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RESUMEN

Lyropecten (Nodipecten) subnodosus (Sowerby, 1835), es uno de los
pectinidos mas atractivos y mas grandes, de la zona tropical occidental de
América. Para esta especie, existe una pesqueria bien desarrollada en la
Reserva de Vizcaino, B.C., México y debido a su potencial econémico,
instituciones diversas han intentado su cultivo. Asimismo, el taxa al que
pertenece esta especie presenta una discutible ubicaciéon taxonoémica. Con
objeto de generar informacion que apoye su cultivo y que establezca una base
para evitar la inexactitud taxonémica prevaleciente, se realizo el presente
estudio. El analisis biogeografico requirié revisar la bibliografia relacionada con
la taxonomia, ecologia, cultivo, areas de distribucion geografica y
paleodistribucion del taxa que integra a esta especie, desde 1800 hasta el
2001. Para efectuar el analisis genético, se recolectaron ejemplares de tres
localidades del limite de distribucién mas septentrional de N. subnodosus y de
la localidad Isla Lobos de Tierra, Peru, de N. arthriticus. Estas poblaciones, se
analizaron empleando 33 loci pertenecientes a 23 sistemas enzimaticos. En el
analisis morfométrico, se emplearon las valvas de los organismos de las cuatro
poblaciones examinadas en el analisis genético y se integré una mas de L.
nodosus. A éstas, se les registrd un total de 17 caracteres y mediante el
Analisis de Componentes Principales (ACP) se establecieron relaciones
morfométricas intra e interespecificas. Se construyeron Funciones Empiricas
Ortogonales (FEO) basadas en el ACP, para recrear los prototipos digitales
morfométricos de las poblaciones. El analisis Biogeografico-Historico indica
que N. subnodosus data del Mioceno, su origen es caribefio y es endémica de
las costas del Pacifico Oriental. Su Paleodistribucién sugiere que es una
especie de aguas templado-célidas, mas que de tropicales. El analisis
Biogeografico-Ecolégico, considera que sus limites de distribucion actuales,
estan determinados por las corrientes que transportan aguas templado-frias.
Su distribucién batimétrica en aguas tropicales, sugiere que es de aguas
templado-calidas, cuya dispersion hacia latitudes ecuatoriales es facilitada por
la profundidad o por algin proceso biético, que provoca su desplazamiento
hacia aguas profundas. El andlisis genético, mostr el desequilibrio
significativo, con respecto al modelo de Hardy-Weinberg, en el que se
encuentran las poblaciones de N. subnodosus y de N. arthriticus. Estas,
mostraron deficiencia de heterocigotos y una variabilidad genética baja, similar
a la registrada para otros bivalvos marinos. Para estas especies, se
identificaron patrones caracteristicos en las frecuencias alélicas de los loci
polimoérficos, los cuales son propuestos como marcadores genéticos de valor
taxondmico. Los estadisticos F de Wright sugieren que N. subnodosus
presenta endogamia, flujo génico moderado y heterogéneo, lo que se refleja
en la ausencia de una estructura genética. El analisis morfométrico, distinguio
a las poblaciones de N. subnodosus de la de N. arthriticus e identifico, la



relaciéon especifica que provoca su separacion. Los prototipos digitales de las
poblaciones, identificaron diferencias intraespecificas en N. subnodosus e
interespecificas entre N. subnodosus, N. arthriticus y L. nodosus. La dispersion
de los prototipos, a lo largo del eje correspondiente al componente |, genera un
patrén, el cual sugiere la presencia de distancias entre centroides, que
permiten diferenciar entre poblaciones de una especie y entre especies,
simpatricas y alopatricas, cercanas flogenéticamente. La presencia de
inexactitud taxondmica, derivada de la variacion intraespecifica de especies
que presentan una amplia area de distribucion geografica, pone de manifiesto
la necesidad de aplicar analisis integrales, como el presente, en el que tres
enfoques diferentes convergen en cuanto a la informacion que proporcionan.
Esta investigacion, apoya consistenteimente la clasificacion de Keen (1971) y
Abbott (1974), en la cual se establece que Nodipecten y Lyropecten son
subgéneros del género Lyropecten.

Palabras clave: Nodipecten subnodosus, Biogeografia, Genética, Morfometria,
prototipos digitales, pectinidos.
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ABSTRACT

Lyropecten (Nodipecten) subnodosus (Sowerby, 1835) is an economically
important pectinid from the tropical East of America. It is considered as the
biggest member of the genus, which, is, in fact, under discussion in regard to
its taxonomic position. This study aims to yield ultimate information where the
culture activities of the species can rest on, as well as to try to clarify the
taxonomic inaccuracy detected. In order to achieve these goals in this study,
biogeographic, genetic and morphometric analysis of this species in the
Tropical East Pacific were performed. Biogeographic analysis were based on a
bibliographic review, from 1800 to 2001, consisting in subjects such as
taxonomy, ecology, culture, geographic distribution and paleo-distribution of the
taxa whom this species pertains. Genetic analysis was performed on
specimens from three localities at the N. subnodosus northern distribution limit.
N. arthriticus was sampled only in one locality: Lobos de Tierra Island, Peru.
Genetic parameters were estimated using 33 loci from 23 enzymatic systems.
Morphometric analysis was based in measures taken from valves of the
organisms examined for the genetic analysis, plus a sample from L. nodosus.
To establish the within and among specific morphometric relationships, 17
characters were recorded and a Principal Component Analysis (PCA) was
applied. To develop the morphometric digital prototypes from populations, an
Orthogonal Empiric Functions (OEF) was constructed based on PCA.
Biogeographic-Historic analysis suggested the origin of N. subnodosus in the
Caribbean Sea, during the Miocene, being endemic in the East Pacific.
Paleodistribution suggests template-warm waters affinity, more than tropical,
for the species. Biogeographic-Ecologic analysis considered its present
distribution limits defined by the temperate-cold water currents. However, it is
present in Tropical latitudes but exclusively at depths where warm-temperate
water prevails. This behavior may be acquired by a biological process shift in
the species. Genetic analysis showed that the analyzed population is in
disequilibrium respect to the Hardy-Weinberg model. N. subnodosus and N.
arthriticus showed heterozygote deficiencies and low genetic variability, a result
that resembles other marine bivalves. Both species depicted a characteristic
pattern of allelic frequencies in polymorphic loci. This pattern is suggested to be
used as genetic marker of taxonomic value. The F Wright statistics suggested
that N. subnodosus is inbred and shows moderate-heterogeneous genetic flow,
which accounts for the lack of population structure. Morphometric analyses
defined differences between N. subnodosus and N. arthriticus populations.
Likewise, they identified the specific relationship which promotes the disruption.
Digital prototypes for N. subnodosus defined intraspecific differences, as well
as interspecific differences between N. subnodosus, N. arthriticus and L.
nodosus. Using distances between centroids, the prototypes dispersion along
the component | axe, generated a pattern which suggested differences



between populations of a species and between species phylogenetically
closed. The existence of taxonomic inaccuracy given by the intraspecific
variation of species with wide geographical distribution makes evident the
necessity to apply integral studies like this one, in which three different focuses
converge in the same objective. The present study support consistently the
Keen (1971) and Abbott (1974) classification, in which Nodipecten and

Lyropecten are subgenus from Lyropecten.

Key words: Nodipecten subnodosus, Biogeography, Genetics, Morphometry,
digital prototypes, pectinids.
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INTRODUCCION

Los pectinidos son un grupo de moluscos que soportan importantes pesquerias
en el mundo (Reyes-Sosa, 1990; Lobos et al., 1994, Freites et al., 1995; Farias
et al., 1997; Lombeida, 1999). Su importancia econémica radica en la venta del
musculo aductor y en la posibilidad de obtener mediante cultivo, larvas y
reproductores durante todo el afio. Su tasa de crecimiento es alta durante el
primer afio de vida, aunque puede variar dentro de una misma especie
dependiendo de la disponibilidad de alimento, las corrientes marinas o la

temperatura del agua (Mottet, 1978; Acosta y Roman, 1994).

En el mercado mundial, los pectinidos representan mas de un millon de
toneladas en peso fresco (Félix-Pico, 1993). Algunas de las especies que se
explotan comercialmente son: Patinopecten yessoensis en Japon (Imai, 1978),
Pecten maximus en Espafia (Roman y Pérez, 1976), Argopecten irradians en
Estados Unidos y China (FAO, 1990; Castagna, 1975), Argopecten gibbus en
Estados Unidos (Costello et al., 1973), Placopecten magellanicus en Canada
(FAO, 1990), Chlamys purpurata en Chile y Perd (Disalvo et al., 1984) y

Chlamys asperrimus en Tasmania (Rose y Dix, 1984).

En el Pacifico Mexicano, de aproximadamente 28 especies de pectinidos, solo

Pecten vogdesi, Argopecten circularis y Nodipecten subnodosus, son de



importancia comercial (Reyes-Sosa, 1990; CYTED, 1999). Estas especies
habian sido extraidas para consumo local en la costa occidental del Golfo de
California hasta hace dos décadas, cuando su extraccion se convirti6 en una
actividad comercial de mayor escala (Chavez-Villalba y Caceres-Martinez, 1992;
Caceres-Martinez et al, 1993). Con el incremento en la actividad pesquera,
algunos de los bancos naturales de estas especies se extinguieron localmente y
otros disminuyeron su tamafio drasticamente (Baqueiro et al., 1981; Chavez-
Villalba y Caceres-Martinez, 1992; Caceres-Martinez et al., 1993; CYTED,

1999).

Debido a las circunstancias particulares que rodean la pesqueria de P. vogdesi,
A. circularis y N. subnodosus, en afios recientes se han realizado estudios sobre
nuevas técnicas acuiculturales que estan basadas en la produccion de larvas y
juveniles, principalmente para A. circularis y recientemente en N. subnodosus
(Alfonsi y Pérez, 1998; Lodeiros et al., 1998; CYTED, 1999). El objetivo de estos
estudios es evitar las graves consecuencias ecoldgicas, econémicas y sociales
derivadas de la extraccion irracional de este recurso (Mottet, 1978; Baqueiro et

-

al., 1981; Reyes, 1986).



Sinopsis Biolégica de Nodipecten subnodosus

Nodipecten subnodosus (Sowerby, 1835), es uno de los pectinidos mas
atractivos de la zona tropical occidental de América y de los mas grandes que
existen. Alcanza una longitud de 175 mm y un diametro de 75 mm (Keen, 1971).
Para esta especie, existe una pesqueria bien desarrollada en la Reserva de
Vizcaino, B.C., México. Instituciones, publicas y privadas, han intentado su
cultivo (Chavez-Villalba y Caceres-Martinez, 1992; Céaceres-Martinez et al.,
1993); entre éstas, se encuentran las experiencias realizadas por el Instituto de

Investigaciones Oceanolégicas de la UABC.

Esta especie presenta una discutible ubicaciéon taxonémica. De acuerdo con
Abbot (1974) y Andrews (1992), pertenece al género Lyropecten, subgénero
Nodipecten. Este subgénero se caracteriza por agrupar organismos que
presentan conchas pesadas con grandes costillas radiadas. Recientemente
Marshall (1995), elevé al subgénero Nodipecten en el ambito de género y
provoco que las especies que antes integraban al género Lyropecten ahora se
encuentren en géneros diferentes. Su ubicac;ién taxondmica siguiendo el criterio
de Smith (1991), Marshall (1995) y Coan et al. (2000), se presenta a

continuacion:



Filum Mollusca
Clase Bivalvia
Subclase Lamellibranchiata
Orden Anisomyaria
Suaper familia Pectinacea
Familia Pectinidae

Género Nodipecten
Especie subnodosus

Con objeto de evitar confusiones respecto a la ubicacion taxondmica de N.
subnodosus, debido a que en la literatura se emplean sindnimos diferentes
dependiendo del autor que la cite, en este trabajo se empleara el criterio de
Smith (1991), Marshall (1995) y Coan et al. (2000) para referirse a esta especie.
Ejemplos de los sindnimos que se aplican a esta especie se encuentran en
Abbott (1970), Keen (1971), Abbott (1974), Abbott (1978), Andrews (1992),

Marshall (1995) y Hutsell (1998).

La especie N. subnodosus presenta una gama de colores en la concha, que van
del morado al blanco, asi como lineas purpura o sombras brillantes de color
naranja o magenta (Keen, 1971). Presenta de 10 a 11 costillas muy conspicuas
en las valvas, algunas de éstas con grandes nodulos (Keen, 1971; Abbott,
1974). Se distribuye desde la Laguna Ojo de Liebre, B. C., México, hasta Peru
(Keen, 1971), en fondos blandos y someros, hasta una profundidad de 15 m

(Bernard, 1988; Félix-Pico, 1993).



En cuanto a su estructura intema, N. subnodosus presenta bien diferenciados el
musculo aductor, la glandula digestiva, las branquias y las gonadas. Estas
Gltimas, en la mayoria de los bivalvos son estructuras pareadas, pero al madurar
se fusionan en una sola masa, tal y como se observa en esta especie (Fig. 1).
En los pectinidos y en particular para N. subnodosus, esta masa es
independiente y bien diferenciada del resto de los érganos, siendo la seccion
masculina de color crema y la femenina de color naranja brillante (Fig. 1)

(Carvajal-Rascon, 1987, Ortiz-Cuel, 1994).

paipos "”“‘f’\  glindula digestna

T ano

kranguia

Fig. 1. Algunas estructuras internas de N. subnodosus (vista desde el lado
izquierdo ).

Los gonoductos en los pectinidos son pareados, simples, cortos y se abren
dentro de los nefridios o en la cavidad del manto cerca de los nefridios. La

gametogénesis es relativamente continua o puede ocurrir en ciclos estacionales



con periodos de descanso, durante los cuales los gametos no liberados son
reabsorbidos (Ortiz-Cuel, 1994). La liberacion de gametos responde a los
cambios estacionales de la temperatura del agua, la presencia de alimento o la
presencia de esperma u Ovulos conespecificos (Ortiz-Cuel, 1994; Velasco-

Blanco, 1997).

Debido a que, la liberacion de gametos es parcial en N. subnodosus, los
organismos realizan varios desoves en lapsos cortos y alternados. Por presentar
alternancia en la expulsion de los gametos y debido a que algunos no son
expulsados de los gonoductos, la autofecundacion esta presente en esta
especie hermafrodita (Carvajal-Rascon, 1987; Ortiz-Cuel, 1994, Velasco-Blanco,

1997).

En condiciones de laboratorio, el acondicionamiento de adultos para alcanzar la
madurez sexual, se logra en ocho semanas, dependiendo de la condicion
gonadal inicial del reproductor (Castagna, 1975; Carvajal-Rascon, 1987). La
induccion al desove, en organismos maduros sexualmente, se realiza mediante
cambios bruscos de temperatura y adicion de gametos. La induccion tiene éxito,
cuando los reproductores estan saludables y bien alimentados (Castagna y

Duggan, 1971; Carvajal-Rascon, 1987).



El desarrollo embrionario se inicia con la formacién de un cuerpo polar, a
temperaturas cercanas a los 26° C (Carvajal-Rascon, 1987) y es similar al del
resto de los pectinidos (Disalvo et al., 1984). La tasa de crecimiento larvaria es
de 7.55 um/dia. La larva trocéfora, se observa a las 19 horas, la larva veliger "D"
a las 43 horas, la veliger umbonada a los 10 dias y el estadio pediveliger a los
28 dias. La tasa de crecimiento de juveniles, es de 8.6 mm mes’' y la actividad
reproductora se inicia, a partir de los 60 mm de largo y 80 g de peso (Carvajal-
Rascon, 1987). La densidad poblacional no es un factor que afecte
significativamente el crecimiento larvario o la sobrevivencia, pero si la
temperatura y la racion alimenticia (Ortiz-Cuel, 1994: Velasco-Blanco, 1997;

Lodeiros et al., 1998).

Distribucion Geografica

La distribucién geografica de las especies se considera el resultado de un
proceso, que puede ser observado a diferentes escalas espaciales y que implica
variaciones en la densidad de las poblaciones (Alcock, 1979; Slatkin, 1987:
Kolasa y Pickett, 1991). Los elementos que integran este proceso y que
modifican los limites de distribucién geografica de las especies, son la
colonizacion o expansion de las poblaciones hacia nuevas areas y la extinciéon o
eliminacion de las poblaciones del total o parte del area de distribucion (Pielou,

1979).



La area de distribucion de una especie, estd determinada por una serie de
eventos historicos, donde estan presentes las barreras biogeograficas (Alcock,
1979). Estas barreras, pueden ser muy conspicuas o poco evidentes y pueden
influir en la dispersion de las especies. De acuerdo con lo anterior, el area que
ocupa una especie, estd determinada por el sitio donde probablemente se
origind, asi como por el tipo y la escala de las barreras que encontré al
dispersarse. Debido a que las especies son originadas en tiempos diferentes y
que las barreras aparecen y desaparecen, las combinaciones posibles para el

principio teérico descrito, son numerosas (Slatkin, 1987).

Por esta razon, es dificil determinar con exactitud los limites distribucionales de
una especie o intentar explicar la razén por la que, se distribuye en una area
particular (Pielou, 1979). Esta dificultad radica, en identificar los mecanismos
mediante los cuales los factores ambientales (corrientes marinas, temperatura,
etc.) y las interacciones bidticas (competencia, depredacion, simbiosis, etc.),
afectan los procesos de crecimiento y colonizacion de las poblaciones (Brown y
Gibson, 1983; Myers y Giller, 1988; Myers y Giller, 1990).

