Occidental (15). Se
estudiaron 24 sistemas de aloenzimas con un promedio de 35 loci presuntivos, y no
se detecto estructura dentro de la Cuenca del Pacifico, ni entre cuencas oceanicas.
En el Mediterraneo, Cimmaruta et al. (1998; citado por Rocha-Olivares et al., 2006)
encontraron evidencia de dos subpoblaciones diferenciadas.

Finalmente, se han publicado dos trabajos realizados en el area del Mar
Mediterraneo por el mismo grupo de investigacion. El primero (Pla y Pujolar, 1999)
tuvo como finalidad determinar estructura genética, para lo cual se muestrearon 735
individuos y se analizaron mediante 30 loci presuntivos; se reporté una variabilidad
genética moderadamente alta (ocho loci polimoérficos) y una ausencia de diferencias
entre localidades. El segundo trabajo (Pujolar y Pla, 2002) abordé la diferenciaciéon
de las dos especies del género Coryphaena. Analizando los mismos loci, se
identificaron 11 aloenzimas que permitieron diferenciar las especies y que pueden

ser usadas como marcadores genéticos.

3.2.2 ADN nuclear.

Todos los trabajos que han empleado marcadores genéticos basados en ADNn, han
tenido como finalidad la determinacién de estructura genética. Chapman (citado en
CRFM, 2006) trabajé con cinco loci microsatelitales en la Cuenca del Atlantico.

Encontro tres stocks: uno en el Caribe oriental, otro en el sur de Florida y un tercer
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stock en el area de Carolina y Bermudas. Bobadilla-Jiménez (2007) también analizé
cinco loci microsatelitales (Chi02, Chi023, Chi08, Chi8A y Chi037), probablemente
los mismos del estudio anterior. En este caso se analizaron 412 organismos
capturados en el Pacifico Central y Oriental; los loci fueron altamente variables al
mostrar entre 12 y 33 alelos. La hipétesis de panmixia no pudo ser rechazada a nivel
global, aunque se detect6 diferenciacion entre poblaciones del Pacifico mexicano.
Rosales (2008) analiz6 255 individuos colectados en Hawai y en el Pacifico
mexicano, mediante dos tipos de marcadores: un tipo fue analizado mediante la
técnica EPIC-PCR aplicada al gen de hormona de crecimiento, y el otro tipo
consistié en las variantes de tamafio de un locus nuclear anénimo. En el gen de
hormona de crecimiento se detectaron dos alelos, y en el locus andénimo cuatro.
Estos polimorfismos sugirieron la existencia de al menos dos stocks en el Pacifico

mexicano.

3.2.3 ADN mitocondrial.

Los marcadores genéticos de ADNmt que se han estudiado en dorado se han
enfocado en dos genes: el gen para la subunidad 1 de la deshidrogenasa de NADH
(ND-1), y el gen para el citocromo b (cit-b). A continuacion se presentan los trabajos
realizados con cada gen.

ND-1: Wingrove (2000) estudi6 estructura genética en el Atlantico Occidental, para lo
cual amplificé un fragmento del ADNmt que contuvo a ND-1 completo, y digirié el
fragmento mediante cinco endonucleasas de restriccion. Se generaron 43 haplotipos
compuestos, los cuales se analizaron en 543 individuos. El estudio mostré una alta
variabilidad genética en comparacion con otros pelégicos, y reportd un Gnico stock.
Rocha-Olivares et al. (2006) estudiaron estructura genética en el Pacifico Central y
Oriental, mediante la misma estrategia metodoldgica del trabajo anterior. Analizaron
157 individuos mediante las endonucleasas de restriccion Alu |, Hae Ill, Rsa I, ScrFl
y Dpn I, encontrando 38 sitios de restriccion y 20 haplotipos compuestos. Esta
variacion revel6 diferencias, sobre todo en escalas geogréficas reducidas,
encontrandose a las muestras de Baja California Sur y Mazatlan como las mas
diferenciadas. Diaz-Jaimes et al. (2006) analizaron variacion espacial y temporal en
el Pacifico Oriental, secuenciando un fragmento de ND-1 de 752 pb. En este trabajo
se analizaron 177 organismos que fueron colectados durante cuatro afios
consecutivos. Se encontraron 93 sitios variables que produjeron 87 haplotipos, y no
se encontraron evidencias de diferenciacion temporal ni espacial.

Cit-b: Se encontraron tres trabajos realizados con este gen, dos de ellos enfocados

en marcaje genético y el tercero en la determinacion de estructura poblacional. En
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cuanto a los trabajos sobre marcaje, Herzig (1990) abordé la necesidad de
monitorear filetes de pescado en restaurantes de Hawai para identificar si éstos
pertenecian a dorado. Para este fin secuencié un fragmento pequefio del gen (201
pb), lo cual le permitid adicionalmente detectar diferencias entre ejemplares de
Hawai y Taiwan. En el segundo trabajo sobre marcaje, Rocha-Olivares y Chéavez-
Gonzélez (2008) desarrollaron oligonucledtidos para diferenciar, mediante PCR, a
las especies del género Coryphaena. Ellos emplearon una variante de PCR llamada
multiplex, en la cual la amplificacion se lleva a cabo con una mezcla de reaccion a la
qgue se han adicionado, simultaneamente, varios oligonucle6tidos. Esta estrategia les
permitié6 desarrollar un test de diagnostico, el cual genera un amplicon que sirve
como control positivo, otro que es especifico para C. hippurus, y un tercero que es
especifico para C. equiselis.

El tercer trabajo sobre andlisis de cit-b en dorado se reporté en forma de un informe
de proyecto, cuyo objetivo fue determinar estructura poblacional a nivel global (Reeb
y Cann, 1996). Para este fin se muestrearon, entre 1991 y 1993, 200 organismos en
11 sitios alrededor del mundo. El andlisis de 55 de estos ejemplares, mediante
secuenciamiento de un fragmento pequefio del gen (270 pb), revelé 13 haplotipos

pero no mostré evidencias de estructura genética.
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4. Hipotesis.

El desarrollo de esta tesis estuvo sustentado en tres hipétesis principales:

o Cit-b es un gen cuyo nivel de variacion ha permitido elucidar cuestiones de
estructura genética en diversas especies de peces. En el caso del dorado,
este gen ha sido secuenciado y se ha encontrado que es polimorfico y por lo
tanto potencialmente Util para analizar estructura genética en la especie. Si
se toman en cuenta estos hechos entonces el andlisis de cit-b en dorado,
mediante una técnica molecular como PCR-RFLP, deberia revelar

polimorfismos que permitan estudiar su estructura genética.

o El &rea de estudio abarcé una extension amplia de la distribucion mundial del
dorado, incluyendo localidades tanto del Océano Pacifico como del Océano
Atlantico. Si se considera este hecho, entonces los polimorfismos analizados
permitirian detectar estructura genética dentro del &rea estudiada, al menos

entre sus extremos geograficos, es decir entre cuencas oceanicas.

0 Los RFLPs de cit-b son marcadores moleculares que evolucionan a una
velocidad comparativamente lenta, y al encontrarse en el genoma
mitocondrial constituyen linajes que se heredan via materna. Si se
consideran estas propiedades de los marcadores empleados, asi como la
extension del area estudiada, entonces el andlisis filogeografico de los
resultados de esta tesis permitiria inferir posibles escenarios de la evolucién

del dorado.
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5. Objetivos.

5.1 Objetivo general.

Determinar la estructura genética de Coryphaena hippurus en una escala global
mediante el andlisis de linajes mitocondriales, y analizar esta informacion mediante
un enfoque filogeografico para inferir posibles escenarios evolutivos de la especie.
5.2 Objetivos particulares.

o Disefiar iniciadores para amplificar mediante PCR el locus cit-b del dorado.

o0 Revelar la variacion en los productos de amplificacion de cit-b mediante
digestion con cuatro endonucleasas de restriccion, con el fin de caracterizar
los linajes del gen.

O Analizar la distribucion de los linajes detectados para inferir la estructura
genética del dorado en una escala global, con énfasis en la zona del Pacifico

Central y Oriental.

O Evaluar la informacion anterior mediante un enfoque filogeografico, para

inferir posibles escenarios evolutivos del dorado.
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6. Materiales y métodos.

6.1 Area de estudio.

El area de estudio analiz6 dos escalas geogréficas, la primera un estudio global, ya
qgue abarca el andlisis de las principales cuencas marinas; y la segunda escala se
realizé especificamente dentro de la Cuenca del Pacifico.

6.1.1 Cuencas del Océano Atlantico y Pacifico.

Las corrientes oceanicas son flujos organizados que persisten en regiones y en
algunos periodos de tiempo, en las cuales el agua es transportada de una parte del
océano a otra. El flujo del agua marina es dominado por cinco grandes giros, los
cuales ocurren en el Atlantico Sur y Norte, Pacifico Norte y Sur, y Océano indico
(Figura 4). En el hemisferio norte, el flujo de los giros es en el sentido de las
manecillas del reloj, mientras que en el hemisferio sur es en el sentido opuesto. Las

contracorrientes fluyen hacia el este, moviéndose en el ecuador entre estos giros.

Giro Subpolardel
Pacifico Norte

Sstema de
conientesdel
Atlantico Ecuatorial

Ssema de_com'_ehtesdfl Pacifico Ecuatorial

1. Fujo a través v
de Indonesa \

<
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‘-' ™ Subtropical

Cormiente de™
Agulhas

Giro Qubtropical

Frente de
Tasmania
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Benguela

-

ro Subtropical

Sstema de conientes Cicumpolar Antartico

Figura 4. Principales giros oceanicos en el mundo (T  omado de Norris, 2000).

Segun Kershaw y Cundy (2000), las principales caracteristicas de los giros
oceanicos son:

0 Los giros transportan aguas calidas de latitudes bajas hacia los polos en las
orillas occidentales de las cuencas oceanicas, y agua fria de latitudes altas
hacia el ecuador en las orillas orientales de las cuencas oceanicas.

o El flujo de las corrientes en los giros no es uniforme, éste es mas fuerte en
los segmentos occidentales que en los orientales.

o La falta de barreras terrestres en las aguas meridionales permite la Corriente

Circumpolar Antértica, que rodea el Continente Antartico.
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Otro factor oceanico que muchas veces actla como barrera para la dispersién de
organismos marinos es la temperatura del agua. La Figura 5 presenta las

temperaturas superficiales promedio del mar en una escala global.

Figura 5. Mapa de isotermas medias anuales (Tomado  de Castafio-Fernandez y Castafio-Fernandez,
2008).

6.1.2 Pacifico Oriental y Central.
El area de estudio para esta escala geografica se encuentra comprendida dentro del
area estadistica 77 definida por la FAO, la cual abarca el Pacifico Central y una gran

parte del Pacifico Oriental (Figura 6) (Csirke y Tanstad, 2003).
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Figura 6. Area estadistica 77 de la FAO (Tomado de  Csirke y Tanstad, 2003).
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Las caracteristicas de esta zona incluyen una plataforma bastante escarpada, la cual
se extiende apenas 20 km mas alla de la linea costera, excepto para algunas areas
de la Bahia de San Francisco, El Salvador, Nicaragua y el Golfo de Panama donde
la amplitud es de 60 km. El fondo tiende a ser heterogéneo, con varias areas
adecuadas para arrastres. Hay unas pocas islas pequefias en el sur de California y
Panama y otros grupos de islas en aguas oceénicas. Estas cadenas de islas, de las
cudles la méas grande es Hawai, también tienen plataformas continentales estrechas.
El &rea es influenciada por dos principales sistemas de corrientes superficiales. En el
norte la corriente de California, que se extiende desde el norte de California hasta
Baja California (Parrish et al., 1983); y en el sur el gran sistema de corrientes
superficiales ecuatoriales transpacifico, el cual comprende las Corrientes
Ecuatoriales Norte y Sur que fluyen hacia el oeste, y en la region entre ellas la
Contracorriente Ecuatorial fluyendo hacia el este (Figura 7) (Bakun et al., 1999). La
interaccion entre estas corrientes, la topografia y las diferencias en la fuerza del
viento generan las principales surgencias en esta zona (Csirke y Tanstad, 2003).

Entre las surgencias que ocurren en el Pacifico Oriental, una mencién especial
merece el Golfo de Tehuantepec, que es una region delimitada al norte por la costa
mexicana, al este por el meridiano de los 92° W y al oeste por el meridiano de los
97° W, y cuyo radio es de aproximadamente 200 km. Se le considera una de las tres
zonas centroamericanas del Pacifico con altos niveles de productividad primaria,

debido a condiciones orogréaficas que permiten la accidn pronunciada de vientos
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Figura 7. Diagrama de masas de agua superficiales y  corrientes en el Océano Pacifico Tropical.
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invernales intensos producidos por el gradiente de presion atmosférica que se

establece entre la zona del Golfo de México y Centroamérica, y que genera

importantes procesos de surgencias y mezcla vertical (Ortega-Garcia et al., 2000).

Los limites de la zona tropical de interés para este trabajo se localizan en dos zonas

de mezcla de aguas de origen ecuatorial y templado, que colindan al norte con la

Corriente de California y al sur, con la corriente del Perd (prolongacion de la

Corriente de Humboldt). El impacto de estas dos corrientes frias, asi como la

intensidad de la Contracorriente Norecuatorial, varian segun el periodo del afio

(Figuras 8y 9) (FAO, 1995).
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6.2 Muestras.

Los datos moleculares que se analizaron en este estudio provinieron ya sea del

procesamiento de muestras bioldgicas, o de secuencias nucleotidicas disponibles en

la base de datos GenBank. Los sitios de colecta para cada caso se muestran en la

Figura 10.
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Figura 10. Cobertura geografica del estudio.

En el caso de las secuencias, se usaron todas las que estuvieron disponibles al

momento de analizar los datos moleculares (Tabla IV). Las muestras biol6gicas se

colectaron en sitios de desembarque pesquero del Océano Pacifico, y consistieron

en tejidos de muasculo o aleta (Tabla V).

Tabla IV. Origen geogréfico y claves de registro de las secuencias obtenidas del Genbank.

Lugar de origen Clave

Mar Mediterraneo EF439512, EF439513, DQ080245
Islas Canarias, Espafia DQ197936

Archipiélago de Madeira, Portugal EF439196

Florida, USA AY050762, AY050761

Taiwan, China AM265579

Tabla V. Namero de muestras biolégicas colectadas po  r localidad.

Localidad No. de muestras
Puerto Chiapas, Chiapas 34
Salina Cruz, Oaxaca 22
Santa Cruz Huatulco, Oaxaca 11
Puerto Angel, Oaxaca 23
Puerto Escondido, Oaxaca 40
Mazatlan, Sinaloa 9
Los Cabos, Baja California Sur 15
La Paz, Baja California Sur 11
Hawai 21
Total 186

Las muestras de Oaxaca y Chiapas fueron colectadas de enero de 2004 a agosto de

2005; las de Sinaloa y Baja California de enero de 2003 a agosto de 2004, y las de
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Hawai en 2004. Las muestras de Sinaloa, Baja California y Hawai fueron obtenidas
como un donativo del Dr. Axayacatl Rocha, del CICESE. Al momento de la colecta,
las muestras se preservaron en alcohol al 75% y se mantuvieron en refrigeracion

hasta su analisis.

6.3 Disefio de iniciadores.

Una secuencia parcial de cit-b de dorado, con un tamafio de 1140 nucledétidos (Reed
et al., 2002), se analizé con el software Fast PCR (Kalendar, 2006). La lista de
iniciadores de tipo directo y reverso que se generO, fue analizada para elegir
aquellos que mostraron las estimaciones de eficiencia de amplificacion mas altas, y
que ademas producirian los amplicones con tamafio mas grande. Los iniciadores
seleccionados se mandaron a sintetizar al Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM).

6.4 Extraccion de ADN.

Un fragmento de aproximadamente 0.5 g de tejido muscular o aleta, se someti6 a
tres enjuagues de 15 min con agua destilada para eliminar el exceso de alcohol. El
tejido lavado se maceré con tierra de diatomita (aproximadamente 0.15 g) y 100 pL
de TNES-Urea (Asahida et al., 1996). Al macerado se le agreg6 700 pL del mismo
amortiguador para posteriormente incubar a 48 °C por 15 min. Enseguida se
centrifugd por 10 min a 23 183 x g, el sobrenadante se recuperd y la extraccion se
continud con acetato de potasio y cloroformo, siguiendo el protocolo de Dellaporta et
al. (1983).

6.5 Amplificacion de ADN.

La amplificacién se llevo a cabo empleando los iniciadores disefiados previamente.
Se emplearon volumenes de reaccion de 20 pL, conteniendo MgCl, 1.75 mM, dNTPs
0.1 mM, iniciadores 0.2 uM, 0.6 U de polimerasa Taq (REDTaq de Sigma-Aldrich), y
aproximadamente 20 ng de ADN, en amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8.0). El perfil de temperaturas consistié de 1 min a 95 °C; 35 ciclos de 1 min
a95.0°,1mina70°, 2mina72°C;y5mina 72 °C (Kolmodin y Birch, 2002;
Kalendar, 2006) en un termociclador (Thermo Electron Corporation, modelo PxE
0.2.).

6.6 Digestion del ADN con enzimas de restriccion.
En el caso de los fragmentos amplificados, la digestion del ADN se realizd

empleando endonucleasas (Promega Corporation) de acuerdo a los protocolos del
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fabricante. Las enzimas probadas fueron Alu I, Dde |, Alw26 | y Hha | (claves de
catdlogo R6281, R6291, R6761, R6441). En el caso de las secuencias de cit-b, los
sitios de reconocimiento y de corte para cada enzima fueron detectados con la

opcion de busqueda del editor de texto Word 2003.

6.7 Electroforesis y visualizacion de ADN.

Las separaciones electroforéticas se realizaron en dos tipos de matrices, agarosa y
poliacrilamida. La agarosa fue empleada para verificar la calidad de los extractos de
ADN, y el éxito de las amplificaciones. En estos casos, la electroforesis se efectud
en geles al 1% en un sistema continuo de TBE (Tris 89 mM, &cido borico 89 mM,
EDTA 2 mM, bromuro de etidio 0.05 mg/ml, pH 8.3). El tiempo de corrida fue de 1 h
a 100 V y la visualizacion se realiz6 mediante irradiacion con luz ultravioleta (302
nm) en un transiluminador (GIBCO BRL, modelo TFX-20M).

La poliacrilamida se emple6 para evaluar el polimorfismo del locus de citocromo b
mediante el patron de fragmentos de restriccion de cada enzima. En este caso se
usaron geles desnaturalizantes al 4,8%, con tiempos de separacién de 2.5 a 4 h. La
visualizacién fue mediante tincién con nitrato de plata (Creste et al., 2001).

Los patrones de bandeo se capturaron con camara digital (Canon-EOS 20D).

6.8 Estimacion del tamafio de bandas.

La estimacion de tamanfos se realiz6 mediante analisis de regresiéna lineal simple, al
comparar las bandas de interés con estandares de tamafio. En geles de agarosa se
us6 un estandar de 1 Kb (GIBCO BRL, clave 10381-010), mientras que para los
geles desnaturalizantes de poliacrilamida se utilizaron dos: uno de 20 pb (Sigma,
clave D 7808) y uno de 100 pb (Sigma, clave D 7808).

6.9 Andlisis estadisticos.

Los datos moleculares fueron analizados agrupandolos en formas diferentes; los
nombres de algunos grupos indican claramente el origen geografico de los datos,
como es el caso de los grupos Cuenca del Pacifico y Cuenca del Atlantico. La

composicion de los demas grupos se indica en la Tabla VI.

Tabla VI. Grupos de datos usados en los analisis est  adisticos.

Nombre del grupo Localidades incluidas

Sur del Pacifico mexicano Puerto Chiapas, Salina Cruz

Puerto Angel Puerto Escondido, Puerto Angel, Santa
Cruz Huatulco

Norte del Pacifico mexicano La Paz, Los Cabos, Mazatlan
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6.9.1 Determinacion de haplotipos compuestos.

El ADN de cada individuo fue digerido mediante las cuatro enzimas de restriccion
seleccionadas. El conjunto de polimorfismos revelado mediante estas enzimas, en
un individuo particular, es llamado el haplotipo compuesto de ese individuo. Este
haplotipo es representado mediante una secuencia de digitos, cada uno con valor de
cero o uno, los cuales representan ausencia o presencia, respectivamente, de sitios
de restriccion. Las frecuencias de estos haplotipos fueron la base de los andlisis

estadisticos subsecuentes.

6.9.2 Analisis de diversidad genética.

El programa REAP versién 4.0 (McElroy et al.,, 1992) fue usado para calcular la
diversidad haplotipica (ﬁ), la diversidad nucleotidica (7)) y la divergencia

nucleotidica (d). A continuacién se presentan las definiciones de estos parametros,

y las formulas que se emplearon para estimarlos.

6.9.2.1 Diversidad haplotipica.

La diversidad haplotipica (ﬁ) se puede definir como la probabilidad de que dos
individuos escogidos al azar dentro de una poblaciébn sean diferentes. En una
poblacion diploide que se aparea al azar esta probabilidad es equivalente a la
heterocigosidad, y puede ser definida en término de frecuencia de genes. Esta
medida puede ser usada para cualquier tipo de organismo, no importando si es
haploide, diploide o poliploide. También puede ser usada para cualquier tipo de
sistema reproductivo (Nei, 1987). Para el caso de genes mitocondriales, esta medida

de variabilidad genética puede ser calculada mediante la formula que sigue

A= n(1—§x2)/(n -1)

donde X es la frecuencia del i€ésimo haplotipo en un locus dado, /es el nimero de

haplotipos en el locus, y z es el nimero de individuos analizados.