A escala local, es posible identificar como los procesos ecologicos ejercen
influencia sobre los limites de distribucion de las poblaciones. Su efecto se
observa en el nacimiento, la supervivencia y la dispersion de los individuos que

las componen (Mcarthur, 1972; Slatkin, 1987; Myers y Giller, 1988; Rosen, 1988;



Myers y Giller, 1990). La magnitud de estos procesos, depende del habitat que
ocupan las poblaciones dentro del rea geogréafica de distribucion (Slatkin, 1987,

Rosen, 1988).

Poco se ha investigado sobre la distribucion geografica de los pectinidos y sobre
los procesos que afectan los limites de distribucion de sus poblaciones. De los
trabajos realizados, destacan los de Bricelj et al. (1987), Garcia-Esquivel y
Bricelj (1993), Barbeau y Scheibling (1994), Barbeau et al. (1994), Krause et al.
(1994), Stokesbury y Himmelmann (1995), Arsenault y Himmelman (1996),
Wilbur y Gaffney (1997). Ninguno de éstos, tiene por objeto de estudio a N.
subnodosus, ni explica por qué poblaciones ubicadas en diferentes latitudes,
presentan diferencias en los caracteres morfométricos y tasas de crecimiento

(Garcia-Pamanes F., com. pers.)".

Variacion Genética

La estimacion de la variacion genética, a partir de informacion de las proteinas,
se basa en evaluaciones de la heterogeneidad de los productos de los genes
estructurales de las poblaciones (Selander, 1980, Pasteur et al., 1988; Liu y

Chiu, 1998). El polimorfismo que presentan las proteinas presumiblemente es el

' Garcia-Pamanes, Ferando, Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas,
Universidad Autonoma de Baja California, Ensenada, B.C., México.
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resultado del balance entre los procesos de mutacion, migracion, deriva genica y
seleccion natural, cuando operan sobre poblaciones, que se encuentran en
ambientes temporal o espacialmente variables (Ayala, 1980; Nelson vy

Hedgecock, 1980; Valentine, 1980; Burton, 1983).

La variacion latitudinal en los caracteres fenotipicos de una especie, no siempre
presenta un valor adaptativo en las poblaciones y ésta, se percibe como
respuesta a un factor ambiental, pero sin influir en la supervivencia de los
individuos. Cuando esta variacion da lugar a adaptaciones, se considera como
respuesta a los ambientes locales presentes a lo largo de una clina (Ayala,
1980). En este sentido, la variabilidad genética es probable que sea el producto
de la reaccion de las poblaciones, ante los cambios ambientales y puede
conducirles eventualmente hacia la adaptacion (Dobzhansky et al., 1980;
Gosling, 1994). Cuando una poblacion u organismo se adapta, su eficacia
biolégica se encuentra determinada por la interaccion sinérgica entre los

fenotipos que la integran y el medio que les rodea (Pianka, 1982; Gosling, 1994).

La variabilidad genética de una poblacion, es descrita al detectar y enumerar las
variantes alélicas a partir de una muestra al azar del genoma, donde los genes
son asignados a clases discretas y distinguibles del fenotipo (Lewontin, 1974).
Esta variabilidad puede ser examinada a través de diversas fuentes, entre ellas

las proteinas. El término alozima se emplea para designar a las diferentes



1"

formas de una enzima codificadas por alelos diferentes del mismo locus génico
(Zouros, 1975; de la Rosa-Vélez, 1986). Caracterizar la estructura genética de
varias poblaciones de una especie, en el ambito geografico de su distribucion,
permite establecer su nivel de variabilidad genética e inferir aspectos bioldgicos

y evolutivos basicos de la misma (Ayala, 1983a; 1983b).

La informacion que existe sobre la estructura y la variabilidad genética de
pectinidos es escasa. Algunos de los trabajos realizados son los de Beaumont et
al. (1985), Beaumont (1986) y Wilding et al. (1998), con Pecten maximus: los de
Volckaert y Zouros (1989), Patwary et al. (1994), Pogson y Zouros (1994), Jones
et al. (1996), Gjetvaj et al. (1997) y Herbinger et al. (1998), con Placopecten
magellanicus; el de Coronado et al. (1991), con Pecten ziczac y Lyropecten
nodosa; el de Kenchington et al. (1993), con Placopecten magellanicus vy
Chlamys islandica; los de Lewis y Torpe (1994) e Insua et al. (1998), con
Aequipecten opercularis; el de Krause et al. (1994), con Argopecten gibbus; el
de Krause y Bricelj (1995), con Argopecten irradians; el de Blake y Graves
(1995), con Argopecten irradians y Argopecten gibbus; el de Lodeiros et al.
(1996), con Eulova ziczac, y el de Wilbur et al. (1997), con Patinopecten
yessoensis. De éstos, el de Beaumont ef al. (1985), Beaumont (1986), Volckaert
y Zouros (1989), Coronado et al. (1991), Lewis y Torpe (1994), Krause et al.

(1994), Pogson y Zouros (1994) y Wilding et al. (1998), utilizan las alozimas
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como técnica de analisis, aunque ninguno tiene como objeto de estudio a N.

subnodosus.

Variacion Morfométrica

La caracterizacion genética de especies, con morfologia susceptible de variacion
geografica, presenta una particular significancia, sobre todo, si su estatus
taxonémico se fundamenta basicamente en los caracteres morfologicos (Wilbur
y Gaffney, 1997; de Queiroz, 2000). La morfologia puede ser una herramienta
taxonoémica util y objetiva para estas especies, siempre y cuando, su descripcion
no esté basada unicamente en ésta. De estar asi basada, puede producir
confusiéon, debido a que varios taxa despliegan una morfologia variable o

convergente (Avise, 1980; Wilbur y Gaffney, 1997).

El estudio de la variacion morfolégica a escala geografica local, dentro y entre
las poblaciones de una misma especie, o0 aun a escala regional, entre especies
muy cercanas filogenéticamente, tiene importancia taxonémica y evolutiva
(Johannesson et al., 1993). Separar el efecto de la inducciébn ambiental del
control genético, puede ser uno de los problemas mas dificiles de resolver en el
analisis de la variacion geografica, particularmente cuando patrones de
variacion, estan correlacionados con variables ambientales (Thorpe, 1976; de

Queiroz, 2000).
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N. subnodosus es una especie morfolégicamente similar a otras especies del
género Lyropecten y Nodipecten, cuyas poblaciones, que la integran a lo largo
de su area de distribucion, muestran variacion morfologica (Garcia-Pamanes F .,
com. pers.)’. Como se menciond en el parrafo anterior, la taxonémica clésica
presenta limitacion para ubicar a este tipo de especies. Esta limitacién puede ser
superada, si se emplean otros metodos para diagnosticar su presencia, entre
éstos, evaluar el mayor numero de caracteres morfolégicos medibles y aplicar un
analisis cuantitativo exhaustivo (Thorpe, 1976; James y McCulloch, 1990; de

Queiroz, 2000).

De acuerdo con la sinopsis biologica de N. subnodosus, recientemente se dieron
cambios en la ubicacion taxonémica de esta especie. Aun cuando la nueva
ubicacion taxonémica, indica que Lyropecten y Nodipecten son géneros, las
diferencias entre especies y los actualmente géneros, radican en la presencia de
costillas, en el numero de éstas y en el arreglo nodular. Por ejemplo, L. nodosus
y N. subnodosus se diferencian porque, la primera presenta una costilla mas que
la segunda y porque las pequefas costillas son mucho mas pronunciadas en L.
nodosus que en N. subnodosus (Keen, 1971; Abbot, 1974; Morris, 1975; Broom,
1976, Smith, 1991; Andrews, 1992). Otro ejemplo se encuentra en N. arthriticus ,

cuya diferencia con respecto a N. subnodosus, es presentar de una a dos

* Garcia-Pamanes Fernando, Instituto de Investigaciones Oceanolégicas,
Universidad Autonoma de Baja California, Ensenada, B.C., México.
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costillas mas y un arreglo nodular exclusivo de la valva derecha, el cual en
ocasiones, no esta presente (Keen, 1971; Abbot, 1974; Broom, 1976; Smith,

1991; Hutsell, 1998; Coan et al., 2000).

Al parecer, desde el punto de vista morfolégico convencional, no hay gran
problema para la separacion entre especies, aunque, los rasgos o
caracteristicas morfologicas de los especimenes empleados por Keen (1971),
para realizar la descripcion taxonémica de N. subnodosus, no son de gran
utilidad (Correa-Sandoval A., com. pers.)’. Asi, las limitaciones de la taxonomia
clasica (Simpson, 1961), son evidenciadas porque los especimenes empleados
para la descripcion, presentan caracteres no bien definidos y porque existen
variaciones en el patron morfolégico dentro de una misma especie (Krause et al.,

1994).

En este ambiente de inexactitud, es importante aplicar analisis morfométricos,
donde se dé un exhaustivo tratamiento a los datos cuantitativos, a la par que se
emplean otros examenes, para despejar las dudas existentes sobre la variacion
intra e interespecifica. Algunos ejemplos de analisis morfométricos donde se
pretende evitar la variacion intraespecifica y el sesgo producido por el tamano y

la forma de los individuos, se encuentran en Struhsaker (1968), Newkirk y Doyle

' Correa-Sandoval Alfonso, Instituto Tecnoldgico de Ciudad Victoria, Ciudad
Victoria, Tamps., México.
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(1975), Janson y Sundberg (1983), Kabat (1985), Johannesson et al. (1993),
Boulding y Hay (1993), Krause et al. (1994), Mcshane et al. (1994) y Wilbur y
Gaffney (1997). De éstos, aquellos que estudian a pectinidos son Villalaz (1994);
Krause et al. (1994) y Wilbur y Gaffney (1997), pero ninguno examina a N.

subnodosus.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La especie N. subnodosus, presenta una distribucion geografica que comprende
latitudes templado-calidas del Pacifico Nororiental y Suroriental, asi como,
tropicales del Pacifico Oriental. Los organismos de mayor tamaiio, se distribuyen
a 10 m de profundidad en el limite mas septentrional (Garcia-Pamanes, F. com.
pers)' y los de latitudes ecuatoriales, presentan un tamafo menor,
distribuyendose a una profundidad mayor a los 40 m (L6pez Pérez, A. com.
pers.)®. Lo anterior sugiere, la presencia de poblaciones locales diferenciadas, a
lo largo del area geografica de distribucion de N. subnodosus, situacion que no
ha sido registrada en la literatura existente. Asimismo, es posible que esta
especie descrita como tropical, sea probablemente de aguas templado calidas
pero que su incursion en latitudes tropicales es facilitada por la profundidad.

Ambas situaciones representan un problema biogeografico a despejar.

‘ Garcia-Pamanes, Fernando, Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas,
Universidad Auténoma de Baja California, Ensenada, B.C., México.
% Lopez-Pérez, Andrés, Universidad del Mar, Puerto Angel, Oax. México.
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Aunado al problema biogeografico, se encuentra el componente genético, al
requerirse de evidencia que demuestre, la presencia de estructura genética en
N. subnodosus, sugerida por la variaciéon intraespecifica observada para esta
especie. Asimismo, al considerar la problematica taxonémica que prevalece para
este grupo, el analisis genético permitira realizar una aproximacion, respecto a la
relacion que mantienen las especies que integran al género Nodipecten, entre
estas N. subnodosus y N. arthriticus. Por otro lado, al considerar que N.
subnodosus se extrae comercialmente desde hace dos décadas y que existe
interés de establecer su cultivo, describir su variabilidad genética, brindara

elementos para dar un manejo mas adecuado a este recurso.

Ligado al problema genético, se encuentra el examinar las relaciones
morfométricas, entre las especies y las poblaciones de los géneros Nodipecten y
Lyropecten. Tal es el caso, de N. subnodosus, N. arthriticus y L. nodosus.
Comparar los resultados genéticos y morfométricos, sobre una base
biogeografica, despejara dudas importantes respecto a la incertidumbre
taxonomica y la variabilidad morfolégica intra e interespecifica, que presentan
los pectinidos de importancia comercial en América, en particular para N.

subnodosus.

La presente investigacion pretende realizar un analisis biogeografico-ecoldgico

de los géneros Nodipecten y Lyropecten para las costas de Ameérica. Obtenida la



17

informacion referente a la distribucion geogréfica de las especies que integran a
estos géneros, se analizara la estructura genética de tres poblaciones de N.
subnodosus procedentes del limite mas septentrional de su area de distribucion
y de una poblacion de N. arthriticus procedente de la Isla Lobos de Tierra, Pert,
sitio ubicado en el limite sur del area de distribucion de esta especie.
Complementariamente, se aplicard un analisis biométrico, que intentara
establecer las relaciones morfométricas entre las poblaciones de N. subnodosus
y entre esta especie, con las poblaciones de N. arthriticus y L. nodosus,

especies cercanas filogenéticamente.

La informacion obtenida por los analisis biogeografico, genético y morfométrico,
aportarda nuevos elementos sobre la biologia de N. subnodosus, ademas
presentara algunas aproximaciones, sobre los procesos que han configurado su
distribucion actual. Por otro lado, identificara los posibles nexos filogenéticos de
esta especie con N. arthriticus y L. nodosus, aportando informacién que sera util
tanto para los laboratorios, donde se pretende cultivar a N. subnodosus, como
para las cooperativas pesqueras, que actualmente explotan las poblaciones de

esta especie en la Reserva de Vizcaino, Baja California Sur, México.
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OBJETIVOS

En el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos

e Realizar el analisis biogeografico-ecologico de los géneros Nodipecten y
Lyropecten en las costas del Pacifico y Atlantico de Ameérica, haciendo

énfasis en N. subrodosus.

» Caracterizar genéticamente a tres poblaciones de N. subnodosus y a una
poblacion de N. arthriticus. Asimismo, estimar los valores de distancia
genética de las cuatro poblaciones y explorar la estructura genética de las

poblaciones de N. subnodosus.

e Determinar la relacion morfométrica entre las tres poblaciones de N.
subnodosus, asi como, entre esta especie y las poblaciones de N.

arthriticus y L. nodosus.
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MATERIALES Y METODOS

Esta seccion consta de tres partes, la primera integra la metodologia para
realizar el analisis biogeografico de los géneros Lyropecten y Nodipecten. La
segunda, comprende la metodologia para efectuar el analisis genético de las
poblaciones de N. subnodosus y de N. arthriticus. La tercera, se compone de la.
metodologia para realizar el analisis morfométrico de las poblaciones de N.
subnodosus, N. arthriticus y L. nodosus. E| orden descrito es aplicado a las

secciones de resultados y discusion.

ANALISIS BIOGEOGRAFICO-ECOLOGICO

Con objeto de integrar y sistematizar la informacion disponible para los géneros
Nodipecten y Lyropecten, se reviso la bibliografia relacionada con la taxonomia,
ecologia, cultivo, dreas de distribucion geografica y paleodistribucion de las
especies que integran a estos dos géneros, en el continente americano. La
revision comprendié desde finales de 1800, hasta el afio 2001 y se efectud en
bancos de informacion especializados, como Zoological Records, Current

Contents, BIOSIS y ASFA.

También, se consultaron las tesis de licenciatura y posgrado de diversas
instituciones, como el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior

de Ensenada (CICESE), la Universidad Auténoma de Baja California (UABC) y
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la Universidad Autonoma de Baja California Sur (UABCS), en México. De igual
forma, se utilizd el Internet para buscar informacion sobre la distribucion

geografica, habitat y paleoambiente, de las especies que integran a los dos

generos en estudio.

El reconocimento de las especies comprendio dos etapas. la prmera,
correspondié a la revision de las colecciones malacologicas. de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC), Ensenada. México (N. subnodosus GN 1-
GN.35, LP.1-LP.40, BA.1-BA 49); de la Universidad Autonoma de Baja California
Sur, La Paz, México (N. subnodosus P.3); del Instituto Tecnologico de Ciudad
Victoria, Tamaulipas, México (L. nodosus 6706, 670, 6708). del Museo de
Historia Natural, de la Universidad de San Marcos del Peru, Lima, Peru (N
arthriticus P.1-P.10); y del Centro de Investigaciones Marinas, de la Universidad
Nacicnal Experimental Francisco de Miranda, Falcon, Coro, Venezuela (L.

nodosus V.1-V.33).

La segunda etapa, consistio en la recolecta de ejemplares, en sitios descritos
dentro del area de distribucion, de algunas de las especies que integran a estos
dos géneros. En México, se recolecto en el limite norte del area de distribucion
de N. subnodosus (Guerrero Negro, Baja California; Bahia de los Angeles, Baja
California; y La Paz, Baja California Sur). También, se recolectaron individuos de

N. arthriticus, procedentes del limite sur de su area de distribucion (Isla Lobos de
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Tierra, Peru). De igual forma, fueron recolectados ejemplares de L. nodosus, a lo
largo de la costa occidental de Venezuela. Todos los especimenes recolectados,
fueron identificados y depositados en la coleccion malacolégica de la UABC,

Ensenada, México.

Con objeto de evitar la actual confusion taxonémica, debida a los coleccionistas
de conchas, se seleccion6 a los autores reconocidos académica vy
cientificamente, para ubicar taxonéomicamente a Nodipecten y Lyropecten. Asi,
su ubicacion taxonomica y la de las especies que los integran, siguio el criterio
de Smith (1991), Marshall (1995) y Coan et al. (2000). La descripcion de las
especies, siguio el criterio de Keen (1971), para el Pacifico Oriental y el de
Abbott (1974), para el Atlantico Occidental. Otros autores como Morris (1975),
Broom (1976), Bernard (1988), Bernard et al. (1991), Skoglund (1991), Andrews

(1992) y Coan et al. (2000), fueron utilizados para comparar las descripciones.