6.9.2.2 Diversidad nucleotidica.
La diversidad nucleotidica (71) se define como la proporcion de diferencias
nucleotidicas entre dos haplotipos escogidos al azar (Nei y Tajima, 1981). Para

casos como el de esta tesis, donde no se conoce la secuencia nucleotidica completa
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de los haplotipos, sino que estos estan definidos por sus patrones de restriccidn, es
decir como haplotipos compuestos, la estimacion de este parametro se realiza segun

la féormula

donde /es el nimero de haplotipos compuestos en un locus dado, & X; representa el

producto de las frecuencias haplotipicas para cada posible par de haplotipos, y 77 es

el valor absoluto de la diferencia en el nUmero de sitios de restriccion para cada

posible par de haplotipos.

6.9.2.3 Divergencia nucleotidica entre poblaciones.

Para un locus dado, la divergencia nucleotidica entre dos poblaciones (a) se define
como el promedio de sustituciones netas por cada sitio nucleotidico del locus (Nei y
Li, 1989). En esta tesis, las sustituciones nucleotidicas fueron detectadas en la forma
de diferencias en patrones de restriccibn. Para este tipo particular de datos
moleculares, la divergencia nucleotidica puede ser medida por la siguiente formula
(Neiy Li, 1989)

d =7, ~ (75 +7%,) 12

donde fr, y 7z, son los valores de 71 para las poblaciones que estan siendo
comparadas, designadas como poblaciones X'y Y, respectivamente; y 7, es el

promedio de las diferencias en sitios de restriccion entre dos haplotipos elegidos al

azar, uno en la poblacién X y el otro en la poblacién Y.

6.9.3 Analisis de estructura poblacional.

6.9.3.1 Analisis de varianza molecular.

El analisis de varianza molecular (AMOVA) fue desarrollado por Excoffier et al.
(1992) y estima indices de estructura genética usando informacion sobre la
diversidad de haplotipos, asi como sobre las frecuencias de esos haplotipos. En este
estudio el AMOVA fue computado por un software especializado en genética de
poblaciones, Arlequin version 3.1 (Excoffier et al., 2006). El programa procesa los
datos para generar una matriz de cuadrados de distancias euclidianas, mediante la

cual se cuantifica la fuente de varianza en los datos en tres niveles jerarquicos:

i) Diferencias dentro de una poblacion (UCZ).
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ii) Diferencias entre poblaciones dentro de un grupo (sz).
iii) Diferencias entre grupos (aaz).

La varianza molecular total (JTZ) es la suma de las tres covarianzas anteriores. La

significancia de estas covarianzas es evaluada usando procedimientos no
paramétricos de permutaciones. Para evaluar la existencia de estructura genética,
los datos se agruparon de manera que pudieran compararse diferentes escalas

geograficas.

6.9.3.2 indices de fijacion.

Estos indices representan otra forma de cuantificar el grado de diferenciacion entre
poblaciones. Fueron originalmente definidos por Wright (1951, 1965) en términos de
coeficientes de endogamia, y mas tarde por Slatkin (1991) con base en tiempos de
coalescencia. Para calcularlos, los componentes de la covarianza descritos en la

seccion anterior son sustituidos en las ecuaciones siguientes

2 2 2 2
@ =% o = % _02+0;
T o? £ g2+0? o2
c

donde @;, @. y @; son analogos de los estadisticos F para tres niveles

jerarquicos: dentro de una poblacién, entre poblaciones dentro de un grupo, y entre
grupos, respectivamente (Excoffier et al., 1992).

El programa calcula la significancia de los indices mediante un enfoque no
pardmetrico, que consiste en permutar los datos para recomputar los estadisticos y

obtener su distribucion nula (Excoffier et al., 2006).

6.9.3.3 Red de expansion minima.

La construccion de una red de expansidbn minima es un problema clasico de
optimizacion combinatoria; la teoria matematica subyacente ha sido descrita por
Lépez (2004). El primer ejemplo de construccion de una red de expansion minima
fue formulado por Boruvka (1926), quien lo planteé para resolver el problema de
hallar la forma més econdémica de distribuir energia eléctrica en el sur de Moravia. La
formulacion de este problema ha sido util para realizar muchas investigaciones en
diversos campos como transporte, electrénica, telecomunicaciones e investigacion
de operaciones.

El objetivo de este problema es disefar una red que conecte a un grupo de nodos,
en la cual cada conexion tiene un costo que puede estar expresado en tiempo,

dinero u otra medida. Lo que se busca es ir asignando conexiones entre nodos, de
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manera que todos los nodos estén conectados y no existan caminos que inicien y
terminen en el mismo nodo, es decir que no haya ciclos. Debido a estos criterios, la
red generada es llamada “de expansion”; el término “minima” se le asigna porque se
busca minimizar la suma total de los costos de las conexiones.

En el &mbito de esta tesis, la construccidon de una red de expansién minima tuvo el
fin de mostrar escenarios evolutivos probables. Los nodos representaron los
haplotipos compuestos, y la distancia entre cada par de haplotipos represent6 el
namero de sitios de restriccion que los diferenciaban. Es decir que estos arboles
representaron escenarios evolutivos de maxima parsimonia. La interpretacion de los
arboles estuvo basada en las predicciones de la teoria de la coalescencia (Posada y
Crandall, 2001), la cual describe una muestra de un gen o genes selectivamente
neutrales mirando hacia atras en el tiempo. Partiendo del supuesto de que existe
una relacion directa entre las frecuencias de los haplotipos y sus edades, la teoria
de la coalescencia predice varias cuestiones sobre la estructura de un arbol:

1 Los haplotipos mas ancestrales tendran una probabilidad mayor de aparecer
en posiciones centrales del arbol, es decir que presentaran un mayor nimero
de conexiones mutacionales.

2 En promedio, los haplotipos mas viejos tendran una distribucion geografica
mas amplia.

3 Los haplotipos Unicos apareceran conectados con mayor probabilidad a
haplotipos no Unicos, que a otros haplotipos Unicos.

4 Los haplotipos Unicos apareceran con mayor probabilidad en las posiciones
mas externas del arbol.

La construccién de las redes se llevo a cabo mediante el programa Network version
4.5.1.6 (Fluxus Technology Ltd.).

6.9.3.4 Filogramas.

Los filogramas son diagramas que muestran las relaciones evolutivas entre grupos
de organismos. Un filograma estd compuesto por lineas llamadas ramas que se
intersectan y terminan en nodos. Los nodos en las puntas de las ramas representan
los grupos de organismos que estan siendo comparados, los cuales pueden ser
poblaciones, especies o taxones superiores; los nodos internos representan taxones
ancestrales. Los filogramas pueden construirse tomando en cuenta las distancias
genéticas entre los grupos analizados, mediante algoritmos de agrupamiento tales
como el método de agrupamiento no ponderado por pares utilizando la media

aritmética (UPGMA, por sus siglas en inglés) o el método de unién al vecino mas
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cercano (Neighbor-Joining, por su nombre en inglés). Las distancias genéticas
guedan representadas por las longitudes de las ramas del filograma.
En este trabajo se construyeron filogramas con base en los dos algoritmos

mencionados, mediante el programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2008).
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7. Resultados y discusiones.

7.1 Extraccion de ADN.

Lo ideal en un proceso de extraccion de ADN es obtenerlo en cantidad y pureza
suficientes, y lo menos degradado o fragmentado posible. En la Figura 11 se
muestra un lote de extractos que fueron sometidos a electroforesis en gel de

agarosa, con el fin de evaluar su calidad.

L b AL

Figura 11. Extractos de ADN obtenidos a partir de te  jido muscular y de aleta. La barra indica la
region en la que se observaron algunos restos de AD N gendémico.

La mayoria de los extractos fueron obtenidos de tejido muscular, y unos cuantos de
aleta. En general, las 186 muestras que se procesaron dieron lugar a extractos cuyo
ADN nuclear aparecio fuertemente fragmentado, lo cual podria reducir la eficiencia
de las amplificaciones subsiguientes. No obstante, el interés en esta tesis se centro
en la amplificacion de un gen mitocondrial y esto permitiria, teéricamente, el uso de
extractos cuyo ADN nuclear no se encuentre bien conservado. Esto se debe a que el
genoma mitocondrial es relativamente pequefio y esta presente en multiples copias
por célula (Hartl y Clark, 1997; Zhang y Hewitt, 2003).

7.2 Disefio de iniciadores.

La Tabla VII muestra los iniciadores con estimaciones mas altas para la eficiencia de
amplificacién. Las dos combinaciones posibles de estos iniciadores, F1-R1 y F1-R2,
producirian los amplicones con mayor tamafio estimado (1067 y 1070 pb,

respectivamente).

Tabla VII. Iniciadores seleccionados para la amplifi ~ cacion.

Iniciador Secuencias Eficiencia de
amplificacion

F1 tcccacaccatctaacatctcggectgatg 128

R1 aggccatgttttctagtcagccagctagtg 117

R2 tgaaggccatgtttictagtcagccage 133
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La sintesis de los iniciadores seleccionados fue encargada al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, y su utilidad para amplificar los fragmentos deseados se

muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Amplificacion de una muestra de ADN de d orado, con
los pares de iniciadores F1-R1 (A) y F1-R2 (B). El ¢  arril M contiene
marcadores de tamafio.

Ambos pares de iniciadores generaron amplificaciones muy especificas,
produciéndose una sola banda intensa con tamafio de aproximadamente 1067 pb
(Figura 12). Este tamafio concuerda con los tamafios que se esperaban para los dos
pares de iniciadores (ver anexo). La eficiencia de la amplificacién, evaluada como la
intensidad de la banda, fue similar para ambos pares de iniciadores aunque
ligeramente mayor para el par F1-R1. En virtud de que el tamafio de ambos
amplicones es practicamente el mismo, y de la mayor eficiencia de amplificacién

detectada para el par F1-R1, este fue elegido para los analisis subsecuentes.

7.3 Amplificacién de ADN.

La Figura 13 presenta un gel de agarosa con una muestra representativa de las
amplificaciones realizadas. La mayoria de los extractos produjeron una amplificacién
eficiente, ya que la tinciébn con bromuro de etidio fue intensa. También hubo un
porcentaje de extractos menor, pero importante, que no amplific6 o que dio una

amplificacién poco eficiente.
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Figura 13. Amplicones generados con el par de inici  adores F1-R1.
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Del total de 186 extractos, 165 fueron sometidos a PCR por ser los extractos en
mejores condiciones, 136 dieron amplificacion detectable y fueron la base de los
analisis subsiguientes (Tabla VIII). Este porcentaje de amplificacién relativamente

bajo (75%) pudo deberse a que la calidad de los extractos no era adecuada.

Tabla VIII. Namero de muestras amplificadas por loca  lidad.

Loc alidad No. de muestras
Puerto Chiapas, Chiapas 28
Salina Cruz, Oaxaca 16
Santa Cruz Huatulco, Oaxaca 10
Puerto Angel, Oaxaca 20
Puerto Escondido, Oaxaca 16
Mazatlan, Sinaloa 8
Los Cabos, Baja California Sur 11
La Paz, Baja California Sur 6
Hawai 21
Total 136

7.4 Caracterizacion de la variacion.

Los patrones de restriccion que se obtuvieron mediante la digestion de los
fragmentos amplificados se ejemplifica en la Figura 14. Hha | no mostré sitios de
corte, por lo cual fue excluida de los analisis subsecuentes. Alw26 | generd cinco
sitios de restriccion, de los cuales cuatro fueron polimérficos. Alu | produjo cinco
sitios de corte, de los cuales cuatro fueron polimérficos. Dde | originé seis sitios de
restriccion, dos de los cuales fueron polimérficos. Los patrones de restriccion que
fueron detectados en las secuencias del GenBank se presentan en el anexo. Los
mapas de restriccion inferidos a partir de estos datos se muestran en la Figura 15.
En esta se observa que los sitios de corte, tanto los monomorficos como los
polimorficos, se distribuyeron a lo largo del locus analizado permitiendo una
cobertura amplia del mismo.

El nimero total de bases analizadas mediante Alu |, Dde | y Alw26 | fue de 69,
distribuidas en 16 sitios de restriccion. Esto representa un 6.5% de las bases del
locus amplificado, cuyo tamafo es de 1067 pb. Tomando en cuenta que estas
enzimas revelaron 10 sitios de restriccion polimorficos, y que en cada uno de estos
sitios debe existir al menos una mutacion, se deduce que al menos el 14.5% de los
nucleotidos del locus fueron polimorficos. El secuenciamiento del ADN es la técnica
molecular mas eficiente para revelar polimorfismos nucleotidicos; sin embargo, la

técnica de PCR-RFLPs también ha sido usada con éxito para estudiar tasas de
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sustitucién nucleotidica, evolucion y estructura genética de poblaciones (Nei y
Tarima, 1981).
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Figura 14. Patrones de bandeo observados en geles de poliacrilamida, con las tres enzimas de
restriccidn que generaron polimorfismos. Las flecha s sefialan fragmentos polimérficos. Los
carriles marcados con “M” contienen marcadores de t amafio.
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Alu I: AGCT

197 526 799 917 1043

Dde I: CTNAG

19 358 576 811 913 1000

: GTCTCN 6 NNNNNGAGAC

65 221 429 536 684
Todas
vV VYV vV V Y1V A v_V1y
A C F G I J
Figura 15. Mapas de restriccion para las enzimas qu e revelaron polimorfismos. Para cada
enzima se indica la secuencia de reconocimiento y e | sitio de corte (bases subrayadas). Los

numeros sefialan la posicion (pb) de los sitios de ¢ orte. Las letras sefialan los sitios de corte
polimorficos.

La cantidad de Alw26 | que estuvo disponible limit6 el nimero de muestras
analizadas para las diferentes localidades de colecta. Estos numeros quedaron
como sigue: La Paz, 6; Los Cabos, 9; Mazatlan, 7; Puerto Angel, 5; Salina Cruz, 16;
Puerto Chiapas, 27; Hawai, 11. Los haplotipos detectados en estas muestras, asi
como en las secuencias nucleotidicas, se presentan en la Tabla IX.

Si se toma en cuenta el nimero de bases reconocidas por cada enzima de
restriccion (Figura 15), y el nudmero de sitios de restriccion por individuo
(monombérficos en Figura 15, polimérficos en Tabla I1X), se deduce que los promedios
para el nUmero de bases analizadas, y para el nimero minimo de polimorfismos, son
de 41.9 y 5.1, respectivamente. Esto corresponde a un promedio minimo de sitios
polimérficos equivalente a 14.6%. Esta cifra refleja el nivel de variacion de cit-b en
dorado, siendo mayor que lo reportado para secuencias de cit-b de otras especies
de peces marinos. Por ejemplo, Lecomte et al. (2004) reportaron porcentajes de 7.53
y 9.83 para Sardinops sagax y Engraulis mordax, respectivamente; Arnason et al.
(2004) de 9.6 para Gadus morhua; Daemen et al. (2001) de 11.2 para Anguilla
anguilla; y Chen et al. (2009) de 12.2 para Engraulis japonicus. El polimorfismo alto
calculado para cit-b en dorado no implica que en esta especie existan poblaciones
diferenciadas, pero este escenario si seria compatible con el alto valor estimado.

Un punto de comparacion obligado para los resultados de la Tabla IX es el reporte
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de Reeb y Cann (1996), quienes estudiaron la estructura genética del dorado en una
escala global mediante secuenciamiento de un fragmento de cit-b. Los resultados de
estas autoras son similares en varios aspectos a los que se muestran en la Tabla IX:

» Tamafio de muestra y cobertura geogréfica.

Ambos trabajos analizaron varias decenas de ejemplares colectados en varios

sitios alrededor del mundo.

» Polimorfismo observado.

Las autoras citadas detectaron 13 haplotipos, apenas uno menos que en esta

tesis.

» Frecuencias de los haplotipos.

Las autoras mencionadas reportaron haber detectado un haplotipo

predominante, el cual aparecié distribuido alrededor del mundo; sus demas

haplotipos fueron descritos como raros. En esta tesis también se encontré un

haplotipo predominante (Ch8) que aparecid en ambas cuencas oceanicas;

excepto por otro haplotipo abundante (Chl), los demas fueron raros o inclusive

anicos.
A pesar de las similitudes descritas, Reeb y Cann (1996) no detectaron estructura
genética mientras que la Tabla IX si muestra algunas evidencias de diferenciacion
entre poblaciones; dichas evidencias se discuten en los parrafos siguientes.
Con el propésito de tener una idea preliminar sobre la distribucion geogréfica de la
variacion haplotipica, la Tabla IX incluyé grupos que representaron localidades de
interés, a pesar de que estos contenian pocos individuos; tal fue el caso de Puerto
Angel (n=5) y Taiwan (n=1). Con base en su abundancia, los 14 haplotipos
detectados pudieron clasificarse como muy abundantes, con frecuencias cercanas al
30% (Chl1 y Ch8); abundantes, con frecuencias cercanas al 15% (Ch2 y Ch9); y
raros o Unicos.
Al comparar la distribucion de los haplotipos entre las cuencas ocedénicas se
encontraron diferencias, siendo la mas notoria la existencia de haplotipos que
aparecieron en el Pacifico de manera exclusiva (Ch01 al Ch07, Ch09 al Ch11) o casi
exclusiva (Ch08), o en Atlantico en forma exclusiva (Chl3 y Ch14). Al comparar
entre si a los grupos dentro de la Cuenca del Pacifico, el Sur del Pacifico mexicano
aparecié diferenciado de manera muy marcada debido a que sus siete haplotipos
fueron exclusivos (Chl, Ch3 al Ch7), o practicamente exclusivos (Ch2, 10 de 11
individuos). Puerto Angel, norte del Pacifico mexicano y Hawai fueron parecidos
entre si debido a que Ch8 aparecid en todos los casos.

Dentro del Pacifico, el caso de Taiwan fue especial debido a que se tuvo acceso a
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una sola secuencia nucleotidica. Taiwan representa al extremo occidental de la
Cuenca del Pacifico, y la posibilidad de que dicha secuencia mostrara algun
haplotipo particular decidié que se le incluyera como un grupo en la Tabla IX. Este
efectivamente presenté un haplotipo diferente a los ya descritos, Ch12, el cual se

encontrd Unicamente en esta secuencia y en otra del Atlantico.

Tabla 1X. Haplotipos compuestos y su frecuencia. Los haplotipos indican presencia (1) o
ausencia (0) de los sitios de restriccion descritos en la Figura 15.

. Siti_o c_ig Sur'<.jel Puerto Nort('a.del . o Cuenca  Cuenca
Faplotipo ABrg?DmECISIgLI J n?tfxcig:r?o Angel rr?ggtl:f;:r?o rawal - Tawan Pagl%lco Atlétljnet:co Tou
Cho1 0111100001 27 0 0 0 0 27 0 27
Ch02 0111100011 10 0 1 0 0 11 0 11
Cho3 0101100011 2 0 0 0 0 2 0 2
Cho4 0111101001 1 0 0 0 0 1 0 1
Ch05 0101100001 1 0 0 0 0 1 0 1
Ch06 0111100000 1 0 0 0 0 1 0 1
Cho7 0101110001 1 0 0 0 0 1 0 1
C0Oh8 0010000001 0 2 16 3 0 21 1 22
Ch09 0010000011 0 3 5 6 0 14 0 14
Ch10 0000000011 0 0 0 1 0 1 0 1
Chi11 0010001001 0 0 0 1 0 1 0 1
Ch12 1010000001 0 0 0 0 1 1 1 2
Ch13 10100000112 0 0 0 0 0 0 4 4
Ch14 1010000101 0 0 0 0 0 0 1 1
Total 43 5 22 11 1 82 7 89

La significacion de las diferencias y similitudes entre grupos fue evaluada mediante
diferentes pruebas estadisticas, cuyos resultados seran discutidos en las secciones

siguientes.

7.5 Estructura genética y filogeografia.
7.5.1 Red de expansion minima.
En la Figura 16 se muestran las relaciones evolutivas entre los 14 haplotipos
detectados, y su distribucion en el area de estudio. Con base en la teoria de la
coalescencia, la red permite realizar varias deducciones:
1. Existen dos linajes, uno mas diverso que incluye a siete haplotipos y que
tiene a Ch01 como haplotipo mas ancestral; y otro donde el haplotipo mas

ancestral esta representado por Ch08.
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2. En ambos linajes, el nUmero de pasos mutacionales entre los haplotipos mas
ancestrales y los mas recientes es de dos. Si se asume que ambos linajes
han evolucionado con la misma velocidad, y que no ha habido seleccién en
contra de haplotipos particulares, esto sugeriria que la antigiedad de los
linajes Ch01 y Ch08 es similar.

3. La conexién que separa a los haplotipos Ch01 y Ch08 comprende tres pasos
mutacionales, y es la mas larga de la red. Estos pasos mutacionales estarian
representados por haplotipos aparentemente extintos, pues ninguno de ellos
fue detectado en los 81 ejemplares y ocho secuencias analizados.