Para la clasificacion de las provincias biogeograficas, se empled el criterio
propuesto por Vermeij (1980b), Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortes (1998) y
Correa-Sandoval (2002), para el Pacifico Oriental y el de Vermeij (1980b), para
el Atlantico Occidental. Considerando la importancia de los parametros
ambientales, en la distribucion de las especies marinas bentonicas, se
seleccionaron las corrientes y las temperaturas superficiales, por ser las

variables que proveen un marco, para la distribucion de los parametros
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ambientales marinos (Valentine 1973). La descripcion del comportamiento
estacional de estos factores fisicos oceanograficos, fue obtenida de McLelland

(1975) y Bernard et al. (1991).

Con el fin de realizar una interpretacion objetiva, de la distribucion actual de las
especies que integran a los dos géneros en estudio, se examind su
paleodistribucién del Oligoceno (36 x 10° afios), al Cuaternario (1 x 10* afios). La
informacién referente a este topico, fue obtenida de Arnold (1906), Hanna
(1926), Jordan y Hertlein (1926), Hoots (1931), Davies (1934), Woodring (1938),
Cox (1942), Woodford (1942), Anderson (1950), Durham (1950), Moore et al.
(1952), Olson (1961), Radovich (1961), Parker (1964), Durham y Yerkes (1964),
Hertlein (1966), Woodring (1966), Abbott (1966), Strachan et al. (1968), Addicott
(1969a; 1969b; 1970; 1974), Masuda y Addicott (1970), Vedder (1972), Hunter y
Bartok (1974), Hunter (1978), Smith y Zinsmeister (1982), James (1984), Smith

(1991) y Piazza y Robba (1994).

ANALISIS GENETICO

Procedencia de las Muestras

Con objeto de efectuar el andlisis genético de N. subnodosus, se recolectaron

ejemplares que procedieron de las localidades Guerrero Negro, B.C., México
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(27° 45" N y 114° 13" W), sitio ubicado en la costa Pacifico de la Peninsula de
Baja California; Bahia de los Angeles, B.C., México (28° 55" N y 113° 30" W) y
La Paz, B.C.S., México (26° 15" Ny 111° 30" W), ambos sitios ubicados dentro
del Golfo de California. Las caracteristicas oceanograficas de la costa Pacifico
de Baja California y del Golfo de California se describen en el Apéndice |. En
cuanto a la poblacion de N. arthriticus, los ejemplares fueron recolectados en la

isla Lobos de Tierra, Pert (6° S y 81° W) (Fig. 2).
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Fig. 2. Localidades de donde proceden los ejemplares recolectados de N.
subnodosus: G) Guerrero Negro, B.C., México, L) La Paz, B.C.S., México,
B) Bahia de los Angeles, B.C., México, y de N.arth riticus:P ) Isla Lobos de
Tierra, Peru.
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La recolecta, se realiz6 manualmente mediante buceo auténomo, en las cuatro
localidades y se efectud, en el periodo comprendido de junio de 1999 a abril del
2000. En las localidades, se recolecté el mayor nimero de organismos posible,
de esta forma la muestra para Guerrero Negro, B.C., se integré6 por 49
individuos, para Bahia de los Angeles, B.C. por 43, para La Paz, B.C.S. por 39y

para la isla Lobos de Tierra, Pert por 10.

Los ejemplares vivos de N. subnodosus, fueron congelados a -40° C en el sitio
donde se recolectaron. Posteriormente, fueron transportados, en hieleras
cerradas herméticamente, al Laboratorio de Genética de Poblaciones y Biologia
Molecular del Instituto de Investigaciones Oceanoloégicas (I10O), de la Universidad
Autébnoma de Baja California (UABC). Una vez en el Laboratorio y puesto que la
transportacion provoco que sufrieran descongelamiento, se les congelé a -40° C
para su posterior analisis. El almacenamiento de los ejemplares nunca excedié

de un mes.

A los ejemplares de N. arthriticus, se les aplico el procedimiento descrito
anteriormente, pero para su transportacion, fue necesario guardarios dentro de
una hielera que contenia hielo seco (CO; sdélido), con objeto de que la
temperatura se mantuviera por debajo de los —10° C. La hielera fue cerrada
herméticamente y de esta forma, los ejemplares se conservaron durante la

transportacion desde el Peru hasta Ensenada, México.
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Métodos Electroforéticos

En el laboratorio, los organismos fueron descongelados parciaimente con objeto
de remover los epibiontes y prepararlos para la diseccién. El descongelamiento
parcial permitid efectuar, ademas de una disecciéon rapida, la separacion con
relativa facilidad de la glandula digestiva y el musculo aductor, organos
empleados para obtener el homogenizado. El descongelamiento parcial, también
evitd la posible contaminacion entre érganos, al momento de ser extraidos del

tejido blando de los ejemplares.

Los Organos ya extraidos, fueron colocados sobre cajas de Petri, donde se
secciond una fraccion de aproximadamente 7 g para homogenizarse, el resto fue
congelado a -78° C. En algunos casos, fue necesario emplear la totalidad de la
glandula digestiva debido a sus dimensiones. La homogenizacion se realiz6 con
un homogenizador de tejidos Tissue Terator 985-370, de velocidad variable y
requirié, de una solucion amortiguadora de TRIS-HCI 0.2 M pH 8.0, conteniendo
2 mg mi”' de PMSF, cuya funcién fue romper las paredes celulares del tejido e
inhibir la actividad de las proteasas (Abreu-Grobois, 1983; Correa-Sandoval,
1991). En todos los casos, la solucion amortiguadora se adicioné en una relacion

de 1:1.5, con respecto al tejido homogenizado.
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Como medida complementaria, para evitar la degradacion de las enzimas al
momento de ser extraidas del tejido, el homogenizado se realizé sobre hielo.
Obtenido el homogenizado, se centrifugd a 12857 x G (10000 RPM) durante 20
min a 4° C. El sobrenadante obtenido, se decanté en tubos eppendorf de 1.5 mL
etiquetados previamente y se almacen6 a -75° C. El volumen del sobrenadante

obtenido por érgano, requirié de 4 a 5 tubos eppendorf, en todos los casos.

Debido a que nunca antes se habia realizado el analisis alozimatico a N.
subnodosus, fue necesario estandarizar la técnica. En esta tarea, se emplearon
los protocolos descritos por Abreu-Grobois (1983), para Artemia sp., por de la
Rosa-Vélez (1986), para Crassostrea virginica, por Correa-Sandoval (1991),
para Artemia franciscana, por Krause et al. (1994), para Argopecten gibbus y por
Licona-Chavez (1999), para Haliotis rufescens. La seleccion de los protocolos
correspondi6 a su disponibilidad y a la necesidad de completar un nimero mayor
a 30 loci expresados. Concluida la estandarizacion, el protocolo electroforético
se integré por 7 sistemas amortiguadores, 23 sistemas enzimaticos y 37 loci

fueron expresados (Tabla 1).

Para realizar los ensayos electroforéticos, se emplearon 33 de los 37 loci
expresados. Fueron descartados Ldh y Acp, por presentar poca definicion en los

zimogramas, asi como, Lap-3 y Amy-3, por no haberse expresado en la
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poblacién de N. arthriticus. Los sistemas amortiguadores empleados en los

ensayos electroforéticos, se describen en la tabla 2.

Tabla 1. Relacion de sistemas amortiguadores, condiciones eléctricas iniciales, duracion de los
ensayos y loci expresados durante la estandarizacion de la técnica electroforética para N.
subnodosus. Organos empleados (M): musculo aductor. (G): glandula digestiva.

Sistema Amortiguador  Condiciones Eléctricas Iniciales Duracion Locil Expresados
(mA) (volts) (watts) (horas)

Pgm (M)
Lap-1. Lap-2; Lap-3(G)
Est-D (G)

TECpH 7.1 50 190 50 6 6Pgdh (M)
Mdh-1;Mdh-2 (M)

TEBpH 8.6 50 200 50 6

Est-2, Est-3 (M)
TECpHG6S5 S0 190 50 6 Got-1: Got-2 (M)

Ldh (M)

Pgi (M)

Pep-1; Pep-2; Pep-3 (M)

Alp (G)

Acp (G)

Gpd (M)

Me-1; Me-2,(M)

POULIK 35 350 50 15

TCpH 8.0 50 200 50 8

Fum-1; Fum-2 (M)
Xah (M)

TEB pH 9.0 a0 450 50 8 Gdh(M)
Sod-1; Sod-2 My G)
Amy-1; Amy-2; Amy-3(G)
Tpi (M)

TME pH 7.8 100 70 15 A aalndia
Hk (M)

Idh-1; Idh-2 (M)
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Tabla 2. Sistemas amortiguadores empleados para el analisis electroforético de los
diferentes sistemas enzimaticos ensayados para N. subnodosus y N.arth riticus.

Clave Sistema amortiguador Electrodo Gel
242289 Tris 2424 g Tris
56.00 g acido borico 5.60 g acido borico
A TEBPh8S
23,96 g Na-EDTA 240 g Na-EDTA
41 H;0 destilada 4 | H,0 destilada
a) Solucion stock
65409 Tns 16.359 Tris
B TECpHT7.1 36.04 g acido citrico 9.04 g acido borico
y 1.84 g Na-EDTA 6.90 g Na-EDTA
Cc TECpHB.5 4 | H,0 destilada 11 Hz0 destilada
AjustarpH7.1y6.5 b) Diluir 1:15 solucion stock
Ajustar pH 7.1y 6.5 N
74.20 g acido borico 36.84 g Tris
9.60 g NaOH 4.20 g acido citrico
D POULIK
4 | H;0 destiada 4 | H,0 destilada
Ajustar pH 8.2 Ajustar pH 8.7 B
75.08 g Tris
E TCpH 8.0 33.04 g acido citrico Diluir 1:14 buffer del electrodo
4 | H;O destilada
42.16 g Tris 4216 g Tris
21.52 g écido bérico 21.52 g acido boérico
F TEBpH 9.0
1.48 g Na-EDTA 1.48 g Na-EDTA
4 | H;0 destilada 4 | H;0 destilada
48.16 g Tris
46.40 g Acido malico
14.88 g Na-EDTA Diluir 1:10 buffer del electrodo.
G TMEpH 7.8
16.24 g MgCl'6H.0 Ajustar pH con NaOH 40%
20.00 g NaOH
4 | H,0 destilada

En los ensayos, se empled el sistema de gel de almidon hidrolizado al 10.5%. El

procedimiento de preparacion consistio en: i) hervir 400 mL, de un total de 600



mL, de la solucion amortiguadora, ii) mezclar 60 g de almidon, en los 200 mL
restantes, iii) mezclar vigorosamente, la solucion en ebullicién con la soluciéon de
almidén, iv) aplicar vacio durante 40 s para eliminar burbujas, v) vaciar el
contenido en una placa de acrilico, para obtener una pelicula de espesor
homogéneo y colocar los peines antes de su solidificacion, vii) cubrir con plastico
y refrigerar a 4° C (Mora de la Torre, 1997, Rodriguez-Cortes, 1998). Para evitar
la alteracion en la porosidad de la matriz de los geles, éstos se elaboraron unas

horas antes de su uso.

Los procedimientos técnicos aplicados a los ensayos electroforéticos, fueron los
descritos por Abreu-Grobois y Beardmore (1980), Abreu-Grobois (1983), Correa-
Sandoval y de la Rosa-Vélez (1996) y Rodriguez (1998). A diferencia de éstos,
en el presente estudio, los geles fueron cargados tanto con mechas de papel
filtro Whatman No. 3, de 1 x 9 mm, como con peines de 36 dientes. Las mechas,
fueron empleadas para cargar los geles preparados con el sistema POULIK y los
peines, se emplearon para el resto de sistemas amortiguadores. Otra diferencia,
consisti6 en registrar la distancia maxima de migracién de los sistemas
enzimaticos, para colocar dos peines en un solo gel y asi, ensayar dos sistemas
enzimaticos diferentes (Correa-Sandoval, 1991). Esta modificacion permitié
economizar tiempo, reactivos y facilité la manipulacion de los geles. Los

sistemas enzimaticos ensayados se detallan en la tabla 3.
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Tabla 3. Total de sistemas enzimaticos ensayados por el analisis electroforético realizado a
las poblaciones de N. subnodosus y a la de N. arthriticus. Se denota la ecuacion del sistema
enzimatico, su abreviatura, su estructura cualernaria, la clave del sistema amortiguador
empleado y el nimero de loci expresados por sistema.

Estructura  Sistema No. de loci

Ecuacon Sistema enzimatico Abreviatura i
__amortiguador_expresados
EC1118 Giicerol-3-fosfato deshwdrogenasa gpp  Dimérica 3 1
EC11127 Lactato deshudrogenasa LoH  Tetramérica c 1
EC11137 Malato deshidrogenasa MDH Dimérica B 2
EC11140 Enzima Malica ME Tetramérica E 2
ECH 1142 Isocitrato deshidrogenasa ipH  Dimérica G 2
EC11 144 Fosfogluconato deshidrogenasa ePcpH Dimérica 8 1
EC111204 Xantina deshidrogenasa XDH Tetramérica F 1
EC141) Giutamato deshidrogenasa GoH  Hexamérica F 1
EC1151.1 Superdxido dismutasa SO0 Dimérica F 2
EC2611 Glutamato-oxalacelalo ransaminasa ~ GOT  Dimérica c 2
Ec27.11 Hexoquinasa HK Monomérica G 1
EC2751 Fosfoglucomutasa pPGM  Monomérica A 1
EC3I1t Esterasa gEsT  Monomérca ¢ 2
EC3I1Y Esterasa-0 gst-p Dimérica 8 1
EC313 Fosfatasas alcainas ALp  Dimérica v 1
€C3132 Foslatasa acida acp  Monomérica = 1
EC3211 Amdasas Amy  Monomérica 3
EC3411 Leucin amino peplidasa LA Monomérica A 3
ECl4ton Peplidasas PEP Dimérica 2] 3
EC4212 Fumarato haralasa Fum  Tetramérica F 2
EC5311 Triosa fostato isomerasa ™ Diménca [ 1
ECS5318 Manosa fosfato isomerasa mp|  Monoménca g 2
ECS5319 Glucosa losfato isomerasa PGl Dimérica D 1
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El cargado de los geles consistio, para el sistema amortiguador POULIK (D), en
empapar las mechas de filtro Whatman con las muestras e insertarlas con la
cara expuesta al anodo. Para esto, se realiz6 un corte transversal practicado en
el primer tercio del gel cerca del extremo catddico. Posteriormente, las dos
secciones del gel se unieron fuertemente para sujetar las mechas. Para el resto
de sistemas amortiguadores (A, B, C, E, F y G), el cargado de los geles se
realizé inyectando de 45 a 50 pyL de muestra, en las hendiduras practicadas con

los peines.

Independientemente del método para cargar los geles, las muestras de las
poblaciones examinadas fueron alternadas dentro de un mismo gel y desfasadas

de uno a otro, para evitar sesgos al momento de efectuar la lectura de los

zimogramas (Fig. 3).

Gel
| 2 OGN 3 LP 4 BA . P x
1 (LA WL S WL L
m , BA ., P y OGN g P
v P L W L L N

36 pozos

Fig. 3. Esquema que muestra la forma en como fueron cargados
los geles para el analisis electroforético de las poblaciones de N.
subnodosus (GN, BA y LP) y de N. arthriticus. (P) Dentro de un
mismo gel se alternaron las cuatro poblaciones examinadas y de
un gel a otro las poblaciones fueron desfasadas un sitio a la vez.
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Cargados los geles, se colocaron dentro de celdas para electroforesis en una
placa horizontal de acrilico. Se empleé papel filtro Whatman No. 1, para conectar
los extremos anodico y catédico del gel a la solucién amortiguadora del
electrodo. Una fuente de poder “Microprocessor Power Supply” HBI de 1000
volts, se utilizé para conectar en serie las celdas dentro de un refrigerador para
electroforesis, cuya temperatura fue p.reviamente estabilizada a 4° C. Las
condiciones eléctricas iniciales y los tiempos de duracion de los ensayos

electroforéticos se detallan en |a tabla 4.

Tabla 4. Condiciones eléctricas iniciales y tiempos de duracion de las electroforésis
para cada uno de los sistemas amortiguadores empleados en el analisis
electroforético de N. subnodosus y N. arthriticus.

Sistema amortiguador Condiciones eléctricas Tiempo de electroforesis
mA volts walls (horas)
A 50 200 50 6
B 50 190 50 6
Cc 50 190 50 6
D 35 350 50 15
E 50 200 50 8
F 40 450 50 8
G 100 70 15 20

El colorante azul de bromofenol al 0.002 %, se empleé como un indicador de la
migracion de las enzimas. Debido a que durante la electroforesis, se emplean
las propiedades cataliticas de las enzimas para revelar su presencia (Pasteur et
al., 1988) y que su actividad, va disminuyendo cuando éstas se ven expuestas a

periodos alternados de congelacion y descongelacion. En el presente estudio,
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no se excedi® en mas de dos ocasiones el uso de un mismo tubo ependorff,

conteniendo 0.5 mL de homogenizado.

Al término de la electroforesis, la placa de la celda fue retirada y se obtuvo por
cada gel, un minimo de cinco rebanadas de 2 mm de espesor. La primera
rebanada, fue desechada debido a los defectos de superficie que afectan la
resolucion (Ayala et al., 1972; de la Rosa-Vélez, 1986), las rebanadas restantes

se utilizaron para efectuar las tinciones histoquimicas.

Ensayos enzimaticos

El desarrollo de los zimogramas, mediante técnicas de tincion histoquimica,
consiste en incubar el gel donde se efectud la electroforesis, con una mezcla de
reaccién que incluye, el substrato especifico de la enzima que se quiere revelar,
las coenzimas o los cofactores requeridos en la reaccién y un amortiguador al
pH o6ptimo de reaccion de la enzima. Las zonas de actividad, que se tifien
mediante un colorante adecuado, se expresan como bandas en el gel. Se

presenta como ejemplo la figura 4.

Los sistemas enzimaticos ensayados en el presente estudio, se eligieron al azar
con respecto a su funcién metabdlica, las Unicas restricciones fueron contar con

los reactivos especificos y la claridad en la resolucion de los zimogramas. Las



formulas de tincion que se emplearon se describen en el apéndice 11, el volumen

que se especifica permite tefiir 1 gel.
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Fig. 4. Diagrama de los patrones caracteristicos esperados para las isozimas
en homocigotos y heterocigotos. Se describe el palron para enzimas que
presentan una eslruclura cuaternaria monomérica, dimérica, lrimérica y
tetramérica (Harris y Hopkins, 1978)

Los zimogramas obtenidos, a partir de su revelado para enzimas especificas,
muestran bandas coloreadas que representan zonas de actividad enzimatica,
también denominadas electromorfos (Hunter y Markert, 1957, King y Ohta,
1975). En el caso de sistemas multilocus, se discriminé entre loci cuando la
variacion de los fenotipos, dados por las zonas de actividad, no se afectaban
entre si, o cuando la variacion fenotipica en una zona era independiente de la
otra. La variacion entre alozimas de un mismo locus, se registré al considerar

homocigotos, a aquellos individuos cuyo fenotipo consistia de una sola banda
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con determinada movilidad y heterocigotos, a aquellos individuos que,
dependiendo de la estructura cuaternaria de la enzima (Tabla 3), presentaban
por ejemplo, dos bandas para los monoméricos, o tres bandas para los

diméricos (Fig. 4)

Los loci génicos estudiados, fueron nombrados §egun la abreviatura aplicada a
los sistemas enzimaticos en minasculas. Los zimogramas fueron leidos
utilizando la designacion alélica A, B, C, etc., para describir al alelo que ha
alcanzado la distancia mayor al anodo desde el origen, ésto con base en la
opcion 1 del programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1989). En el caso de
sistemas que presentan mas de un locus en el zimograma, éstos fueron
numerados en orden ascendente, desde los mas anddicos hasta los mas
catodicos. Aquellos alelos cuya frecuencia fue menor a 0.01, se consideraron

raros (Bulmer, 1971; de la Rosa-Vélez 1986).

Las frecuencias electromoérficas, se tradujeron en frecuencias alélicas,
estableciéndose entonces las frecuencias genotipicas correspondientes a
modelos electromérficos. Por las limitaciones discriminatorias de la técnica para
distinguir la variacion entre alozimas, los alelos designados pueden

corresponder a grupos de isoalelos (de la Rosa-Vélez, 1986).
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Mediante el programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1989), se obtuvieron los
principales estimadores genéticos examinados para las poblaciones de N.
subnodosus y N. arthriticus. Se emple6 el programa GENEPOP 1.0 (Raymond y
Rousset, 1994) para obtener, ademas de los mismos estimadores que el
BIOSYS, el archivo de entrada para el programa FSTAT 2.9.1 (Goudet, 2000).
Este ultimo, permitid calcular los valores F de Wrigth para las tres p9b|acnones

de N.subn odosus.

Las frecuencias alélicas por locus entre poblaciones, se obtuvieron a través del
programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1989). Estas, se compararon con las
frecuencias alélicas esperadas, de acuerdo al modelo de equilibrio de Hardy-
Weinberg, por medio de la prueba de bondad de ajuste de +? (ji-cuadrada). Se
empled la correccion de Bonferroni, con objeto de disminuir el error tipo Il en la
prueba de hipétesis (Holm, 1979; Rice, 1989; Rousset y Raymond, 1997). Este
programa, también calculd las frecuencias genotipicas observadas y esperadas,

para cada una de las poblaciones.

Este mismo programa, calculé la heterocigosis observada (Ho), que es la
proporcion de individuos muestreados que realmente son heterocigotos, asi
como también la heterocigosis media observada, la cual se calcula a partir de la
frecuencia de los individuos heterocigotos por locus, al obtener la media

aritmética con respecto a todos los loci (Zouros y Foltz, 1987). También, se
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estimé la heterocigosis esperada (He), que esta basada en el equilibrio de

Hardy-Weinberg; el calculo para cada locus se efectué mediante la ecuacion 1.

(1) He=1-2(x%)

Para esta e_cuacién 1, x; es la frecuencia del iésimo alelo del locus. También, fue
calculada la heterocigosis esperada sin sesgo, basandose en las expeclalivas
condicionales de Levene (1949) y Nei (1978), para muestras pequenas. La

deficiencia de heterocigotos (D), fue estimada mediante la ecuacion 2.

(2) D=(Ho-He)/He

En esta ecuaciéon, Ho es la heterocigosis observada y He es la heterocigosis
esperada. Un valor positivo de esta relacion, indica un exceso de heterocigotos y

uno negativo, deficiencia de heterocigotos (Abreu-Grobois, 1983).

Con objeto de identificar las diferencias genéticas, entre las poblaciones de N.
subnodosus y de determinar, el valor de distancia entre esta especie y N.
arthriticus, se calcularon las distancias genéticas utilizando la férmula de Nei
(1978) y Rogers (1972) para todos los loci expresados (Nei, 1978; Gorman y
Renzi, 1979; Soh et al., 1998). Con igual objetivo, se aplicé un analisis de

agrupamiento jerarquico, empleando el método UPGMA (Sneath y Sokal, 1973).



El céalculo de estos estimadores, se realizé mediante el programa BIOSYS-1

(Swofford y Selander, 1989).

La estructura de la poblacion y el grado de diferenciacion genética entre las
poblaciones de N. subnodosus, se estimé mediante los indices de fijacion o
estadisticos F de Wright (Wrigh!. 1978). Debido a que, las diferencias en las
frecuencias génicas entre poblaciones subdivididas, produce una deficiencia de
heterocigotos, comparada con una poblacién con reproduccion aleatoria, estas
diferencias pueden ser medidas mediante tres parametros: Fis, Fiy y Fsy (Wright,

1931, 1932; 1943; 1951; 1965; 1969, 1978).

El indice Fis o coeficiente de endogamia, mide la reduccion de la
heterocigocidad dentro de las subpoblaciones, que para el presente estudio lo
constituyen las localidades GN, BA y LP. El indice Fr, también conocido como el
coeficiente de endogamia total, incluye las contribuciones de los apareamientos
no aleatorios y la subdivision de las poblaciones debidas a la deriva génica, que
provocan reducciones en la heterocigocidad. El indice Fsr, es denominado
indice de fijacion y es empleado para comparar, el grado de diferenciacion

genética entre poblaciones (Wright, 1978).

Los indices de endogamia (Fis y Fir) (Weir y Cockerham, 1984) y el indice de

fijacion o de diferenciaciéon genética (Fsy), fueron calculados para todos los loci
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polimérficos, mediante el programa FSTAT (Goudet, 1999). En el célculo de Fsr,
se utilizé la formula de Wright (1978), con correccion para tamafos de muestra
pequefios. Este mismo programa, permiti6 calcular la identidad por

descendencia o “relatedness” (Hamilton, 1971).

La identidad por descendencia, es la identidad promedio de los individuos dentro
de las poblaciones, cuando éstas son comparadas con el grupo completo de
datos. El calculo siguié el procedimiento de Queller y Goodnight (1989), el cual
supone ausencia de sesgo debido a que no se presenta entrecruzamiento. La

ecuacion 3 permite calcular el estimador.

(3) Relat =2 Fsr/ (1 + Fyr)

Con objeto de generar el valor promedio y el error estandar de los estadisticos F
de Wrigth, se aplico el método de computo intensivo “Jackknife”, incluido en la
rutina de calculo del FSTAT (Goudet, 1999). De igual forma y para calcular el
intervalo de confianza al 95 % de los estadisticos F, se empleé el método

“Bootstrap” incluido también en el FSTAT (Goudet, 1999).\
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ANALISIS MORFOMETRICO

Procedencia de las Muestras

Con objeto de realizar el analisis morfométrico, se emplearon las valvas de los
organismos ya examinados por el analisis genético. Asi, para N. subnodosus, se
emplearon los 49 individuos procedentes de Guerrero Negro, B.C, los 43 de
Bahia de los Angeles, B.C. y los 39 de La Paz, B.C.S. Para N. arthriticus se
analizaron los 10 individuos recolectados en la Isla Lobos de Tierra, Peri. Con el
fin de incrementar las comparaciones morfométricas, intra e interespecificas, se
examinaron a 33 individuos de L. nodosus, procedentes de la costa occidental

de Venezuela (Fig. 5).

Determinacién de los Caracteres Morfométricos

Para diferenciar la valva izquierda de la derecha de los organismos, se emple6
el criterio de Moore et al. (1952), quienes identifican para la valva derecha una
hendidura abajo de la auricula anterior, oblicuidad hacia adelante de las lineas
de crecimiento cerca del umbo y una sola cicatriz del musculo aductor,
ligeramente atras de la mitad de la valva. A su vez, la valva izquierda se

diferencia por presentar un seno poco profundo debajo de la auricula anterior.
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Fig. 5. Localidades de donde proceden las poblaciones de la N. subnodosus:
G) Guerrero Negro, B.C., L) La Paz, B.C.S., B) Bahia de los Angeles, B.C..
de N. arthriticus: P) Isla Lobos de Tierra, Perd; y de L. nodosus: V) Costa
occidental de Venezuela.

Debido a que no existe ningln estudio previo, sobre la relacion de los caracteres
morfométricos en N. subnodosus, N. arthriticus y L. nodosus, asi como, por el
hecho de que las medidas patron empleadas para pectinidos, no se aplicaron en
este estudio por considerarse generales, se opto por seguir el criterio de Wilbur y
Gaffney (1997). Este criterio, consiste en registrar con precision el mayor

numero de caracteres medibles en las valvas de los organismos.
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De los 15 caracteres sefalados por Wilbur y Gaffney (1997), se adicionaron dos
mas, el peso humedo del musculo aductor (W) y el cociente de dividir el largo
total de la valva izquierda entre el peso de la concha (AB/WC). Estos dos
caracteres fueron considerados porque, al observarse diferencias entre las
poblaciones con respecto a éstos, su inclusion permitid caracterizar con mayor
precision a las poblaciones (Phillips, 1983). El registro de W y WC, se realizé
mediante una balanza granataria METTLER PM400. De esta forma, se
registraron un total de 17 caracteres morfométricos a los individuos que
integraban a las poblaciones. Los caracteres W y AB/WC no fueron
representados en la figura 6, al igual que el numero de costillas (R) y la

convexidad de las valvas derecha (RCN) e izquierda (LCN).

A la valva izquierda se le registré el largo total (AB), la altura total (AC), la
longitud de la auricula anterior (AP), la longitud del umbo (DE), la altura de la
auricula anterior (FG), la altura de la auricula posterior (HI), la anchura de las
costillas (K), la distancia intercostillas (J), el diametro medio anterior (AN) y el
diametro medio posterior (BO). Las longitudes, se estimaron mediante un vernier

digital MAX-CAL (+ 0.03 mm). Para esta valva, el nimero de costillas (R) fue

registrado mediante conteo directo (Fig. 6).
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c K

Fig. 6. Caracteres morfométricos registrados a las poblaciones de Ay
subnodosus, N. arthriticus y L. nodosus. AB: largo total. AC altura
total AP: longitud de auricula anterior. DE. longitud del umbo. FG
altura de auricula anterior. Hl. altura de auricula postenor. K
anchura de las costillas. J: distancia intercostillas. RLM: distancia
intersinal valva derecha. LLM. distancia intersinal valva izquierda
AN: didmetro medio anterior. BO' diametro medio posterior. *“RCN
convexidad valva derecha. *LCN' convexidad valva izquerda. "R
numero de costillas. *W: peso del musculo aductor. "AB/WC . indice
largo total / peso de la concha. Los caracteres con * no estan
representados en la figura.

Los caracteres que se registraron para ambas valvas, fueron la distancia
intersinal de la valva derecha (RLM), la distancia intersinal de la valva izquierda
(LLM), la convexidad de la valva derecha (RCN) y la convexidad de la valva
izquierda (LCN). Las dos primeras, se determinaron mediante un vernier digital
MAX-CAL (+ 0.03 mm) (Fig. 2) y para las dos segundas, el valor de la sagita fue
obtenido mediante un esferometro Moller-Wedel modelo 61309-111 La

convexidad de las valvas se calculo mediante la ecuacion 4.

(4) R=[(Z/12)+(Y*122Z)+1).



Donde R es la curvatura de la concha, (+ concavo; - convexo), Z es la sagita
registrada por el esferémetro, Y? es el radio del anillo del esferémetro en mm y r
es el diametro del balin del anillo del esferometro. De esta forma, entre los 17
caracteres morfométricos registrados a las poblaciones de N. subnodosus, N.
arthriticus y L. nodosus, se encuentran 12 de longitud (AB, AC, AP, DE, FG, HlI,
K, J, RLM, LLM, AN y BO), dos de esfericidad (RCN y l;CN). uno de biomasa

(WM), uno de conteo directo (R) y un indice (AB/WC).

Analisis de Componentes Principales

Una vez registrados los caracteres morfométricos por poblacién, fueron
organizados en matrices donde en los renglones, se ubicaron los individuos y en
las columnas, los caracteres morfométricos. Con el objetivo de establecer las
relaciones morfométricas entre las poblaciones de N. subnodosus y entre ésta,
con las especies N. arthriticus y L. nodosus, especies cercanas

filogenéticamente, se empleo el Analisis de Componentes Principales (ACP).

Al realizar el ACP, se utilizé la muestra heterogénea de los datos cuantitativos
estandarizados, de los caracteres morfomeétricos. Esta muestra, se constituyo de
la matriz que integro a los valores de los 17 caracteres, del total de individuos de
las cinco poblaciones examinadas. La funcion del ACP fue separarla, en grupos

relativamente homogéneos y distintos unos de otros (Legendre y Legendre,
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1983; Santamaria-del Angel, 1994). Esta separacion, es originada por los
componentes que genera el ACP, los cuales son la mejor combinacion linear de
los caracteres originales y reducen el grupo de datos multivariados, a unas
pocas variables, pero sin pérdida de la informacién contenida en los datos
originales (James y McCulloch, 1990; Santamaria-del Angel, 1994).

Existen dos enfoques para el ACP y ambos fueron empleados en este trabajo. El
primero consiste en la aproximacion geométrica del ACP y corresponde al
diagrama en espacio reducido formado por el componente | y I, el cual fué
aplicado a una matriz que integré a las tres poblaciones de N. subnodosus y a la
de N. arthriticus. Debido a que el enfoque geomeétrico no permite identificar que
variable se encuentra integrando a cada componente, se empled con este fin el
segundo enfoque, que es la aproximacion matematica del ACP (Santamaria-del

Angel, 1994), el cual fué aplicado a cada una de las poblaciones por separado.

La aproximacion matematica del ACP implica realizar el calculo de los
componentes, expresados como una ecuacion polinomial de primer orden. El
calculo inicia a partir de una matriz rectangular que integra a j variables
(caracteres morfométricos) con n; observaciones (individuos). Esta matriz
permite calcular la matriz de correlacion, que es cuadratica y simétrica, a partir
de la cual, se calculan los valores propios (eigenvalores) y los vectores propios

(eigenvectores) (Legendre y Legendre, 1983; Santamaria-del Angel, 1994).
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Mediante los valores propios, se identific6 el numero de componentes que
fueron estadisticamente significativos en la aproximacién matematica del ACP, o
cuyo valor propio fue > 1.0. Los coeficientes de la ecuacion polinomial, con la
que son expresados los componentes, son los vectores propios. Asi, los

componentes principales | y |l, pueden describirse por las ecuaciones 5 y 6.

(5) PC | = bi,*A+bwp* B+by ' C+byy*D+..... +bat

(6)  PC Il = byy*A+bay® B+by"CHbyg*D+ ... +by'j

Para estas ecuaciones, el conjunto by constituye el vector propio 1 y el conjunto
bz, el vector propio 2. Asi, al desarrollar cada uno de los polinomios se obtendra
un numero equivalente de componentes al numero inicial de vanables (j),
teniendo cada componente un numero igual de observaciones que las variables
originales. Debido a que cada componente explica cierto porcentaje de la
varianza del modelo, se consideré también como no significativos, a aquellos
componentes con valores propios < 1.0, por expresar un porcentaje de varianza

infimo (Legendre y Legendre, 1983).