La segunda inferencia, sobre una antigiedad aparentemente similar de los linajes
Ch0l1 y Ch08, fue sometida a prueba analizando en forma conjunta las ocho
secuencias nucleotidicas de cit-b que se citan en la Tabla IV, y tres secuencias
nucleotidicas del mismo gen pero provenientes de la especie hermana C. equiselis
(Claves de GenBank DQ080244, EF439194, EF439195). Este trabajo formo parte de
un proyecto de Servicio Social desarrollado por la estudiante Nayeli Escudero
Castelan, dentro del mismo grupo de investigacion en el cual se realiz6 esta tesis.
Los resultados de este analisis muestran que las secuencias de C. equiselis
presentaron un mismo haplotipo, el cual aparecié conectado con el haplotipo Ch08
mediante seis pasos mutacionales. Esto indica que, en C. hippurus, el linaje Ch08
es mas antiguo que el ChOl. Esto también sugiere que el linaje Ch08 ha
experimentado cuellos de botella que han mermado su diversidad.

En cuanto a la distribucién geografica de los haplotipos detectados, la Figura 16
muestra asociaciones claras:

1. Ellinaje ChO08 tiene una distribucién cosmopolita, mientras que el linaje Ch01
fue encontrado Uunicamente en la Cuenca del Pacifico.

2. Ellinaje Ch08 present6 dos grupos de haplotipos: uno que fue casi exclusivo
del Pacifico, y que contuvo a los haplotipos Ch08 al Chll (37 de 38
individuos); y otro que fue casi exclusivo del Atlantico, y que contuvo a los
haplotipos Ch12 al Ch14 (6 de 7 individuos).

3. El linaje Ch01 aparecid casi en forma unica en el Sur del Pacifico mexicano
(43 de 44 individuos).

4. Entre los grupos que pertenecieron al linaje Ch08, Hawai fue el més diverso
pues presentd cuatro haplotipos: Ch08 al Chl1l; estos haplotipos aparecieron
distribuidos entre las regiones central y oriental del Pacifico, lo cual sugiere
gue esta franja oceanica representa un corredor para la especie.

5. Dos individuos mostraron evidencia de flujo génico moderado entre cuencas:

el individuo Unico de Taiwan, el cual fue capturado en el Pacifico Occidental,
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present6 el mismo haplotipo (Ch12) que un individuo del Atlantico Oriental; y
un individuo del Pacifico Occidental presentd el haplotipo ChQ08, el cual fue
casi exclusivo del Pacifico.
6. En el Atlantico se obseva que los haplotipos Ch13 y Ch14 se originaron a
partir de Ch12; esta radiacion sugiere un evento de aislamiento.
En conjunto, estas observaciones sugieren que la distribucion del linaje Ch01
incluiria al Golfo de Tehuantepec y posiblemente zonas mas meridionales; y la del
linaje Ch08 incluiria la franja tropical del Pacifico y el Atlantico, abarcando en sus
extremos a Puerto Angel y Florida. Los limites de distribucion de estos linajes
tendrian que ser determinados mediante muestreos mas amplios.
Los resultados de esta tesis muestran al Golfo de Tehuantepec como una zona
donde la distribucion de los linajes Ch01 y Ch08 presenta un cambio drastico. Los
ejemplares de los grupos norte del Pacifico mexicano y los del grupo Puerto Angel,
estos ultimos colectados en el extremo occidental del Golfo, pertenecieron al linaje
Ch08 unicamente; y los del grupo sur del Pacifico mexicano, que fueron colectados
en la zona central del golfo (Salina Cruz) y en su extremo occidental (Puerto
Chiapas), pertenecieron al linaje ChO1 Unicamente.
Se tiene conocimiento de otras dos tesis sobre estructura genética del dorado, cuya
cobertura geografica también abarcé el litoral del Pacifico mexicano. Los resultados
de ambas apoyan el escenario de diferenciacion que se encontr6 en este trabajo
para la misma regién, en el sentido de que los ejemplares de dorado del sur estan
bien diferenciados de los del norte. La tesis de Rosales (2008) fue parte del mismo
proyecto de investigacion en el cual se desarrollé el presente trabajo, y estuvo
basada en el analisis de loci nucleares (intrones del gen para hormona de
crecimiento, y un locus andénimo); concluyd que las diferencias mas grandes y
significativas se dieron entre las regiones norte (Sinaloa, B.C.S.) y sur (Salina Cruz,
Puerto Chiapas). En esta tesis también se analizaron las muestras de Hawai que se
incluyeron en el presente trabajo, concluyendo igualmente que esta region es mas
parecida al norte del Pacifico mexicano que al sur de este litoral. La otra tesis
(Bobadilla-Jiménez, 2007) se bas6é en el andlisis de cinco loci microsatelitales
nucleares, y en general encontré diferencias someras; sin embargo, los valores mas
altos y significativos correspondieron a comparaciones entre muestras del sur
(Oaxaca, Chiapas) y del centro-norte (Colima, B.C.S.).
Un trabajo reciente sobre estructura genética de la macarela sierra del Pacifico
(Scomberomorus sierra), basado en secuenciamiento de la regién de control, mostré
un patron de diferenciacion muy similar al que se encontré en esta tesis

(Dominguez-L6pez et al., 2010). En este trabajo se encontraron dos stocks, uno en
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el norte localizado en la boca del Golfo de California (Sinaloa), y otro en el Golfo de
Tehuantepec (Oaxaca). Al igual que el dorado, la especie estudiada es pelagica y
estd distribuida en zonas tropicales y subtropicales, pero su distribucion esta limitada
al Pacifico Oriental; los autores propusieron como posibles causas para su
diferenciacion a factores como desove estacional en varias areas a lo largo de su
intervalo de distribucion, aunado a una dispersion limitada de sus poblaciones.

La aparente ausencia de traslapes en los limites de distribucion de los linajes
mitocondriales Ch01 y Ch08 podria estar influenciada por factores oceanogréficos, o
intrinsecos a la biologia de estos organismos. En el caso de las variables
oceanograficas, un estudio reciente demostr6 una fuerte sensibilidad de la
distribucion del dorado a las temperaturas y las concentraciones de clorofila en la
superficie del mar (Farrell, 2009). Estos dos pardmetros presentan una gran
variabilidad interanual en el Golfo de Tehuantepec, debido principalmente a los
intensos nortes que soplan cada invierno de octubre a marzo, y que resultan en el
mezclado de las aguas en la capa oceanica superior (Trasvifia et al., 2000). Estos
eventos forman “lenguas de agua fria”, que se extienden hasta 500 km hacia afuera
de la costa, y se reflejan en el enfriamiento relativo de las aguas del golfo.

Los factores biolégicos que podrian estar influyendo en la distribucion de los linajes
Chl y Ch8 incluyen al comportamiento de retorno a sitios particulares. Este
comportamiento ha sido estudiado por Kingsford y Defries (1999), en el &mbito de
los objetos flotantes, mediante estudios de marca y recaptura. En su trabajo se
marcaron 12600 peces y se registraron 119 retornos. El porcentaje de recapturas fue
bajo, pero la mayoria de éstas se hicieron en el mismo punto de la liberacion. El
estudio no es concluyente, pero demuestra que este comportamiento estd presente
en el dorado. En el mismo contexto, el marcaje de peces mediante emisores de
sonido, aunado al monitoreo de las sefiales sonoras, ha demostrado que las
asociaciones del dorado con los objetos flotantes pueden durar hasta dos semanas
(Taquet et al., 2007). Farrell (2009) demostré asociacion del dorado con tapetes de
sargazo en el Atlantico, y aunque no la cuantific6 mediante captura y recaptura, la
cobertura y duracion de estos tapetes podrian afectar a los patrones de distribucién
de la especie.

Otro tipo de comportamiento de retorno que podria influir en la distribucion de los
linajes mitocondriales del dorado, es la fidelidad al sitio de desove. Este
comportamiento no ha sido documentado en el dorado, pero estudios recientes han
demostrado su importancia como factor determinante de estructura genética en
especies como la corvina (Cynoscion regalis) (Thorrold et al., 2001), el atin aleta

azul (Thunnus thynnus) (Rooker, et al., 2008) y el bacalao (Gadus morhua), esta
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ultima de interés especial debido a que la fidelidad al sitio de desove es sefialada
como su principal factor de diferenciacién genética (Svedéng et al., 2007).

Para el caso del dorado no se encontraron reportes que sefialen con claridad la
existencia de sitios de desove definidos. Un trabajo de Palko et al. (1982) presenta
un mapa de distribucion de larvas y juveniles, el cual incluye la zona del Pacifico
Tropical Oriental y muestra que estos estadios se encuentran a lo largo de todo el
litoral, con los tamafios mas pequefios asociados a dos zonas: una enfrente de la
entrada al Golfo de California, y otra enfrente del Golfo de Tehuantepec. También se
ha reportado que los sistemas lagunares y ecosistemas de manglar en los estados
de Oaxaca y Chiapas sirven como zonas de alimentacion, reproduccion y crianza del
dorado (Contreras, 1988). En conjunto, estos hechos sugieren que, en caso de que
el dorado presentara fidelidad al sitio de desove, la estructura genética de la especie
podria estar asociada con la distribucion de estuarios y/o manglares.

La contribucion relativa de estos factores a los patrones de estructura genética del
dorado es desconocida, y su elucidacion representa un reto para el futuro de las

investigaciones sobre esta especie.

7.5.2 Diversidad genética.
El valor de 4 para la Cuenca del Pacifico (0.782) fue mayor que para la Cuenca del
Atlantico (0.714), lo cual refleja el mayor polimorfismo detectado en la primera. El

promedio de # para ambas cuencas fue de 0.748, y este valor es similar a lo

reportado para otras especies de peces que también son cosmopolitas y presentan

una distribucién continua (Tabla X).

Tabla X. Diversidad haplotipica ( 4), diversidad nucleotidica ( 7) y divergencia nucleotidica ( 4}

reportadas para peces marinos cosmopolitas con dist ribucion continua, a partir del analisis de
RFLPs mitocondriales.

Especies h V.4 d Referencia
Thunnus albacares 0.82-0.87 0.28-0.39 0.01-0.10
Makaira nigricans 0.58-0.97 0.14-0.80 0.15 Graves, 1998
Istiophorus platypterus 0.28-0.73 0.22-0.66 0.27
Isurus oxirynchus 0.507-0.909 0.176 - 0512 0.039-0.128 Heist et al., 1996
Xiphias gladius 0.702-0.962  No reportado No reportado Chow et al., 1997
Coryphaena hippurus 0.714 - 0.782 0.138 0.058 Esta tesis

El valor de 7 entre cuencas fue de 0.138, un poco mas bajo que los valores

calculados para las cinco especies de la Tabla X. El valor de dfue de 0.058 y estuvo

ligeramente dentro de los rangos calculados para las mismas especies.
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Dos estudios sobre estructura genética del dorado también incluyeron muestras del
Pacifico y el Atlantico, y ninguno encontré evidencias de diferenciacion entre
cuencas; el primero fue realizado por Rosenblat y Waples (1986) mediante
aloenzimas, y el otro fue desarrollado por Reeb y Cann (1996) mediante
secuenciamiento de cit-b. Comparativamente, el andlisis de aloenzimas es menos
eficaz para detectar variacion que el secuenciamiento de ADN. En el trabajo con
aloenzimas, la dificultad para detectar diferencias fue mayor debido a que se
compararon solamente 10 individuos del Pacifico y 15 del Atlantico. En el trabajo
basado en secuenciamiento no se especificaron los tamafios de muestra, pero estos
debieron ser pequefios pues se menciona haber analizado 55 individuos que
aparentemente fueron colectados en 11 sitios alrededor del mundo.