Calculados los componentes significativos por poblacion y con objeto de
identificar las variables que se asociaron a éslos, para cada una de las
poblaciones de N. subnodosus y N. arthtriticus, se aplicaron correlaciones de

Kendall (Sokal y Rholf, 1981). Los valores de correlacion por poblacién, se
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organizaron en una tabla, donde se ubicaron los componentes estadisticamente
significativos en las columnas y los caracteres morfométricos en los renglones.
De esta forma, en la interseccion entre una columna y un renglén, se ubico el
valor de correlacion correspondiente. Para identificar la asociacion entre una
variable con un componente, la tabla fue leida renglén a renglén identificandose
el valor de correlaciéon, en valor absoluto, de mayor magnitud (Santamaria-del

Angel, 1994).

Funciones Empiricas Ortogonales

Con objeto de caracterizar la riqueza morfométrica de las poblaciones de N.
subnodosus, N. arthriticus y L. nodosus, se construyeron Funciones Empiricas
Ortogonales (FEO). Las FEO, se calcularon mediante el Andlisis de
Componentes Principales (ACP) y su funcion, fue recrear los prototipos
morfométricos de las poblaciones, asi como, permitir que se efectuaran

comparaciones intra e interespecificas.

Debido a que, el componente | del ACP de cada poblacion, es la mejor
combinacién linear de los 17 caracteres morfométricos analizados, expresa la
mayor proporcion de la varianza del modelo y se caracteriza por ser ortogonal
con respecto al resto de componentes significativos generados, se le seleccioné

como la FEO o prototipo de cada poblacién.
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Para realizar lo anterior, se construyeron cinco matrices, una por cada poblaciéon
examinada, donde en los renglones, se ubicaron los individuos y en las
columnas, los caracteres morfométricos. Con objeto de obtener un maximo
contraste, de los individuos, en el ACP, se aplico una rotacion VARIMAX a las
matrices. De esta forma y producto de la solucion del polinomio del componente

|, los prototipos se constituyeron de vectores de 17 renglones.

Analisis de Discriminantes

Obtenidos las FEO o prototipos de cada poblacion y con objeto de compararies
entre si, se les aplico un analisis de discriminantes, basado en el ACP. Para
efecto de observar en el ACP un maximo de contraste entre los prototipos, se
aplicd una rotacion VARIMAX. Para efectuar el calculo, las FEO de las
poblaciones se organizaron en una matriz compuesta los vectores de 17
renglones de cada poblacion, a ésta se le aplico la rotacion VARIMAX y a la

resultante el ACP.

La aproximacion geométrica del ACP o diagrama en espacio reducido
compuesto por los componentes | y Il, permitié caracterizar morfométricamente,
a los prototipos de las poblaciones de N. subnodosus y a éstas, del de la

poblaciéon de N. arthriticus. Con objeto de confirmar los resultados obtenidos, se
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procedi6 a aplicar de nueva cuenta el analisis de discriminantes, incluyendo a la _

poblacién de L. nodosus.

Para realizar este analisis, se calculé la FEO o prototipo de L. nodosus, después
de lo cual, fue incluido en la matriz donde ya estaban presentes los de las
poblaciones de N. subnodosus y de N. arthriticus. En e.l analisis de
discriminantes, basado en el ACP, se empleo la rotacion VARIMAX con objeto
de observar, en la aproximacion geomeétrica del ACP, un maximo contraste de
los prototipos, en el espacio reducido formado por los componentes | y Il. Los
procedimientos estadisticos descritos y el calculo de los vectores y valores
propios, se efectuaron mediante el programa S-Plus 5.3 (Statistical Sciences,

1995).



RESULTADOS

ANALISIS BIOGEOGRAFICO-ECOLOGICO

Caracterizacién y Distribucion de Lyropecten y Nodipecten

Lyropecten y Nodipecten, son géneros que se encuentran muy cercanos
filogenéticamente (Addicott, 1974; Smith, 1991) e integran a las especies
descritas en la tabla 5. Lyropecten, es un género del Atlantico Occidental,
reconocido por presentar un par de dientes en el umbo, auriculas desiguales, un
umbo menor a la mitad de la longitud de la concha, un biso moderadamente
profundo y valvas convexas, las cuales ocasionalmente presentan orilla. Algunas
especies de Lyropecten, presentan costillas o nodos de acuerdo con el esquema
N 2r Nc2r N 6 R 3r R; 3r R (Fig.7); donde N, es un nédulo bien diferenciado, N,
es el nodulo central, R, es una costilla conspicua y r, es una costila no
conspicua. Estas especies, también pueden presentar costillas de igual

prominencia, regularmente espaciadas (Smith, 1991).

Lyropecten, esta representado en la costa occidental del Atlantico de América
por tres especies (sensu Abbott, 1974). L. antillarum (Récluz, 1853) o "escalopa
antillana", se distribuye en el sureste de Florida y el oeste de las Bermudas, ésta

se encuentra raramente en aguas someras (Abbott, 1974; Morris, 1975) (Fig. 8);



51

L. kallinobilosus (Bayer, 1943), s6lo esta presente en el oeste de Florida, a una
profundidad de 6 m (Abbott, 1974) (Fig. 8); y L. nodosus (Linné, 1758), conocida
como "mano de ledn ", se distribuye desde Carolina del Norte, EE.UU., hasta
Santa Catarina, Brasil (Abbott, 1970; Abbott, 1974; Morris, 1975; Andrews, 1992)

(Fig. 8).

r
R

Fig. 7 Esquema tipo para los géneros Nodipecten (Nt N.r N or N 2r N. r N)
y Lyropecten (N 2r N.2r N or R 3r R, 3r R) (Tomado de Smith, 1991).

Smith (1991), difiere del criterio de Abbott (1974), al considerar que en la
Peninsula de Florida se distribuye Nodipecten fragosus. Aun cuando la
informacién de Smith (1991), acerca de N. fragosus, es vigente y presenta
sustento en restos fésiles, en la presente investigacion se adoptd el criterio de

Abbott (1974), por referirse a especies que presentan una distribuciéon actual.
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Asi, para el resto del texto, se considera que en la peninsula de Florida el

género Lyropecten, esta representado por L. antillarum 'y L. kallinobilosus.

Tabla 5. Descripcion de las especies que integran a los géneros Nodipecten y Lyropecten en las
costas de América. Para cada especie se identifica la fuente consultada, se compara el patron de

coloracion y otras caracteristicas morfologicas, que permiten ubicarlas taxonémicamente.

Especie Fuente Coloracion Otras caracteristicas
L.anti larum Abbot (1974) Amanilio pastel, Valvas fragiles casi planas, con 11-15
(Récluz, 1853) Morris (1975) naranja palido o café costillas tenues. Dimension 17-34

claro con motas mm
blancas
L.kall inobilosus  Abbot (1974) Se distribuye a una profundidad de 6
(Bayer, 1943) m.
L.nodos us Abbot (1974) Rojo marron obscuro Valvas pesadas y resistentes con 7-9
(Linné, 1758) Morris (1975) o rojo o naranja costilas con nddulos muy
Smith (1991) brillante, en raras pronunciados., las pequefas costilas
Andrews (1992) ocasiones amarilio son muy nolorias. Dimension: 120-
140 mm
N.subno dosus Keen (1971) Rango del morado al 10-11 (8-9) costillas muy conspicuas,
(Sowerby, 1835)  Abbot (1974) blanco con lineas algunas con grandes nddulos. Se
Broom (1976) pGrpura o sombras distribuye en fondos blandos y
Smith (1991) brillantes naranja o someros hasta 15 m de profundidad
Coan et al. (2000)  magenia Longitud 175 mm, didmetro 75 mm.
Altura menor a longitud
N.art hriticus Smith (1991) Especie panamica 10-11 grandes
(Reeve, 1853) Hutsell (1998). costilas con un amplio espacio
Coan et al. (2000) central y un arreglo nodular en la
valva derecha
Aparece desde Islas Tres Marias,
N.magnif icus Keen (1971) 13-15 costillas con nédulos pequefios
(Sowerby, 1835)  Smith (1991) muy distribuidos. Las orejas

presentan algunos radios interiores.
Longitud 175 mm, alla 165 mm y
diametro 65 mm.




53

Nodipecten, tiene una historia bien documentada durante el Mioceno tardio (13 x
10° anos). Este género presenté especies endémicas en el Golfo de California,
la cuenca sureste del Atlantico, las Grandes Antillas y el Norte de América del
Sur. La dnica especie de este género, que se distribuye actualmente en el
Atlantico Oriental, es N. corallinoides (D'Orbigny, 1834), cuya area de

distribucion comprende Cabo Verde y las Islas Canarias (Smith, 1991).

>

Fig. 8 Esquema que representa el area actual de distribucion de las
especies que integran a los géneros Lyropecten y Nodipecten en las
costae de América,

El género Nodipecten, se caracteriza por presentar un par de dientes en el
umbo, auriculas desiguales, un umbo que mide la mitad de la longitud de las

valvas, un profundo filamento del biso y valvas iguales, con macroescultura en



forma de lira en los costados. Las valvas tienden a presentar orillas y nodos

huecos, descritos por el esquema N rNer N or N 2r Ner N (Fig. 7) (Smith, 1991).

Nodipecten (sensu Keen, 1971), esta representado en el Pacifico Oriental por
tres especies. N. subnodosus (Sowerby, 1835), "mano de leén del Pacifico”, se
distribuye desde la Laguna Ojo de Liebre, Baja California, México, hasta Peru
(Keen, 1971; Abbott, 1974; Bernard, 1988; Bernard et al., 1991, Marshall, 1995;
Coan et al., 2000) (Fig. 8). N. arthriticus (Reeves, 1853), especie panamica que
se encuentra desde la Isla Tres Marias, México hasta el sur de Peru (Coan et al.,
2000) (Fig. 8). N. magnificus (Sowerby, 1835), especie del Hemisferio Sur, que
se encuentra confinada a la costa de Ecuador e islas Galapagos (Keen, 1971).
Skoglund (1991) reporté a esta especie a una profundidad de 120-200 m en las

islas Galapagos (Fig.8).

Analisis de la Distribucion Actual de Lyropecten

De acuerdo con Vermeij (1980b) y Correa-Sandoval (2002), los factores mas
importantes, pero no tnicos, que influyen marcadamente en la distribucién de los
invertebrados marinos, son los factores fisicos oceanograficos como la
temperatura, la salinidad, el sustrato y las corrientes. Bajo este esquema, en la
Provincia Tropical del Atlantico Occidental, una probable explicacion para la

distribucion de L. kallinobilosus y L. antillarum en la Peninsula de Florida y oeste
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de las Bermudas (Fig. 8), puede ser el efecto de la isoterma de 20° C de invierno
(enero-febrero), que probablemente limita su dispersion hacia el norte, aun
cuando la corriente ascendente del Golfo esta presente. A su vez, las corrientes
ascendentes de Guyana y Antillas, probablemente son una barrera para la
dispersion de estas especies hacia el sur (Fig. 9), este fenobmeno se ha
observado en otros invertebrados marinos (Scheltema, 1975; Vermeij, 1980a,

Cordero, 1984; Correa-Sandoval, 1984).

La especie L. nodosus, se distribuye en las Provincias Templada Calida del
Atlantico Noroccidental, Tropical del Atlantico Occidental y Templado Calida del
Atlantico Suroccidental (Fig. 8). Una probable explicacion para su limite de
distribucion en el Hemisferio Norte, es el efecto de la isoterma de 20° C de
verano (julio-agosto), aunque es posible que no le afecte la corriente ascendente
del Golfo, la corriente descendente fria del Labrador si limita su dispersion (Fig.
10). Para el Hemisferio Sur, la isoterma de 20° C de invierno (julio-agosto) y la
corriente ascendente fria de las Falklands (Malvinas), probablemente estan
limitando su distribucién (Fig. 10). Un fenémeno similar ha sido descrito para
otros moluscos y crustaceos marinos (Vermeij, 1980a; Cordero, 1984; Correa-

Sandoval, 1984).
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Fig. 9. Isotermas superficiales y corrientes oceanicas (MclLellan, 1975, Tchernia,
1980; Bernard et al., 1991), que permiten idenlificar los limiles de distribucion
geografica de L. kallinobilosus y L. antillarum. Provincias Biogeograficas: PTAO,
Tropical del Atlantico Occidental (Vermeij, 1980b).

Lessserercinn 20" C (Julio-agosio)

PTAO

PTCAS

.
LIS
L et e

fesersention ¢ (enorodobroro)

\o(’ ¥ Comanto do Lss Fiiands o Malvinas
\

N\
Fig. 10. Isotermas superficiales y corrientes oceanicas (McLellan, 1975; Tchernia,

1980; Bernard et al., 1991), que permiten identificar los limites de distribucion

geografica de L. nodosus. Provincias Biogeograficas: PTCAN, Templado calida del
Allantico norte; PTAO, Tropical del Atlantico Occidental; PTCAS, Templado calida

del Atlantico sur (Vermeij, 1980b).
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Analisis de la Distribucion Actual de Nodipecten

En el Pacifico Oriental, el rango de distribucion de N. subnodosus incluye las
Provincias Cortesiana, Mexicana, Panamica, Galapagos y Peruana, también
incluye las zonas de transicion Templado Calida y Subtropical (Vermeij, 1980b;,
Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortes, 1998) (Fig. 8). Estas Pr9vincias.
comprenden aguas templado-calidas, subtropicales y tropicales. En el
Hemisferio Norte, el limite de distribucion de esta especie puede estar
determinado por el efecto de la corriente descendente fria de California y de la
isoterma de 20° C de verano (julio-agosto) (Fig. 9). En el Hemisferio Sur, su
limite de distribucion probablemente esta determinado por la corriente
ascendente fria del Pert (Humbold) y por la isoterma de 20° C de verano (enero-

febrero) (Fig. 11).

La especie N. arthriticus, se distribuye en las Provincias Panamica, Galapagos y
Peruana, que comprenden aguas subtropicales, tropicales y templado calidas
(Fig. 8). Su limite de distribucion en el Hemisferio Norte, esta determinado
probablemente por la isoterma de 25° C de verano (julio-agosto), la cual coincide
con el limite sur de la zona de transicion del Pacifico Oriental (Fig. 12). Su limite
de distribucion en el Hemisferio Sur, posiblemente esta determinado por la
isoterma de 20° C de verano (enero-febrero) y por la corriente ascendente fria

del Peri (Humbold) (Fig. 12).
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Fig. 11. Isotermas superficiales y corrientes oceanicas (Mclellan, 1975; Tchernia,
1980; Bernard et al, 1991), que permiten identificar los limiles de distribucion
geografica de N. subnodosus. Provincias Biogeograficas: ZT, Zona de transicion; PM,
Mexicana; PPa, Panamica; PG, Galapagos; PPe, Peruana (Vermeij, 1980b; Correa-
Sandoval y Rodriguez-Cortes, 1998).
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Fig. 12. Isotermas superficiales y corrientes ocednicas (McLellan, 1975; Tchemia,
1980; Bernard et al., 1991), que permiten identificar los limiles de distribucion
geografica de N. arthriticus. Provincias Biogeograficas: ZT, Zona de lransicion;
PM, Mexicana; PPa, Panamica; PG, Galapagos; PPe, Peruana (Vermei), 1980b;
Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortes, 1998).
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Comente del Perd

Fig. 13. Isotermas superficiales y corrientes oceanicas (McLellan, 1975; Tchemia,
1980; Bernard et al., 1991), que permiten identificar los limites de distribucion
geografica de N. magnificus. Provincias Biogeograficas: PG, Galapagos (Vermeij,
1980b; Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortes, 1998).

Paleodistribucién de Lyropecten y Nodipecten

Lyropecten (sensu Smith 1991), presenta registros del Oligoceno (36 x 10° afios)
al Holoceno (<12 x 10° afios) en el Pacifico y se le ubica, entre el Mioceno (25 x
10° afios) y el Plioceno Temprano o Medio (12 x 10° afios) en América Central y
el Caribe. A su vez, Nodipecten (sensu Smith 1991), data del Mioceno (25 x 10°
anos) al Holoceno (<12 x 10° afios) en la Provincia Panamica del Pacifico, el
Golfo de México y el Caribe. También, presenta registros del Holoceno (<12 x
10° afos) en el Atiantico Oriental y Brasil, asi como del Mioceno (25 x 10° afios)

en la Patagonia (Anderson, 1950; Smith, 1991).



En el Atiantico occidental, Lyropecten esta representado por L. nodosus, del
Plioceno al Holoceno en la peninsula de Paraguana, Venezuela. Probablemente,
esta especie es descendiente directo de Nodipecten collierensis (sensu Smith,
1991), la cual esta representada en la formacion Boleo, en el este de Baja
California Sur, México. N. collierensis es una especie perteneciente a la
Provincia Caribef!a del Terciario, encontrada en el Mioceno y en los lechos mas
profundos del Plioceno en la Florida y en Venezuela (Hunter y Bartok, 1974;

Hunter, 1978; Smith, 1991).

Smith (1991), propone que N. collierensis, es el ancestro inmediato de L.
nodosus y parece ser, que estuvo ampliamente distribuida en el Mioceno Tardio.
Puri y Vernon (1964), describieron a la formacién Tamiani, en el sur de Florida,
como un depésito neritico de mar abierto, ambiente similar, al de las unidades
caribefias en las que se encontré a N. collierensis. Por tal motivo, estos autores
consideran que el paleoambiente descrito, probablemente corresponde al de L.

nodosus.

Los restos fosiles de L. nodosus y de N. collierensis, tienen algunos caracteres
similares, taleé como, la prominencia y nimero de las costillas, pero difieren en
que L. nodosus, es menos variable en el tamafio de las costillas y tiene menos
radiales rigidos en los interespacios que N. collierensis. Es probable que las

poblaciones de estas dos especies, se hayan traslapado en su area geografica
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de distribucion y durante los mismos periodos geologicos, donde ahora se
registran sus restos fosiles. L. nodosus data principalmente del Plioceno al
Holoceno en el Caribe y N. collierensis del Mioceno al Plioceno en el Caribe y la

cuenca costera del Atlantico sureste (Smith, 1991).

L. nodosus, fue encontrada en el Caribe tropical y alcanzé una distribucion hasta
Rio de Janeiro, Brasil. Su area de distribucion geografica, incluye las Provincias
Caribefa, Indias Occidentales, Brasilefia (Briggs, 1974) y parte de la Provincia
Gatuniana (Petuch, 1982). La region de las Grandes Antillas, probablemente
constituyé una barrera biogeografica para la dispersion de esta especie, durante
el Plioceno Temprano. Esto, aun cuando se presentaron vias maritimas o
canales, tales como el de Yucatan, que permiti6 que las masas de agua

caribefias entraran al Golfo de México.

En otro sentido, Smith (1991) propone que la especie L. nodosus, es cercana
filogenéticamente a N. corallinoides, especie que vive alrededor de las islas,
fuera de la plataforma continental del noroeste de Africa. El proceso de
dispersion de N. corallinoides en el Atlantico Oriental, se desconoce, asi como,
la direccion en que las corrientes oceanicas la diseminaron hasta su actual area

de distribucién (Smith, 1991).
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Nodipecten, se distribuyé en el corredor Panamico, antes de que América
Central emergiera, en el Plioceno temprano (Smith, 1991) (Fig. 14). La provincia
Caribefia del Terciario, es reconocida como un mar tropical extenso, que
abarcaba entre lo que ahora es el Mar Caribe y el Pacifico Oriental. Permanecio
desde el Eoceno hasta el Plioceno medio, cuando el Istmo de Panama emergio
(Woodring, 1966; Smith, 1991). Smith y Zinsmeister (1982) y Smith (1991),
proponen que el limite sur de esta Provincia Caribefia, pudo haber sido
modificado en extension, debido a que registraron taxa caribefios del Terciario,

en la Patagonia.

Fig. 14. Corredor Panamico del Terciario (en obscuro) antes
de que América Central emergiera (en claro) en el Plioceno
temprano (Fuente Smith, 1991)

Algunas especies endémicas de Nodipecten, como N. veatchii, N. subnodosus y
N. peedeensis, estuvieron presentes en el Mioceno Superior en el Golfo de

California, en la cuenca costera del Golfo, la cuenca costera del Atlantico
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sureste, las grandes Antillas y el norte de Sudamérica (Anderson, 1950; Smith,
1991). En la costa Pacifico, los pectinidos del Terciario Lyropecten,
Macrochlamis, Vertipecten y Nodipecten, al ser utilizados para fechar vy
correlacionar incrementos de 3 a 4 millones de afios en el registro geolégico
(Adicott, 1974; Smith, 1991; Piazza y Roba, 1994), definieron dos provincias, la
Pacifico-Panamica, entre las islas Tres Marias, México y Peru. La segunda
provincia es la del Golfo de California y el oeste de la peninsula de Baja

California (Olson, 1961; Smith, 1991).

La especie surefia N. arthriticus, se distribuy6 desde la zona de amortiguamiento
hasta Paita, Pert, habiendose registrado por lo menos desde el Plioceno (Olson,
1961). En el Mioceno y durante periodos calidos inusuales, la especie nortefia N.
subnodosus, amplié su distribucion 800 km hacia el norte, en contra de la
direccién de la corriente de California, desde la peninsula de Vizcaino hasta las

islas Catalina, California, EE.UU. (Radovich, 1961; Strachan et al., 1968).

N. magnificus (sensu Keen, 1971), se le ha registrado desde la mitad del
Mioceno Tardio en las islas Galapagos. El espécimen mas cercano a esta
especie, es el que se propone como el indice fosil del Mioceno Tardio de
California, Lyropecten crassicargo y el del Mioceno temprano o temprano medio
de Baja California Sur, México, Lyropecten sp. cf. L. magnificus (Smith, 1991).

De acuerdo con Abbott (1966) y Smith (1991), el ancestro de N. magnificus, se



dispersé posiblemente 6000 km hacia el sur, a través de la corriente ecuatorial

del norte.

La dispersion de Lyropecten crassicargo ylo Lyropecten sp. cf. L. magnificus,
pudo haber ocurrido durante periodos de intensas surgencias, en las aguas del
Pacifico Oriental cerca de Panama, cuando corrientes asociadas, se movian
hacia el sur y oeste pasando por las islas Galapagos (Smith, 1991). La emersién
de estas islas volcanicas, di6 lugar a sitios con profundidades someras, que
sirvieron probablemente de refugio para que el taxén ancestral de N. magnificus

se estableciera (James, 1984; Smith, 1991).

ANALISIS GENETICO

Variacién Genética de N.subn odosus y de N. arthriticus

Las frecuencias alélicas de los 33 loci analizados en las localidades Guerrero
Negro (GN), Bahia de los Angeles (BA), La Paz (LP) e Isla Lobos de Tierra (P)
son presentadas en la tabla 6. Al considerar éstas (Tabla 6), se observa que de
los 33 loci analizados para N. subnodosus, siete son polimérficos (Got-1, Pgm,
Lap-2, Mdh-1, Mdh-2, Pgi, Tpi) y 26 monomorficos (Fig, 15A). A su vez N.
arthriticus presentdé 11 loci polimérficos (Got-1, Pgm, Lap-1, Lap-2, Mdh-2, Pgi,

Pep-1, Pep-3, Me-1, Gpd, Tpi) y 22 monomérficos (Fig. 15B). Es evidente la
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deficiencia de heterocigotos en todos loci polimérficos de las dos especies
examinadas. En la mayoria de los casos, la deficiencia observada fue

significativa, a un a = 0.01.

.

Tabla 6. Frecuencias alélicas de loci polimérficos, en tres poblaciones de N. subnodosus
(GN: Guerrero Negro; LP: La Paz; BA: Bahia de los Angeles) y en una poblacion de N.
arthriticus (P: Isla Lobos de Tierra). N: nimero de individuos analizados, He (unb):
heterocigocidad esperada sin sesgo (Nei, 1978), Ho: heterocigocidad observada; D:
deficiencia de heterocigotos; ’ (df): valor de la prueba Ji-cuadrada. (Nivel de significancia

0.05: *; 0.01: **).

Locus Alelo GN LP BA P
Got-1 N 49 39 43 10
A 0.980 0.897 0.895 0.900
B 0.000 0.000 0.000 0.100
c 0.020 0.103 0.105 0.000
He (unb) 0.040 0.186 0.190 0.189
Ho 0.041 0.154 0.116 0.000
D 0.010 -0.175 -0.387 -1.000
7 (g)) 011 (1) 1.349 (1) 7.159 (1) 19.059 (1)
Pgm N 36 36 36 9
A 0.889 0.681 0.972 0.222
] 0.111 0.319 0.028 0.778
He (unb) 0.200 0.441 0.055 0.366
Ho 0.056 0.028 0.000 0.222
D -0.723 -0.937 -1.000 -0.393
2 (g).) 21.221(1) 32.795 (1) 71.014 (1) 1.773 (1)
- L] -
Lap-1 N 36 36 36 10
A 1.000 1.000 1.000 0.850
B 0.000 0.000 0.000 0.150
He (unb) 0.000 0.000 0.000 0.268
Ho 0.000 0.000 0.000 0.100
D — — — -0.627
7 (gl) — — - 6.647 (1)




Tabla 6. (continuacion)

Locus Alelo GN LP BA P
Lap-2 N 36 36 36 8
A 0.708 0.833 0.778 0.500
B 0.292 0.167 0.222 0.500
He (unb) 0.419 0.282 0.351 0.533
Ho 0.361 0.333 0.333 0.250
D -0.138 0.183 -0.049 -0.531
7 (gl) 0.716 (1) 1.305 (1) 0.092 (1) 2580(1)
Mdh-1 N 34 37 42 2
A 1.000 0.824 0.940 0.000
B 0.000 0.000 0.024 0.000
c 0.000 0.176 0.036 1.000
He (unb) 0.000 0.294 0.115 0.000
Ho 0.000 0.189 0.071 0.000
D = -0.356 -0.379 —
7 (g.l) — 5014 (1) 27.019 (1)
Mdh-2 N 31 36 43 8
A 1.000 0.931 1.000 0.125
B 0.000 0.000 0.000 0.000
c 0.000 0.069 0.000 0.875
He (unb) 0.000 0.131 0.000 0.233
Ho 0.000 0.028 0.000 0.250
D - -0.788 — 0.071
7 (g.l) — 27.582 (1) -- 0.077 (1)
.
Pgi N 40 36 36 10
A 0.550 0.667 0611 0.150
B 0.000 0.000 0.000 0.800
c 0.450 0.330 0.389 0.050
He (unb) 0.501 0.451 0.482 0.353
Ho 0.050 0.000 0.000 0.100
D -0.900 -1.000 -1.000 -0.716
(g)) 33.267 (1) 37.299 (1) 37.140 (1) 12.800 (3)




Tabla 6. (continuacién)

Locus Alelo GN LP BA P
Pep-1 N 49 39 43 10
A 1.000 1.000 1.000 0.900
B 0.000 0.000 0.000 0.100
He (unb) 0.000 0.000 0.000 0.189
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
D — — — -1.000
2 (gl) — — — 19.059 (1)
Pep-3 N 49 39 43 10
A 1.000 1.000 1.000 0.200
B 0.000 0.000 0.000 0.800
He (unb) 0.000 0.000 0.000 0.337
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
o} — — — -1,000
2 (gl) — — — 12.800 (1)
Me-1 N 32 20 29 10
A 1.000 1.000 1.000 0.500
B 0.000 0.000 0.000 0.400
o 0.000 0.000 0.000 0.100
He (unb) 0.000 0.000 0.000 0.611
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
D - — — -1.000
7 (g.l) — — - 30.413 (3)
Gpd N 21 29 27 7
A 1.000 1.000 1.000 0.429
B 0.000 0.000 0.000 0.571
He (unb) 0.000 0.000 0.000 0.527
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
D — - - -1.000
£ (gl) = - — 8.229 (1)

67
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Tabla 6. (continuacion)

Locus Alelo ____GN B LP BA P
Tpl N 28 32 36 5
A 0.089 0.125 0.014 0.278
8 0911 0.875 0.986 0.722
He (unb) 0.166 0.222 0.028 0.425
Ho 0.036 0.125 0.028 0.111
D -0.784 -0.438 0.000 -0.738
2 (g) 21.176 (1) 6.905 (1) 0.000 (1) 5.908 (1)
A B
9%
67%
e [, =
21%
Bloci polimbrficos @ loci oriicos Bloci polimdrficos @ loci monomdricos

Fig. 15. Proporcién de loci polimorficos y monomérficos expresados en el analisis genético
aplicado a las poblaciones de N. subnodosus (A) y de N. arthriticus (B).

Otro aspecto a examinar, es que las tres poblaciones de N. subnodosus,
presentaron un patron en la distribucion de las frecuencias alélicas, el cual fue
diferente del de la poblacion de N. arthriticus (Fig. 16). Aln cuando en los
resultados se muestra la presencia de posibles loci diagnosticos, no es posible
concluir sobre la presencia de marcadores genéticos, debido al tamafio de
muestra de la poblacion de N. arthriticus, ademas de que, las poblaciones de N.
subnodosus, se recolectaron en su limite de distribucion mas septentrional y no

podrian considerarse representativas, del area de distribucion de la especie.
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Fig. 16. Distribucion de las frecuencias alélica

—

s en los loci polimérficos de las tres poblaciones de
N. subnodosus. GN: Guerrero Negro; LP: La Paz; BA: Bahia de los Angeles y de la poblacion de
N. arthriticus P: Isla Lobos de Tierra, Peru. A: Got-1; B: Pgm; C: Lap-1; D: Lap-2; E: Mdh-1; F:
Mdh-2; G: Pgi; H: Pep-1; I: Pep-3; J: Me-1; K: Gpd; L: Gdh; M: Tpi.
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Fig. 16. (continuacion)

Los estimadores promedio de la variabilidad genética, indican para las
poblaciones de N. subnodosus, una proporcién de loci polimorficos del 12.12%
(GN y BA) y del 21.21% (LP). Para la poblacién de N. arthriticus esta proporcion

fe de 31.31% (P) (Tabla 7). En relacion a la heterocigocidad observada
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promedio, ésta siempre fue menor a la esperada en todas las poblaciones. El
valor de heterocigocidad para GN y BA (N. subnodosus), fue de 0.016-0.017 y
para LP (N. subnodosus), fue de 0.026, valor mayor al de GN y BA, pero menor

al de la poblacién de N. arthriticus (P), cuyo valor fue de 0.031 (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de los principales estimadores de la vanabilidad genética en las tres
poblaciones de N. subnodosus (Guerrero Negro, La Paz y Bahia de los Angeles) y en Ia
poblacion de N.arth riticus (Isla Lobos de Tierra, Peru).

Loci Numero de Alelos  Heterocigocidad  Heterocigocidad
Poblaciones Polimérficos por Locus Observada Esperada
% Promedio (S E) Promedio (S E) Promedio (S E)
Guerrero Negro 12.12 1.15 (0.06) 0.016 (0.011) 0.040 (0.020)
La Paz 2121 1.21 (0.07) 0.026 (0.013) 0.061 (0.023)
Bahia de los Angeles 12.12 1.21 (0.08) 0.017 (0.011) 0.037 (0.019)
Peru 33.33 1.39(0.11) 0.031 (0.013) 0.122 (0.034)

No se identificaron diferencias significativas, al comparar las frecuencias
observadas y esperadas de los genotipos homocigotos de las cuatro
poblaciones. Aun a pesar de esto, para Got-1 (BA), Pgm (GN, BA, LP y P), Lap-
2 (GN y P), Mdh-1 (BA y LP), Pgi (GN, BA, LP y P), Pep-1 (P), Pep-3 (P), Me-1
(P), Gpd (P) y Tpi (GN, BA y P), las frecuencias observadas fueron mayores a
las esperadas. De igual forma, fue posible observar en la mayoria de los casos e
independientemente del locus, diferencias significativas entre las frecuencias
observadas y esperadas, de los genotipos heterocigotos de las poblaciones de

N. subnodosus y de la de N. arthriticus (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacion entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas de las tres
poblaciones de N. subnodosus (Guerrero Negro, Bahia de los Angeles y La Paz) y de una

poblacion de N.arth riticus (Isla Lobos de Tierra, Peru).

Locus Clase _ Guerrero Negro La Paz Bahia de los Angeles Perd
Obs. Esp. Obs. Esp. Obs. Esp. Obs. Esp.
Got1  A-A 47 47.01 32 31.364 36 34.424 9 8.053
A-B —- - — — — — 0 1.895
A-C 2 1.979 6 7.273 5 8.153 - —
B-B — - — — - - 1 0.053
B-C - - - — — — -— —
c-C 0 0.01 1 0.364 2 0.424 - —
Pgm A-A 31 28.394 24 16.563 34.014 1 0.353
A-B 7.211 1 15.873 0 1.972 3.294
B-8 0.394 1" 3.563 0.014 6 5.353
Lapt A-A 36 36 36 36 36 36 8 7.158
A-B - - — — — — 2.684
B-B - — - - — - 1 0.158
Lap2 AA 19 17,958 24 24.93 22 21.69 1.867
A-B 13 15.085 12 10.141 12 12.62 4.267
B-B 4 2.958 0 0.93 2 1.69 1.867
Mdh1  A-A 34 34 27 25.068 38 37.12 2 2
A-B — — - — 2 1.904 — -
A-C —_ - 7 10.863 1 2.855 — -
B-B — - - — 0 0.012 — —
B-C -~ - - — 0 0.072 — -
c-C - — 3 1.068 1 0.036 — -
Mdh2 A-A K} 3 33 3114 43 43 0 0.067
A-C - - 1 4718 - — 2 1.867
Cc-C —_ — 2 0.141 — — 6 6.067
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Tabla 8. continuacion.

Locus Clase  Guerrero Negro La Paz Bahia de los Angeles Peru

Obs. Esp. Obs. Esp. Obs. Esp. Obs. Esp.
Pgi  A-A 21 11.975 24 15.887 22 13.324 1 0.158
A-B —_ — — — — — 0 2.526
A-C 2 20.051 0 16.225 0 17.352 1 0.158
B-8 —_— — —-— — -— — 8 6.316
B-C — — — - — — 0 0.842

cCc ,17 7.975 12 3.887 14 5324 0 0
Pepl A-A 49 49 39 39 43 43 9 8.053
A-B -— — — — — — 0 1.895
8-B — —_ — — — — 1 0.053
Pep3 A-A 49 49 39 39 43 43 2 0.316
A-B — — — — — — 0 3.368
B-8 - — — - — — 8 6.316
Mel A-A 32 32 20 20 29 29 5 2.368
A-8 — — — — —_ —_ 0 421
A-C — — — - — — 0 1.053
B-B - — — — - — 4 1.474
B-C — — — —_ - — 0 0.842
c-C — — = — — - 1 0.053
Gpd AA 21 21 29 29 27 27 3 1.154
A-B — — — - — - 0 3.692
B-8 —_ —_ -— — —_— — 4 2.154
Tpi  AA 2 0.182 2 0444 0 0 2 0.588
A-B 1 4636 B 7m 1 1 3.826

B-B 25 23.182 26 24.444 35 35 6 4.588
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Distancia Genética de Nei (1978)

Al analizar las distancias genéticas entre las poblaciones, es posible observar,
que el valor que existe entre GN-BA fué de 0.0004 y entre LP-GN y LP-BA de
0.003 (Tabla 9). A su vez, el valor de distancia entre GN-P fué de 0.174 y entre
LP-I? de 0.153. La mayor distancia entre poblaciones se registré6 para BA-P,
siendo ésta de 0.177 (Tabla 9). Debido a que no existen antecedentes. sobre el
valor de distancia entre las especies N. subnodosus y N. arthriticus, identificar
los valores 0.153, 0.174 y 0.177, sugiere que las diferencias geneélicas entre

estas dos especies, se encuentran dentro del intervalo 0.153-0.177.