Un trabajo reciente también muestra falta de diferenciacion genética entre individuos
de dorado colectados en una escala geografica amplia, en este caso los extremos
opuestos del Océano indico (Zemlak et al., 2009). Este trabajo es de interés especial
debido a que se enfoca en la zona de transito del dorado entre las Cuencas del
Pacifico y el Atlantico. En él también se analizaron tamafios de muestra reducidos,
cinco individuos de Africa del Sur y cinco de Australia, pero se empled una técnica
muy poderosa para detectar diferencias genéticas, el llamado “DNA barcoding”, que
consiste en secuenciar un segmento especifico del gen para citocromo oxidasa.

La magnitud de la diferenciaciébn genética entre las muestras del Pacifico y el

Atlantico, cuantificada mediante los valores de 7y d, sugiere que existe poca

variacion entre los ejemplares de dorado de estas cuencas ocedanicas. Esta
observacion se ve apoyada por los resultados de los trabajos discutidos, y sefiala a
las muestras del Pacifico, cuya cantidad es considerablemente mayor que las del
Atlantico, como un acervo genético donde seria mas probable detectar variacion.

Los andlisis de diversidad genética dentro del Pacifico muestran que Hawai presento

los valores de /1y rmas altos (Tabla XI).

Tabla XI. Diversidad haplotipica ( £ y diversidad nucleotidica (  7) para los grupos del Pacifico.

Localidad h T
Sur del Pacifico mexicano 0.5604 0.0189
Puerto Angel 0.6000 0.0335
Norte del Pacifico mexicano 0.4372 0.0348
Hawai 0.6727 0.0520

Esto corrobora en forma cuantitativa la alta diversidad que se observd para este

grupo en la Figura 16, y que se expuso en la seccion anterior. El grupo Hawai estuvo
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integrado por muestras oceanicas solamente, y su diversidad comparativamente alta
podria ser un indicio de que la regién del Pacifico Central forme parte de un corredor
que estaria comunicando las poblaciones de dorado del Océano indico y el Pacifico

Occidental.

La Tabla XII muestra los valores de 77y d entre los grupos estudiados. En cuanto a

diversidades nucleotidicas, las comparaciones entre los grupos Puerto Angel, norte
del Pacifico mexicano, Hawai y Cuenca del Atlantico, los cuales pertenecen al linaje
Ch8, mostraron valores comparativamente bajos y en el intevalo de 0.0364 a 0.0860.
En cambio, las comparaciones que incluyeron al grupo sur del Pacifico mexicano, el

cual pertenece al linaje Chl, mostraron valores de dos a cinco veces mas altos.

Tabla XII. Valores de diversidad nucleotidica ( 7§ (diagonal superior) y divergencia nucleotidica
(d) (diagonal inferior) entre los grupos estudiados.

1 2 3 4 5
1 0.1791 0.1736 0.1866 0.1946
2 0.1529 0.0364 0.0402 0.0719
3 0.1467 0.0022 0.0464 0.0823
4 0.1488 -0.0048 0.0007 0.0860

5 0.1581 0.0282 0.0379 0.0307
1, Sur del Pacifico mexicano; 2, Puerto Angel; 3, Norte del Pacifico mexicano; 4, Hawai; 5, Cuenca del Atlantico.

En relacion con las divergencias nucleotidicas, las comparaciones pareadas de la

Tabla XII muestran valores que pueden agruparse en tres clases:

1) Divergencias muy bajas, cercanas a cero, que corresponden a las comparaciones
entre los grupos Puerto Angel, Norte del Pacifico mexicano y Hawai.

2) Divergencias intermedias, en un rango de 0.0282 a 0.0379, correspondientes a
las comparaciones entre el grupo Cuenca del Atlantico y los demas grupos del linaje
Ch08.

3) Divergencias muy altas, en un intervalo de 0.1467 a 0.1581, que corresponden a

todas las comparaciones que incluyen al grupo sur del Pacifico mexicano.

Estas clases podrian corresponder a clados con grados variables de diferenciacion,
gue van desde muy baja hasta muy alta. Tales clados serian el grupo sur del
Pacifico mexicano, el grupo Cuenca del Atlantico, y el conjunto de grupos Puerto
Angel, norte del Pacifico mexicano y Hawai. La divergencia nucleotidica entre el
grupo sur del Pacifico mexicano, el cual pertenece al linaje ChOl, y los demas
grupos, todos los cuales pertenecen al linaje Ch08, es en promedio de 15.2%.
Zemlak et al. (2009) consideran que divergencias nucleotidicas cercanas al 5% son

tipicas para especies del mismo género, por lo cual la divergencia tan alta que se
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encontré entre los linajes ChOl y Ch08 sugiere muy fuertemente que estas
poblaciones representan especies diferentes. Lo anterior corrobora en forma
cuantitativa lo que se dedujo a partir de la red de expansién minima (Figura 16). Las
relaciones entre los posibles clados se muestran en la Tabla XIlI.

La variacidn genética fue cuantificada en los siguientes niveles jerarquicos: 1) entre
los grupos Cuenca del Pacifico y Cuenca del Atlantico; 2) entre los grupos Cuenca
del Atlantico, Hawai, norte del Pacifico mexicano, Puerto Angel, y sur del Pacifico
mexicano; y 3) dentro de los grupos anteriores. La mayor parte de la variacion se dio
en el segundo nivel jerarquico, y esto fue confirmado por el indice de fijacion ®gc, el
cual presentd un valor de 0.759 (P = 0.000). Los valores de estos indices se
interpretan normalmente segun las siguientes pautas: de 0 a 0.05, poca variacién
genética; de 0.05 a 0.15, variacion moderada; 0.15 a 0.25 diferenciacién alta; mayor
a 0.25, diferenciacion muy alta (Graves y McDowell, 2003). Esto indica que las
diferencias entre los grupos Cuenca del Atlantico, Hawai, norte del Pacifico
mexicano, Puerto Angel, y sur del Pacifico mexicano, son muy grandes; mientras
gue la diferencia entre las cuencas ocednicas es bastante mas baja. El valor tan alto
de ®gc refleja que su célculo se basé en la comparacion de grupos que pertenecen
al linaje ChO1 o al Ch08, los cuales ya fueron sefialados como muy diferentes tanto

por la red de expansién minima como por sus divergencias nucleotidicas.

Tabla XIIl. AMOVA realizado en tres niveles entre Paci  fico y Atlantico.

Nivel jerarquico Indices de Fijacion Variacion Porcentaje de P
la variacién
1) Entre cuencas @cr=-0.016 0.026 1.66 1.000
2) Entre grupos P-=0.759 1.155 74.28 0.000
3) Dentro de grupos P =0.755 0.374 24.06 0.000

Las relaciones genéticas entre los grupos analizados se presentan graficamente en
los filogramas de la Figura 17. Los dos algoritmos que se usaron para costruir los
filogramas revelaron relaciones genéticas practicamente idénticas, y corroboraron la
existencia de los clados que se propusieron en parrafos anteriores. Se observan dos
clados bien diferenciados, uno que retne a todos los grupos que pertenecen al linaje
Ch08 y otro cuyo unico miembro es el grupo que pertenece al linaje ChO1. El clado
gue contiene al linaje Ch08 se divide a su vez en dos clados bien definidos, uno que

contiene a los individuos del Atlantico y otro que contiene a los del Pacifico.
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Figura 17. Filogramas para los grupos analizados, ¢ onstruidos mediante los algoritmos de unién
al vecino mas cercano (A) y de agrupamiento no pond erado por pares utilizando la media
aritmética (B).

En conjunto, las diversidades y divergencias nucleotidicas, el AMOVA vy los
filogramas, corroboran en una forma clara y cuantitativa el escenario de variacién
inferido a partir de la red de expansion minima. Tal variacion es consistente con los
resultados de otros autores (Bobadilla-Jiménez, 2007; Rosales, 2008) en el sentido
de que existen diferencias genéticas entre los ejemplares de dorado del norte y el
sur del Pacifico mexicano, y sugieren que las capturas de esta especie en el pais
estan incidiendo sobre al menos dos stocks, los cuales incluso podrian tratarse de

dos especies 0 subespecies.

7.5.3 Filogeografia.

El andlisis filogeografico de los datos generados en esta tesis debe tomar en cuenta
la distribucién geogréafica de los linajes detectados, las relaciones evolutivas entre
estos, Yy los escenarios evolutivos que pudieran explicar estos datos. Los primeros
dos aspectos fueron presentados y discutidos en las secciones anteriores, aqui
ambos serdn analizados de manera global junto con posibles escenarios evolutivos.
Las divergencias nucleotidicas entre los clados mas diferenciados son, en promedio,
de 3.2% para el par Cuenca del Atlantico — Cuenca del Pacifico; y de 15.2% para el
par lingje ChO1 — linaje Ch08. Una tasa mutacional para regiones codificantes del
ADNmt, la cual es comunmente usada para realizar calculos aproximados de
tiempos evolutivos, considera un 2% de sustituciones nucleotidicas por sitios

nucleotidicos analizados, por cada millén de afios (Brown et al., 1979). Con base en
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este reloj molecular, los tiempos de divergencia para los pares de clados
mencionados, expresados en millones de afos, serian de 1.6 (Atlantico — Pacifico) y
7.6 (linaje ChO1 — linaje Ch08). Estos tiempos caen dentro de un intervalo de fechas
geoldgicas correspondientes a eventos que han sido sefialados como causantes de

vicarianza en organismos marinos (Bowen et al., 2001; Wérheide et al., 2008):

1) Emergencia del fondo marino en el Istmo de Centroamérica hasta un punto en
que las aguas se volvieron someras, hace seis a siete millones de afos (Figura 18).
2) Enfriamiento del mar y disminucion en su nivel, debidos a glaciaciones que han
venido ocurriendo en forma ciclica desde hace aproximadamente 14 millones de
afios. Durante estos ciclos, las aguas frias y la plataforma continental expuesta han
formado barreras entre el Océano indico y el Pacifico (Figura 19), asi como entre el
Océano Atlantico y el indico, en el sur de Africa.

3) Surgimiento del sistema de surgencias de Benguela, en el sur de Africa, hace 2.0

a 2.4 millones de afios (Figura 20).

Estas coincidencias sugieren fuertemente que la diversidad genética mitocondrial
actual del dorado se ha originado, al menos en parte, como consecuencia de
aisalamientos vicariantes. Bajo un enfoque filogeografico, cualquier escenario
evolutivo debe tomar en cuenta todos los hechos hasta ahora expuestos, a saber: 1)
la diversidad de haplotipos y su distribucién geografica; 2) las relaciones evolutivas
entre los haplotipos detectados; 3) los clados identificados y sus distancias
genéticas; 4) los tiempos de divergencia entre los clados, estimados mediante un

reloj molecular. En este contexto, se plantea el siguiente escenario evolutivo:

a) Hace aproximadamente ocho millones de afios, el linaje ChO1 no existia, y el
Ch08 tenia una distribucion cosmopolita. Los organismos se desplazaban
libremente entre el Océano Atlantico y el Pacifico, a través del Istmo de
Centroamérica; entre el Pacifico y el indico, a través del norte de Australia y
de los mares que rodean a las islas y archipiélagos del sureste de Asia; y
entre el indico y el Atlantico, a través del sur de Africa.

b) Hace cinco a siete millones de afios, debido a la emergencia del suelo
marino en el Istmo de Centroamérica, y a enfriamiento y descenso en el nivel
del mar, poblaciones del linaje ChO8 quedaron aisladas en tres regiones: el

Pacifico, el indico, y el Atlantico.
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Figura 18. Istmo de Centroamérica a mediados del Mi  oceno (hace 15 a 16 millones) (A), finales
del Mioceno (hace 6 a 7 millones de afios) (B), y fi nales del Plioceno (hace aproximadamente 3
millones de afios) (C). Las lineas paralelas oblicua s representan masas de tierra emergentes; las
zonas punteadas sefialan aguas someras; las lineas p  aralelas horizontales representan aguas
oceanicas profundas (Tomado de Coates y Obando, 199  6).
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c)

d)

El aislamiento entre el Atlantico y el Pacifico ha perdurado, propiciando que
las poblaciones con menos posibilidad de contacto fueran las de estas
cuencas oceanicas. Esto coincide con el hecho de que, en la actualidad, la
divergencia genética mas alta se observa entre una poblacién del Pacifico, el
linaje Ch01, y una del Atlantico que pertenece al linaje Ch08. Esto también
sugiere que el linaje ChOl surgié en el Pacifico como consecuencia de
aislamiento vicariante, y que el linaje Ch08 reingresé a esta cuenca en
tiempos geoldgicos recientes.

Las otras dos barreras, es decir la que se formaba entre el Pacifico y el
indico, y la que aparecia entre el indico y el Atlantico, han desaparecido y se
han restablecido en forma ciclica debido a glaciaciones, y mas
recientemente, debido a la formacion del sistema de surgencias de Benguela.
Sin embargo, la divergencia genética tan alta entre el linaje Ch01 y el Ch08,
en comparacién con la divergencia del linaje Ch08 entre el Pacifico y el
Atlantico, sugiere que la barrera entre el Pacifico y el indico impidio el flujo de
organismos por un tiempo mas largo que la barrera entre el indico y el
Atlantico.

El aparente evento de especiacion que estaria representado por el linaje
ChOl1 podria haber seleccionado alguna caracteristica biolégica en esta
poblacion, como la fidelidad al sitio de desove o una preferencia por aguas
mas calidas, la cual estaria restringiendo su distribucion a latitudes mas bajas

del Pacifico Oriental.

El escenario propuesto plantea la influencia de por lo menos dos aislamientos

vicariantes en la historia evolutiva del dorado. El impacto de uno de estos

eventos habria sido suficientemente profundo como para dar lugar a la formacion

de una nueva especie 0 subespecie, con una distribucion mas meridional. La

evidencia genética para proponer a un nuevo grupo taxondémico dentro del

género Coryphaena es sumamente fuerte. Sin embargo, la definicién de especie

es un tema que genera bastante controversia, por lo cual se requeriria la

obtencioén de sustento adicional en este sentido.
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[ Deepwater (=200 m below current sea level)
Continental shelf exposed during low

sea level periods of glacial maxima
Current land surface

Figura 19. Region del Océano Indo-Pacifico durante e | Pleistoceno (Tomado de Brown y
Lomolino, 1998).

Figura 20. Mapa de corrientes e isotermas en el ext remo austral del continente africano. Las

flechas abiertas indican la direcciéon de los viento s alisios, y las solidas las corrientes. Las

zonas en verde representan el sistema de surgencias de Benguela, las cuales aparecen en el
inserto relacionadas con isobatas. AC, Corriente de Angola; AGC, Corriente de Agulhas; BCC,
Corriente Costera de Benguela; BOC, Corriente Ocean ica de Benguela; EUC, Subcorriente
Ecuatorial; SAC, Corriente del Atlantico Sur; SEC, Corri  ente Ecuatorial del Sur; SECC,
Contracorriente Ecuatorial del Sur. Asi como las surg encias que se dan en la Corriente de
Benguela (Tomado de Marlow et al., 2000).
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El escenario evolutivo plateado tomd en cuenta la coincidencia entre tiempos de
eventos geoldgicos conocidos y tiempos de divergencia genética basados en un reloj
molecular, la actual distribucién geografica de linajes, y las relaciones evolutivas
entre tales linajes. En conjunto, estas lineas de evidencia sugieren fuertemente que
el fendbmeno de vicarianza ha jugado un papel importante en moldear la actual
variacion genética del dorado, y esta tesis representa el primer reporte en este
ambito. En el contexto mas restringido de la genética poblacional, se detecté una
estructura genética clara dentro de la especie.

Los resultados de esta tesis son comparables con los de un analisis de RFLPs del
genoma mitocondrial de especies con historias de vida similares a la del dorado: el
marlin azul (Makaira nigricans), y el pez vela (Istiophorus platypterus) (Graves,
1998). En este trabajo, el Atlantico estuvo caracterizado por una alta diversidad,
debida principalmente a dos linajes mitocondriales, uno de los cuales solo apareci6
en el Pacifico. Este trabajo sugiere que el flujo de genes ocurre del Pacifico hacia el
Atlantico.

Estudios recientes sobre estructura genética de otras especies de peces marinos
con distribucion cosmopolita han demostrado que también existe conectividad entre
poblaciones del Pacifico y el Atlantico, y que esta se debe a migraciones a través de
la corriente de Agulhas, en el sur de Africa (Figura 19) (Gonzalez et al., 2008;
Brendtro et al., 2008).

Se han propuesto teorias para explicar escenarios de conectividad o aislamiento
entre poblaciones, como las de Heads (2005) quien identifica a la dispersion
fundadora y a la vicarianza como fuentes de diferenciacién, por una interrupcién o
suspension del movimiento de individuos y del flujo de genes. Este autor concluye
que la dispersion (o migracion), la cual incrementa el intervalo de distribucion, podria
alternar en tiempo con la ausencia de dispersion, lo cual permite que la vicarianza
tome su lugar. En la dispersion fundadora, la interrupcion es causada por “azar”. En
la vicarianza, la interrupcién es causada por un cambio geol6gico u otro factor
ambiental. Los dispersionistas generalmente han considerado que el Pleistoceno es
El tiempo durante el cual las modernas distribuciones y taxa se formaron. Graves y
McDowell (2003) mencionan que barreras de aguas frias que se formaron en el
pleistoceno, se han relajado en tiempos recientes, y lo sustentan con estudios sobre
especies cosmopolitas como es el caso de los picudos, en las que encontraron

haplotipos idénticos para el Atlantico y el Pacifico.
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8. Conclusiones.

A continuacién se presentan las conclusiones principales de esta tesis, agrupadas

segun su relacién con las hipétesis planteadas:

Hipdtesis No. 1: El andlisis de cit-b en dorado, mediante una técnica molecular
como PCR-RFLP, debe detectar polimorfismos que permitan estudiar su estructura

genética.

La hipdtesis fue aceptada debido a que se detectd variacion genética que hizo
posible los andlisis de estructura genética. Tal variacidbn se manifestd en diferentes
niveles:
0 Tres de las cuatro endonucleasas probadas generaron sitios de restriccién
polimorficos, a saber Alu | cuatro, Dde | dos, y Alw26 | cuatro.
o Los 10 sitios de restriccion anteriores dieron lugar a 14 haplotipos
compuestos.
0 Las relaciones evolutivas entre los haplotipos anteriores revelaron dos linajes

mitocondriales, el linaje Ch01 y el Ch08.

Hipotesis No. 2: Los haplotipos analizados deben detectar estructura genética, al

menos entre las Cuencas del Pacifico y el Atlantico.

La hipotesis si se cumpli6 pues se encontraron tres poblaciones altamente
diferenciadas. Las diferencias se encontraron no solamente entre el Pacifico y el
Atlantico, sino también dentro del Pacifico:

0 Todos las pruebas sefialaron la existencia de tres clados claramente
diferenciados: el linaje Ch01, y dos grupos de haplotipos del linaje Ch08.

o La distribucién del linaje ChOl1 aparentemente esta restringida al Pacifico,
concretamente al Golfo de Tehuantepec y posiblemente zonas mas
meridionales; y la del linaje Ch08 es circuntropical, con un grupo de
haplotipos caracteristico del Pacifico y otro del Atlantico.

o El Golfo de Tehuantepec aparece como una zona donde la distribucion de los
linajes ChO1 y Ch08 presenta un cambio drastico. La aparente ausencia de
traslapes en los limites de distribucién de los linajes podria estar influenciada
por factores como la alta variabilidad ocenografica en la zona de estudio; o

intrinsecos a la biologia de la especie, como comportamientos de retorno a
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sitios de alimentacién y resguardo, y la fidelidad al sitio de desove.

0 Se detectaron evidencias de conectividad entre las poblaciones de dorado
del Atlantico y el Pacifico. Estas estuvieron representadas por dos individuos:
uno del Atlantico que presentd un haplotipo caracteristico del Pacifico, y otro
del Pacifico que presentdé un haplotipo caracteristico del Atlantico. Tal
conectividad estaria ocurreindo a través de la corriente de Agulhas, en el sur

de Africa.

Hipotesis No. 3: El andlisis de los resultados bajo un enfoque filogeografico

permitiria inferir posibles escenarios para la evolucion del dorado.

La hipotesis fue aceptada debido a que se logré plantear un escenario que
compagino las conclusiones ya expuestas con la aplicacion de un reloj molecular, y
con los tiempos de eventos geoldgicos conocidos:

o La actual diversidad genética mitocondrial del dorado ha sido moldeada por
eventos evolutivos que parecen haber incluido al menos dos eventos de
aislamiento vicariante.