Con objeto de identificar graficamente, las diferencias génicas entre especies y
entre poblaciones, se aplicd un analisis de agrupamiento empleando el método
UPGMA, especificando en el célculo el uso del coeficiente de distancia genética
sin sesgo de Nei (1978). Los resultados obtenidos, fueron muy similares a los
presentados en la tabla 9. El dendrograma, permite observar la presencia de tres
grupos. La distancia de corte en el primer grupo, formado por la poblacién de GN
y BA (N. subnodosus), es de 0.00043. El segundo grupo, esta formado por LP
(N. subnodosus) y presenta una distancia de corte de 0.00307. El tercer grupo,
formado por la poblacién de P (N. arthriticus), presenta una distancia de corte de

0.16795 (Fig. 17).
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Tabla 9. Similitud genética, abajo de la diagonal, y distancia genética, arriba de la diagonal
(Nei, 1978), entre las tres poblaciones de N. subnodosus (GN, LP y BA) y la poblacion de
N. arthriticus (P)

Poblaciones GN LP BA P
GN St 0.003 0.000 0.174
LP 0.997 e 0.003 0.153
BA 1.000 0.997 Gaeee 0.177
P 0.840 0.858 0.837 e )
Distancia

0.20 0.17 013 0.10 0.07 0.03 000
|

P
P
I 1 ' | 1 | Ll | L L I | 1

0.20 0.17 0.13 0.10 0.07 0.03 0.00

Fig. 17 Andlisis de agrupamiento por medio del método UPGM, con los coeficientes de distancia
genética sin sesgo de Nei (1978), para las poblaciones de N. subnodosus (GN, BA y LP) y la
poblacién de N.arth riticus (P).
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Estadisticos F de Wright

A partir de los valores de Fis, en los loci Got-1, Mdh-1 y Lap-2, se infiere la
tendencia hacia la endogamia en las tres poblaciones, pero para el resto de loci,
particularmente Pgm, Mdh-2 y Pgi, se deduce la ausencia de este fenémeno
(Tabla 10). El identificar valores positivos de Fis por locus y para los loci, sugiere
que existe una deficiencia de heterocigotos con respecto al modelo de Hardy-
Weinberg (Tabla 10). En cuanto a los valores de Fr, en los loci Got-1 Mdh-1 y
Lap-2, se observa también la tendencia a la endogamia, pero en el resto de loci
hay una probable ausencia de este fenémeno. Al ser todos los valores de Fir
positivos, a nivel de locus y sobre todos los loci, es posible inferir que existe una

deficiencia de heterocigotos en las poblaciones de N.subn odosus (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de los indices Fis, Fir ¥ Fsr (Weir y Cockerham 1984), de la
identidad por descendencia. Relat (Hamilton, 1971) y de los componentes de la
varianza Sig_a entre las poblaciones; Sig_b entre los individuos dentro de las
poblaciones, y Sig_w en los individuos, para las poblaciones de N. subnodosus
de La Paz, Guerrero Negro y Bahia de los Angeles, México.

Locus  Fis Fit Fst Relat Sig a Sig b Sigw
Got-1 0.26 0.27 0.02 0.03 0.00 0.03 0.10
Pgm 0.88 0.90 0.14 0.15 0.04 0.21 0.03
Lap-2 0.02 0.03 0.01 0.02 0.00 0.01 0.34
Mdh-1 0.37 0.42 0.09 0.13 0.01 0.05 0.09
Mdh-2 0.79 0.80 0.05 0.05 0.00 0.03 0.01
Pgi 0.96 0.96 -0.01 -0.01 -0.01 0.47 0.02
Tpi 0.53 0.55 0.03 0.04 0.00 0.07 0.06
Loci 0.57 0.59 0.04 0.05 0.06 0.87 0.65




El indice F;r con un valor maximo (1.000), indica que no existen subpoblaciones
y con valor minimo (0.000), que las poblaciones estan completamente aisladas.
Asi, para los loci Got-1 Mdh-1 y Lap-2, las poblaciones de N. subnodosus
tienden hacia el aislamiento, lo cual no ocurre con el resto de loci. Al observar
los valores de Fis y de Fir, en todos los casos el indice de entrecruzamiento es
menor al indice de entrecruzamiento total, lo cual sugiere que existe flujo génico
entre las poblaciones (Tabla 10). El indice Fsr indica que, para Got-1, Lap-2,
Mdh-2, Pgi y Tpi, las poblaciones presentan una escasa diferenciacion. Por otro
lado, Pgm y Mdh-1, muestran una mayor diferenciacion. En términos generales
el valor de Fsr para todos los loci (0.04), indica una escasa diferenciacion y pone

de manifiesto, la falta de estructura genética (Tabla 10).

La tendencia que se observa a partir de los valores de los componentes de la
varianza, de los cuales se calcularon los estadisticos F de Wright, hace evidente
que para Pgm, Mdh-2, Pgi y Tpi, la mayor proporcion de varianza se explica por
el componente entre los individuos dentro de las muestras (Sig_b); para Got-1,
Lap-2 y Mdh-1 la mayor proporcion de la varianza se explica por el componente
dentro de los individuos (Sig_w). Debido a que en ninguno de los loci el
componente entre' las muestras (Sig_a) fue determinante, se infiere la ausencia

de estructura genética en N. subnodosus, ya evidenciada por Fsr (Tabla 10).
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De acuerdo con Queller y Goodnigth (1989), la identidad por descendencia
promedio de los individuos (Relat) tiene un valor de 0, cuando la asociacion
entre los grupos se da al azar, un valor de 0.5, cuando los grupos son
descendientes directos de los progenitores, de acuerdo a las probabilidades
mendelianas y un valor de 0.25, cuando sélo son descendientes directos de uno
de los dos progenitores, donde uno de ellos se mantiene constante, pero el otro,
es cambiado de una generacion a otra. De los valores de Relat, obtenidos para
cada locus, se infiere que la asociacion de los individuos dentro de las
poblaciones de N. subnodosus, presenta una tendencia azarosa, condicion que

es constante al observar el valor de todos los loci (Tabla 10).

De acuerdo con el procedimiento numerico Jackknife, los valores promedio de
los estadisticos F de Wright para todos los loci (Tabla 11), son similares al
patron observado en la tabla 10. En cuanto al error estandar, es necesario
enfatizar que para Fis y Fir, en los loci Got-1, Pgm, Lap-2 y Pgi, los valores
excedieron al error estandar. A su vez, para Fsr y Relat, en los loci Pgm, Mdh-1
y Pgi, también sobrepasaron el error estandar (Tabla 11). Al considerar que todo
valor mayor al error estandar puede provocar un sesgo, es necesario guardar

precaucién con respecto a las inferencias que involucren a estos indices, para

estos loci.



Tabla 11. Valores promedio y error estandar de los estadisticos F, calculados
mediante el Jackknife, e intervalo de confianza al 95% para los estadisticos F,
calculado mediante el Bootstrap, para las poblaciones de N. subnodosus de la
Paz, Guerrero Negro y Bahia de los Angeles, México.

Jackknife )
Promedio  Error Estandar  Intervalo de Confianza 95%
FIS 0.60 0.25 (0.17, 0.88)
FIT 0.61 0.24
FST 0.03 0.03 (0.00,0.10)
Relat 0.04 0.05
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Respecto al intervalo de confianza, obtenido mediante el procedimiento

numeérico Bootstrap, los valores de Fis y Fyr para los loci Lap-2 y Pgi (tabla 10),

no estan comprendidos por éste (Tabla 11). De igual forma, los valores de Fsr

para los loci Pgm y Pgi (Tabla 10), exceden los limites del intervalo (Tabla 11).

En cuanto a Relat, los valores de los loci Pgm y Pgi (tabla 10), no estan

comprendidos por el intervalo (Tabla 11).

ANALISIS MORFOMETRICO

Primera Aproximacion del ACP

En la aproximacion geométrica del Analisis de Componentes Principales (ACP),

se logré observar a dos grupos de objetos en el espacio reducido compuesto por

los componentes | y Il (Fig. 18). El primer grupo, se caracterizé por ser muy

apretado y por estar compuesto, por los objetos que representaban a los

individuos de las poblaciones de N. subnodosus (Fig. 18A). El segundo grupo,



era menos apretado e integraba, a los objetos que representaban a los

individuos de la poblacién de N. arthriticus (Fig. 18B).

3
-
o
-0
-
o

Cormp, 2
01
1

-0.3 02 -0.1 00 0.1 02
Comp. 1

Fig. 18. Diagrama en espacio reducido compuesto por el Componente |
y Il, donde se aprecian dos grupos bien definidos. A: enjambre apretado
compuesto por las tres poblaciones de N. subnodosus BA: 43 ind., GN:
49 ind. y LP: 39 ind.; B: enjambre que representa a la poblacion de N.
arthriticus P: 10 ind. El empaquetamiento de los grupos es arbitrario.

Caracteres Morfométricos Asociados a los Componentes del ACP

Mediante la aproximacion matematica del ACP, se identificaron para la poblacién
BA (N. subnodosus), cuatro componentes significativos, para la poblacion GN
(N. subnodosus) tres, para la poblacion LP (N. subnodosus) dos y para la

poblaciéon P (N. arthriticus) tres. Para todas las poblaciones, la proporcion de la
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varianza que es explicada por el componente | fue > 80% y la proporcion

explicada por los componentes | y |l siempre fue > 90%.

Los valores de correlacion de Kendall, identificaron para la poblacion BA (N.
subnodosus), que 14 caracteres estaban asociados al componente |. De éstos,
13 variaron directamente entre si e inversamente con respecto a AB/W. Al
componente |l, se asociaron RCN, LCN y R, todos presentaron una variacion

directa. Ningun caracter se asoci6 al componente Il y IV (Tabla 12).

Para la poblacion GN (N. subnodosus), 12 caracteres se asociaron al
componente |, éstos variaron directamente entre si, pero inversamente con
respecto a AB/W. Al componente |l, se asociaron tres caracteres, RCN y R,
variaron directamente entre si e inversamente con respecto a J. El caracter LCN,
fue el Unico que se asocid al componente lll (Tabla 13). Al componente | de la
poblacion de la Paz (N. subnodosus), se asociaron 15 caracteres, de éstos, 14
variaron directamente entre si e inversamente con respecto a AB/WC. Los

caracteres RCN y LCN, se asociaron directamente al componente |l (Tabla 14).

Para la poblacion de Isla Lobos de Tierra, Pert (N. arthriticus), al componente |
se asociaron 15 caracteres, de los cuales 13 presentaron una variacion directa
entre si e inversa con respecto a R y AB/W. Al componente |l, se asociaron LCN

y R, los cuales variaron directamente. Al componente lll, se asociaron RCN y R,
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éstos variaron inversamente. Es importante mencionar que R, estuvo asociado a

los tres componentes con un valor de correlaciéon de 0.02 (Tabla 15).

Para todas las poblaciones, al componente | se asociaron la mayoria de los
caracteres morfométricos, su niumero varié entre 13 y 15. De igual manera al
componente I, se asociaron entre dos y tres caracteres. Debido a que, la
combinacién de variables que se asociaron al componente |l, es exclusiva para
cada una de las poblaciones, es posible sugerir que este componente es el que

establece las diferencias observadas, en la figura 18.

Tabla 12. Valores de correlacion de Kendall entre los componentes significativos del
ACP y los 17 caracteres morfométricos de la poblacion de N. subnodosus de Bahia
de los Angeles, B.C., México. Negritas y subrayado: valores mas altlos de

correlacion.

Caracteres PC1 PC2 PC3 PC4
AB -0.81 -0.12 -0.13 0.27
AC -0.82 -0.03 -0.11 0.34
AP -0.46 -0.13 -0.13 -0.15
DE -0.58 -0.09 -0.22 -0.06
FG -0.50 -0.06 -0.25 0.28
HI -0.42 -0.10 0.10 0.06
K -0.34 0.25 -0.23 0.23
J -0.35 0.08 0.00 0.19
RLM -0.68 -0.24 -0.15 0.09
LM -0.74 -0.18 -0.09 0.16
AN -0.61 0.08 0.02 0.32
BO -0.69 0.09 0.00 0.26
RCN -0.37 -0.52 0.28 0.19
LCN -0.27 -0.49 0.31 0.1
R -0.04 0.23 -0.02 0.03
wMm -0.59 0.09 -0.34 0.50
AB/W 0.50 -0.07 0.16 -0.25 -




Tabla 13. Valores de correlacion de Kendall entre los componentes
significativos y los 17 caracteres morfométricos de la poblacion de N.
subnodosus de Guerrero Negro, B.C., México. Negritas y subrayado:
valores mas altos de correlacion

_ Caracteres PC1 PC2 PC3
AB -0.80 0.34 0.42
AC -0.80 0.33 0.35
AP -0.50 0.04 0.30
DE -0.54 0.01 042
FG -0.40 0.01 0.14
HI -0.41 -0.03 0.13
K 0.32 0.18 0.08
J -0.27 0.30 0.11
RLM -0.63 0.14 0.31
LLM -0.70 0.16 0.37
AN -0.53 0.19 0.33
BO -0.55 o1 0.18
RCN 0.50 -0.64 0.7
LCN 0.37 -0.40 -0.49
R 0.03 -0.16 -0.06
WM -0.65 0.37 0.37
AB/W 0.45 0.11 -0.18

Tabla 14. Valores de correlacion de Kendall entre
los componentes significativos y los 17 caracteres
morfomeétricos de la poblacion de N. subnodosus de
La Paz, B.C.S., México. Negritas y subrayado:

valores mas altos de correlacion.

Variables PC1 PC2
AB -0.84 -0.18
AC -0.84 0.22
AP -0.57 0.10
DE -0.7% -0.25
FG -0.63 -0.19
HI 0.63 0.15
K 0.65 -0.14
J -0.65 -0.32
RLM -0.80 -0.19
LLM 0.79 -0.18
AN 0.72 -0.25
BO 077 0.27
RCN -0.48 -0.80
LCN -0.46 -0.82
R -0.25 0.02
WM 0.75 0.1

ABW 068 0.07




Tabla 15. Valores de correlacion de Kendall entre los componentes
significativos y los 17 caracteres morfométricos de la poblacion de N.
arthriticus de la Isla Lobos de Tierra, Per(. Negritas y subrayado:

valores mas altos de correlacion.

Variables PC1 PC2 PC3 B
AB -0.73 0.29 -0.33
AC -0.96 0.42 -0.47
AP -0.69 0.16 -0.20
DE -0.82 0.38 0.33
FG -0.76 0.40 -0.44
HI -0.87 0.51 -0.56
K 0.38 0.1 -0.24
J 0.29 0.02 -0.07
RLM -0.69 0.16 -0.20
LLM -0.69 0.16 -0.20
AN -0.82 0.38 042
BO -0.91 0.47 0.42
RCN -0.60 0.78 0.91
LCN 0.51 0.96 -0.82
R 0.02 0.02 0.02
WM -0.60 0.16 -0.20
AB/W 0.93 -0.44 0.49

Prototipos de las Poblaciones (FEO)

Las Funciones Empiricas Ortogonales (FEO) de GN, BA, LP (N. subnodosus) y
P (N. arthriticus) (Tabla 16), explicaron una proporciéon de la varianza > 80% vy
presentaron un valor propio (eigenvalor) > 1. Por tal razén, las FEO o prototipos
de las poblaciones, son consideradas como estadisticamente significativas. En
la aproximacion geométrica del analisis de discriminantes basado en el ACP,
que se aplico a las FEO o prototipos, se observa como los centroides de los
prototipos de las poblaciones, se separan entre si, en el espacio reducido
compuesto por los componentes | y Il (Fig. 19). Debido a que en el calculo sélo

el componente | presenté significancia, la distancia entre centroides, a lo largo
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del eje correspondiente a este componente, es un indicador fidedigno de la

separacion morfométrica entre los prototipos.

Los centroides de los prototipos de las poblaciones pertenecientes a N.
subnodosus, se ubicaron en un intervalo de 1 a -4 unidades del componente |.
La separacion entre los centroides correspondientes al prototipo de BA y LP, es
de 2 unidades, la presente entre BA y GN, es de 6 unidades y entre LP y GN, de
4 unidades. El centroide del prototipo correspondiente a la poblacién de N.
arthriticus (P), se ubicé en las 5 unidades del componente |; de esta forma, P se
separa de BA por 4 unidades, de LP por 6 unidades y de GN por 10 unidades

(Fig. 19).