0 Los tiempos de divergencia entre clados se ajustan bien a la datacién de tres
eventos geoldgicos causantes de vicarianza en organismos marinos,
sugiriendo su participacion en la historia evolutiva de la especie. Estos
eventos son la emergencia del Istmo de Centroamérica durante finales del
Mioceno; enfriamiento del mar, y descenso en su nivel para formar un puente
de tierra entre Australia y el sureste asiatico, debido a glaciaciones ciclicas
desde finales del Mioceno hasta el Pleistoceno; y enfriamientos del mar en el
sur de Africa debidos a las mismas glaciaciones, culminando en tiempos
geoldgicos recientes con la formacién del sistema de surgencias de
Benguela.

o Los aislamientos vicariantes descritos propiciaron la diferenciacion de tres
clados: el linaje Ch01, que seria el méas reciente en la historia evolutiva del
dorado y que se habria originado en la cuenca del Pacifico; y dos variantes
del linaje Ch08, la mas ancestral que es caracteristica del Pacifico y la més
reciente que es caracteristica del Atlantico.

o Desde el punto de vista de la genética molecular, el linaje ChO1 presenta una
diferenciacion tan alta que lo sefiala como una posible nueva especie o

subespecie del género Coryphaena.
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Anexo.

Analisis de restriccion para las secuencias nucleot idicas analizadas

En cada secuencia, los pares de bases resaltados con colores sefalan sitios de
restriccion de las enzimas que revelaron polimorfismos, segun la clave siguiente:

Alu I: Dde I: Aw26 1: [l

Los tamafios (pb) de los fragmentos que se generarian se sefalan al pie de las
secuencias.

CLAVE DE REGISTRO: EF439513

t cccacaccat ct aacat €t cagcct gat gaaat t t cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ct t gacaggact ctt cct ggcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctcecgt cgeccat attt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggt cgaggcect gt act
at gggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgcctttgtaggttacgt cct acct t gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgctgtaccttacattggggacaccct cgt acaat gaatttggg
gaggcttctccgt agacaat gctact cttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@lllccacgagacagggt ctaacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaatt ccgttccacccat actt ct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgetctattcgccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccct cttgtt act ccgeccccacatt aa
accagaatgatatttcttatttgcctacgcaattctccgctcaattcctaacaagct agggg
gagtcttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccattcctccatacatcc
aat caccgaggccttacgttccgecct ccaacacaaat cctctt ctgagetttaatt gcaga
cgt act ggt cct cacat ggat t gggggact t cct gt t gaagccccattcgtcttcatt ggecc
aagtggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagctggctggeta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 602 + 118 + 126 + 24
Dde I: 19 + 339 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 531

CLAVE DE REGISTRO: EF439512

t cccacaccat ct aacat €t cagcct gat gaaat tt cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ctt gacaggact ctt cct ggcaat acact acacagcggacat t gccacggct
ttcccctccgt cgeccat at tt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgctaacggagcttcattcttctttatctgtgtttacttccacattggt cgaggect gt act
at gggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat t ggagt agttctcctcttacttcttata
ggtaccgccttt gt aggttacgt cct acct t gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatat ct gct gt acctt acat cggggacaccct cgtt caat ggattt ggg
gaggct t ct ccgt agacaat gct actcttacccgattcttcgecttccacttcctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@lccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaat t ccgtt ccacccat act t ct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgctctattcgeccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccct ctt gt t act ccgccccacatt aa
accagaatgatatttcttattcgcctacgcaattctccgctcaattcct aacaagct agggg
gagt cttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccattcctccatacatcce
aat caccgaggcctt acgttccgccct ccaacacaaat cct ctt €t gagetttaatt gcaga
cgt act ggt cct cacat ggat t gggggact t cct gtt gaagccccattcgt cttcatt ggcc
aagt ggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagct ggctggcta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 602 + 118 + 126 + 24
Dde I: 19 + 339 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 531
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CLAVE DE REGISTRO: DQ080245

t cccacaccat ct aacat €tcagcct gat gaaat t t cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ct t gacaggact ctt cct ggcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctcecgt cgeccat attt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggt cgaggcect gt act
at gggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgcctttgtaggttacgt cct acct t gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgctgtaccttacattggggacaccct cgt acaat gaatttggg
gaggcttctccgt agacaat gctact cttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@lccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaatt ccgttccacccat actt ct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgetctattcgccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccct cttgttact ccaccccacatt aa
accagaatgatatttcttattcgcctacgcaattctccgct caattcctaacaagct agggg
gagtcttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccgttcctccatacatcc
aaccaccgaggccttacgttccgecct ccaacacaaat cctctt ctgagetttaatt gcaga
cgt act ggt cct cacat ggat t gggggact t cct gt t gaagccccattcgtcttcatt ggece
aagtggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagctggctgacta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 602 + 118 + 126 + 24
Dde I: 19 + 339 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 531

CLAVE DE REGISTRO: DQ197936

t cccacaccat ct aacat €t cagcct gat gaaat tt cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ctt gacaggact ctt cct ggcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctccgtcgecccat attt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggtcgaggect gt act
at gggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgccttt gt aggttacgt cct acct t gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgctgtaccttacattggggacaccct cgt acaat gaatttggg
gaggctt ct ccgt agacaat gct actcttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@ilccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaat t ccgtt ccacccat act t ct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgctctattcgccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccct ctt gt t act ccaccccacatt aa
accagaatgatatttcttattcgcctacgcaattctccgct caattcct aacaagct agggg
gagt cttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccgttcctccatacatcc
aaccaccgaggccttacgttccgccct ccaacacaaat cct ctt €t gagetttaattgcaga
cgt act ggt cct cacat ggat t gggggact t cct gt t gaagccccatt cgt ctt catt ggcce
aagt ggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagct ggctgacta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 602 + 118 + 126 + 24
Dde I: 19 + 339 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 531

CLAVE DE REGISTRO: EF439196

t cccacaccat ct aacat €t cagcct gat gaaat t t cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ct t gacaggact ctt cct cgcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctcecgt cgeccat attt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggt cgaggcect gt act
acgggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgcctttgtaggttacgt cct acctt gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgctgtaccttacattggggacaccct cgt acaat gaatttgag
gaggcttctccgt agacaat gctact cttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@lccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaatt ccgttccacccat actt ct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgetctattcgccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccct ctt gtt act ccgeccccacat caa
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accagaatgatatttcttattcgcctacgcaattctccgct caattcctaacaaact agggg
gagtcttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccattcctccatacatcc
aat caccgaggccttacgttccgecct ccaacacaaat cctctt ctgagetttaatt gcaga
t gt act ggt cct cacat ggat t gggggact t cct gt t gaagccccattcgtcttcatt ggec
aagt ggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagct ggctgacta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 720+ 126 + 24
Dde I: 19 + 339 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 531

CLAVE DE REGISTRO: AY050761

t cccacaccat ct aacat €t cagcct gat gaaat t t cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ct t gacaggact ctt cct cgcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctccgt cgeccat attt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggt cgaggcect gt act
acgggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgccttt gtaggttacgt cct acctt gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgctgtaccttacattggggacaccct cgt acaat gaatttgag
gaggcttctccgt agacaat gctact cttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@lccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaatt ccgttccacccat actt ct cat acaaag
acattcttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgetctattcgccccaaac
gl@ct cggagacccagat aact t cacccct gct aaccct ctt gtt act ccgeccccacat caa
accagaatgatatttcttattcgcctacgcaattctccgct caattcctaacaaact agggg
gagtcttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccattcctccatacatcc
aat caccgaggccttacgttccgecct ccaacacaaat ccttttctgagetttaatt gcaga
t gt act ggt cct cacat ggat t ggaggact t cct gt t gaagccccattcgtcttcattggece
aagtggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagctggctgacta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 720+ 126 + 24
Dde I: 19 + 339 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 148 + 383

CLAVE DE REGISTRO: AY050762

t cccacaccat ct aacat ct cggcct gat gaaat tt cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ctt gacaggact ctt cct cgcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctccgtcgecccat attt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggt cgaggect gt act
at ggat cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgccttt gt aggttacgt cct acct t gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgctgtaccttacattggggacaccct cgt acaat gaatttgag
gaggct t ct ccgt agacaat gct actcttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@ilccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaat t ccgtt ccacccat act t ct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgtcttcctttcatcaattgctctattcgccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccct ctt gt t act ccgccccacatt aa
accagaatggtatttcttattcgcctacgcaattctccgctcaattcct aacaaact agggg
gagt cttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccattcctccatacatcc
aat caccgaggccttacgttccgccct ccaacacaaat cct ctt €t gagetttaattgcaga
t gt act ggt cct cacat ggat t gggggactt cct gt t gaagccccattcgt cttcatt ggcc
aagt ggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagct ggctgacta
gaaaacat ggcct

Alu I: 197 + 720 + 126 + 24
Dde I: 358 + 453 + 102 + 87 + 67
Alw 26 [: 536 + 531

68



CLAVE DE REGISTRO: AM265579

t cccacaccat ct aacat €t cagcct gat gaaat tt cggct cact cct gggaatttgtcttc
t cacccaaat ctt gacaggact ctt cct cgcaat acact acacagcagacat t gccacggct
ttcccctccgt cgeccat at tt gccgggat gt aaact acggat gact aat ccgt aacct aca
tgct aacggagcttcattcttctttatctgtgtctacttccacattggtcgaggect gt act
at gggt cct acct at acaaggaaacct gaaacat cggagt agttctcctcttacttcttata
ggt accgccttt gt aggttacgt cct acct t gaggacaaat at cat t etlgaggggcaacagt
cattaccaaccttatatctgct gt accttacattggggacaccct cgt acaat gaattt gag
gaggct t ct ccgt agacaat gct actcttacccgattcttcgecattccactttctccttccg
tttgtcattctagcaaccactttagtgcacctcttattc@lccacgagacagggt ct aacaa
ccccact ggat t aaact ct gact ct gacaaaat t ccgtt ccacccat atttct cat acaaag
acatccttggctttacagttctctttgttttcctttcatcaattgctctattcgccccaaac
gt gct cggagat ccagat aact t cacccct gct aaccctctt gt t act ccgccccacatt aa
accagaatggtatttcttattcgcctacgcaattctccgct caattcct aacaaact agggg
gagt cttagcacttcttttctctatcctgatccttataattgttccattcctccatacatcc
aat caccgaggccttacgttccgccct ccaacacaaat cct ctt €t gagetttaattgcaga
t gt act ggt cct cacat ggat t gggggactt cct gt t gaagccccattcgt cttcattggcc
aagt ggcctcagtaatttactttgcactgttcctagtatttattccactagct ggctgacta
gaaaacat ggcct
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