Con objeto de identificar cambios en el orden que presentaron los centroides de
los prototipos de las poblaciones de N. subnodosus y N. arthriticus, se incorpord
la FEO de la poblacion de L. nodosus (Tabla 17). Al realizar el andlisis de
discriminantes, basado en el ACP, habiendo incorporado a la poblacion de L.
nodosus, de nueva cuenta se observd que sélo el componente | presentd
significancia, por lo tanto, la distancia entre centroides a lo largo del eje de este
componente, resuita ser un indicador de la separaciéon morfométrica entre los

prototipos, en la aproximacion geométrica del ACP (Fig. 20).



Tabla 16. FEO basadas en el ACP. BA: componente | de Bahia de los
Angeles (N. subnodosus);, GN: componente | de Guerrero Negro (N.
subnodosus), LP: componente | de La Paz (N. subnodosus), P:
componente | de Isla Lobos de Tierra, Pera (N. arthriticus).

BA GN LP P
AB 637.71 1100.25 743.24 322.96
AC 635.91 1037.94 715.34 302.83
AP 203.03 325.68 250.06 108.32
DE 347.97 546.92 410.06 169.24
FG 152.91 205.89 153.61 65.16
HI 177.55 241.57 169.72 69.97
K 64,52 11462 8463 29.81
J 47 .15 89.85 57.56 18.78
RLM 337.72 523.58 386.26 167.22
LLM 313.26 48543 361.06 140.68
AN 330.43 509.82 356.52 149.72
BO 353.61 54945 366.65 153.21
RCN 101.09 564.70 317.70 409,78
LCN 97.90 517.97 27713 413.26
R 60.38 64.29 58.28 31.94
WM 173.44 708.08 358.64 116.00
ABW 5.79 2.24 3.54 3.20
1 0 1
L 1 1
™~ 4 GN P
™~
g o - o
8 LP
bA | -
Ll
] i L] L
4 2 0 2 4
Comp 1

Fig. 19. Esquema en espacio reducido resultante del Analisis de
Discriminantes basado en el ACP, empleando una rotacion VARIMAX, que se
aplico a las FEO de las poblaciones de N. subnodosus (BA, GN y LP) y de la
poblacién de N.arth riticus (P).
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Al incluir el prototipo de la poblacion de L. nodosus, la posicion de los centroides
rotd en el espacio reducido compuesto por los componente |y Il, con respecto a
la figura 18 (Fig. 19). El esquema en espacio reducido, muestra a los centroides
de los prototipos de las tres poblaciones de N. subnodosus, ubicados entre 0y 6
unidades del componente |. El centroide del prototipo de la poblacion de N.
arthriticus, se localiza a -3 unidades y a -5 unidades, el de la poblacion de L.

nodosus (Fig. 20).

Entre los centroides de los prototipos de las poblaciones N. subnodosus la
distancia se mantuvo similar a la de la figura 18; esto es, la distancia entre BA y
LP es de 2 unidades, entre BA y GN, de 6 unidades y entre LP y GN, de 4
unidades (Fig. 20). El centroide del prototipo de la poblacion de N. arthriticus (P),
se ubico en -3 unidades del componente |, manteniendo 4 unidades de distancia
con BA, pero disminuyendo su distancia a 5 unidades con LP y a 9 unidades con
GN (Fig. 19). A su vez, el centroide del prototipo de la poblacion de L. nodosus
(V), dist6 6 unidades de BA, 7 unidades de LP, 11 unidades de GN y se ubico, a

solo 2 unidades de P (Fig. 20).



Tabla 17. FEO basadas en el ACP. BA: PC1 de Bahia de los Angeles (N.
subnodosus), GN: PC1 de Guerrero Negro (N. subnodosus), LP: PC1 de La Paz
(N. subnodosus). P: PC1 de Isla Lobos de Tierra, Peri (N.arth riticus); V: PC1 de
la costa occidental de Venezuela (L.no dosus).

BA GN LP P v
AB 637.71 1100.25 743.24 322.96 187.47
AC 635.91 1037.94 715.34 302.83 176.40
AP 203.03 325.68 250.06 108.32 60.15
DE 347.97 546.92 410.06 169.24 98.91
FG 152.91 205.89 153.61 65.16 3488
HI 177.55 241,57 169.72 69.97 38.07
K 4 64.52 114.62 8463 29.81 20.31
J 47.15 89.85 57.56 18.78 15.97
RLM 337.72 523.58 386.26 157.22 91.67
LM 313.26 48543 361.06 140.68 81.88
AN 330.43 509.82 356.52 149.72 86.46
BO 353.61 549,45 366.65 153.21 87.89
RCN 101.09 564.70 317.70 409.78 118.08
LCN 97.90 517.97 277.13 413.26 112.16
R 60.38 64.29 58.28 3194 15.72
WM 173.44 708.08 358.64 116.00 46.81
AB/W 5.79 224 3,54 3.20 1.89
1 0 | 2
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Fig. 20. Esquema en espacio reducido resultante del Analisis de Discriminantes
basado en el ACP, empleando una rotacion VARIMAX, que se aplico a las FEO de
las poblaciones de N. subnodosus (BA, GN y LP), de la poblacion de N. arthriticus
(P) y de la poblacién de L. nodosus (V).
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DISCUSION

ANALISIS BIOGEOGRAFICO

Analisis Biogeografico-Ecologico de Lyropecten y Nodipecten

Al analizar con detenimiento los limites de distribucion de las especies, de que
se componen los géneros Lyropecten y Nodipecten en las costas de América
(Fig. 6), se observa que L. kallinobilosus, L. antillarum y N. magnificus,
presentan una distribucion circunscrita a una area particular. Las dos primeras,
limitadas dentro de la provincia tropical del Atlantico Occidental a la peninsula de
Florida y oeste de las Bermudas, la tercera, localizada en la provincia Galapagos
y restringida a las Islas Galapagos, asi como a la costa de Ecuador. Por
presentar un area de distribucion limitada, estas tres especies pueden ser

consideradas estenécoras (Vermeij, 1978; Cox y Moores, 1980; Margalef, 1980).

La distribucién limitada que presentan L. kallinobilosus, L. antillarum y N.
magnificus, también ha sido observada en otros invertebrados marinos, tales
como moluscos bivalvos y crustaceos. Para éstos, las corrientes oceanicas y la
temperatura, son los principales determinantes de su distribucion (Verwey, 1966;
Garth, 1967, Scheltema, 1971; Vermeij, 1980a; Correa-Sandoval, 1995: Correa-

Sandoval y Rodriguez-Cortes, 1998; Correa y Carvacho, 1991). Se sugiere, que



el efecto de estos parametros sea similar al observado en otros grupos, para las

especies estenocoras de Lyropecten y Nodipecten.

Empleando ofra estrategia, se encuentran las especies L. nodosus, N.
subnodosus y N. arthriticus, éstas por presentar una amplia area de distribucion
son consideradas especies euricoras (Vermeij, 1978; Margalef, 1980). Respecto
al tipo de distribucion que presentan estas especies, continua o contagiosa
(Margalef, 1980; Myers y Giller, 1990; Futuyama, 1998), ninguno de los autores
que las describen presentan informacion al respecto, limitAndose a ubicar

exclusivamente sus limites de distribucion.

De acuerdo con lo encontrado por la presente investigacion, las especies
euricoras L. nodosus y N. subnodosus, presentan registros fésiles en aguas
templado calidas, subtropicales y tropicales. Por tal razén, es probable que estas
especies presenten una tolerancia mayor a la temperatura, de la misma manera
como lo hacen otras especies de moluscos y crustaceos (Verwey, 1966; Vermeij,
1980a; Ramirez, 1983; Cordero, 1984; Correa-Sandoval, 1984; 1988; 1995). En
el caso de N. arthriticus, esta especie puede tener una tolerancia menor al de las
otras dos especies, lo cual es probable que influya en que se distribuya

exclusivamente en aguas tropicales y subtropicales.
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Alun cuando N. arthriticus y N. subnodosus, se traslapan en su area de
distribucion, no existe informacion o registros fésiles que evidencien procesos de
competencia o describan una distribucion batimétrica en el habitat. En este
sentido, la distribucion batimétrica de N. subnodosus puede ser una variable
importante, para su distribucion en aguas tropicales. Los organismos de esta
especie, se localizan entre 6 y 10 m en su limite norte de distribucion, pero en
latitudes menores, por ejemplo Huatulco, Oaxaca, México, ha sido colectada a
mas de 40 m, donde la temperatura es menor a los 18° C. Esta evidencia
sugiere que N. subnodosus, puede ser una especie de aguas templadas y que
su dispersion, hacia latitudes ecuatoriales, probablemente es facilitada por la
profundidad, o bien, que algun proceso biotico este provocando su

desplazamiento de aguas someras a profundas.

Dentro de los procesos biéticos, involucrados en la distribuciéon tropical de las
poblaciones de N. subnodosus, se encuentra la competencia por espacio intra e
interespecifica, muy probablemente a nivel larval o por alimento, a la que estan
sujetas en estas latitudes, donde la diversidad de especies es mayor. Otra
explicacion probable es que, la depredacion por poliquetos y cangrejos
braquiuros (Vermeij, 1978; Correa-Sandoval, 1988), limita la distribucion vertical

de esta especie y solo a esta profundidad, escapa de los depredadores.
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Debido a la extraccion que tiene N. subnodosus, como recurso pesquero, habria
que examinar con detalle la disminucion en el tamafio o las dimensiones
corporales que presenta esta especie, a medida que se distribuye hacia latitudes
tropicales. Este fenébmeno, puede ser producto de una estrategia, para salvar la
elevada competencia presente en aguas tropicales, pero también, puede
deberse a una respuesta de las poblaciones, hacia una extraccion
indiscriminada por el hombre, tal y como se ha observado que ocurre, con otras
especies que soportan pesquerias. En otro sentido y desde el punto de vista
fisiolégico, la disminucion de tamafio, puede responder a una estrategia para
perder mas rapidamente calor, lo cual constituye una ventaja en los tropicos

(Vermeij, 1978, Mayr, 1963; 1970; Eldredge, 1999; Correa-Sandoval, 2002).

Aquello que salta a la vista en el analisis biogeografico de Lyropecten y
Nodipecten, pero sobre todo para N. subnodosus, es la importancia de la
temperatura, en el establecimiento de los limites de distribucion de las especies
y el de las corrientes marinas, como los vectores que ayudan a homogenizar, en
cuanto a temperatura, las masas de agua. Debido a que la distribucion de las
especies aparece fuertemente ligada a las ocasionales temperaturas extremas,
los limites de distribucion de N. subnodosus y que coinciden, con la posicion de
la isoterma de 20° C de verano en ambos Hemisferios, se explican por la
fluctuaciéon estacional, de la corriente fria descendente de California, en el

Hemisferio Norte y la corriente fria ascendente del Peru, en el Hemisferio Sur.
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De esta forma, es posible identificar a las temperaturas extremas bajas, como el
factor fisico oceanografico determinante para el establecimiento de los limites de
distribucion de N. subnodosus. Ademas, estas temperaturas al prevalecer en las
corrientes oceanicas que dispersan a las larvas, también pueden afectar su
viabilidad al momento de iniciar la metamorfosis para asentarse. Son estas
temperaturas y las corrientes oceanicas en gran medida, responsables de que
se presente un reclutamiento exitoso. Por tanto, es posible generalizar que
desempefian un papel determinante, en la distribucion actual que presentan los

géneros Nodipecten y Lyropecten, en las costas de América.

Analisis Biogeografico-Histérico de Lyropecten y Nodipecten

Lyropecten y Nodipecten, son macropectinidos o pectinidos de mas de 90 cm de
largo total. Estos, en general, son los elementos mas distintivos de la fauna
molusca del Cenozoico Tardio, de la costa Noreste del Pacifico (Addicott, 1974).
Por su abrupta aparicion y por su diversificacion durante el Mioceno Temprano
de Europa (Estados Aquitaniano y Burdigaliano), permitieron diferenciar a la
fauna molusca del Nedgeno, de la del Palebgeno (Davies, 1934). Su presencia
también es empleada para reconocer el limite entre el Oligoceno y Mioceno, en
las secuencias del Terciario de la costa del Pacifico (Woodring, 1938; Cox, 1942;

Woodford, 1942).



Los macropectinidos, estan representados en el estado Vaqueros del Oligoceno
de California, por el género Vertipecten, pero durante el Mioceno Temprano,
aparecen cuatro géneros mas, entre estos, Lyropecten. Esta tendencia, se
mantuvo durante el primer tercio del Mioceno Medio, haciendo su aparicion en el
Pacifico Norte, para California, dos nuevas especies de Lyropecten, L.
crassicardo (Conrad) y L. estrellanus (Conrad) (Addicot, 1974). Después de la
culminacion de un periodo calido, durante el intervalo del Oligoceno tardio al

Mioceno medio, sigui6é uno de enfriamiento (Addicott, 1969a; 1970; 1974).

En respuesta a este enfriamiento, que ejercié su influencia sobre las aguas
someras que formaban el ambiente costero, los géneros Amusium,
Amussiopecten y Vertipecten, se extinguieron hacia el final del Mioceno Medio.
Para el Mioceno Tardio, estuvieron presentes los géneros Fortipecten,
Patinopecten y Lyropecten, éste ultimo integrado en California por L. crassicardo
(Conrad), L. estrellanus, (Conrad), L. ricei (Trask) (Masuda y Addicott, 1970).
Para el Occidente de Estados Unidos, sélo los géneros Lyropecten y
Patinopecten (Lituyapecten), estuvieron representados durante el Plioceno y a
finales de este periodo, ambos se extinguieron (Hanna, 1926; Durham, 1950;

Hertlein, 1966; Addicott, 1974).

De esta forma, aparentemente Lyropecten (sesu Smith, 1991), fue reemplazado

durante el Plioceno por el género de aguas calidas Nodipecten (sensu Smith,
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1991), el cual fue representado por la especie N. veatchi (Arnold) en el Golfo de
California (Hanna 1926, Durham 1950, Hertlein 1966, Addicott 1974) y a lo largo
de la costa suroeste de Baja California (Arnold 1906, Addicott 1974). Existe un
registro de Nodipecten, del Plioceno Temprano, en la cuenca de Los Angeles
(Arnold 1906), pero éste debe ser considerado con reserva, debido a que no se
ha sido ver-iﬁcado por estudios subsecuentes (Hoots, 1931, Durham y Yerkes,

1964; Vedder, 1972).

Aun cuando la anterior informacion indica que Nodipecten, data del Plioceno, de
acuerdo con Addicott (1974) y Smith (1991), este género se distribuyé durante el
Terciario en el Caribe, en el Pacifico Oriental Tropical y en el Atlantico
Occidental Tropical. Debido a que, los registros fosiles mas antiguos de N.
subnodosus del Norte de California, datan del Mioceno, Moore et al. (1952),
indican que este género y esta especie en particular, son neotropicales. Con
base en lo anterior, en la presente investigacion se considera que N.
subnodosus data del Mioceno, es una especie neotropical y es endémica de la

costa Pacifico de América.

En cuanto a su relacion filogenética, N. subnodosus, es posiblemente una
especie cognato de L. nodosus (sensu Smith, 1991), especie del Caribe y de la
costa del Atlantico Occidental Tropical o de su probable ancestro inmediato, N.

collierensis (sensu Smith, 1991). Registros fosiles de L. nodosus y N.



96

subnodosus del Mioceno, fueron encontrados co-ocurriendo en Florida,
Venezuela, la Patagonia y Baja California Sur, México (Smith, 1991). L. nodosus,
fue reportada como una especie de aguas calidas del Mioceno de la costa
Oriental Mexicana y para el Plioceno, como una especie de la parte sureste de la

Peninsula de Baja California (Smith 1991).

Durante el Mioceno Medio y Tardio, incluso el Plioceno Temprano, algunas
especies de pectinidos y ostréidos incrementaron su area de distribucion hacia
el norte. Ejemplo de este movimiento, para el Plioceno Temprano, se observo en
Argopecten circularis aequisulcatus, Flabellipecten stearnsii y Dendostrea
vealchii, especies originadas en Baja California, que migraron hacia el norte
llegando hasta la parte sur y media de California (Addicott, 1970; 1974, Piazza y
Robba, 1994). Posteriormente y debido al enfriamiento climatico progresivo del
Cuaternario, los géneros tropicales y subtropicales, como Nodipecten y
Lyropecten, desplazaron su area de distribucion de California hacia Baja
California (Parker 1964, Addicott 1969a; 1969b; 1974; Smith, 1991; Piazza y

Robba, 1994).

Para el Plioceno, la distribucién de pectinidos y ostréidos, estaba restringida a la
region sur de Baja California y solo algunas especies, se encontraban en el
Norte de California (Piazza y Robba, 1994). Para este periodo, fue reportada a

Patinopecten healeyi como un elemento anémalo, de aguas templado frias, que
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co-ocurrié con el género Nodipecten (sensu Smith, 1991), de aguas calidas en

Baja California Sur (Jordan y Hertlein, 1926; Addicott, 1974).

La ocurrencia mas confiable de Nodipecten del Plioceno, es la de la zona
denominada Piedras Rodadas en Loreto, Baja California Sur, México, donde una
asociacion entre vermétidos y Nodipecten fue observada formando lechos. Los
especimenes de Nodipecten, estaban embebidos en una densa matriz de tubos
de vermétidos de Chama sp. y Dosinia (Dosinia) ponderosa. Debido a que los
vermétidos son indicadores de aguas someras y calidas, cuya profundidad oscila
entre 2 y 5 m, se infiere que el género Nodipecten y la especie L. nodosus, se
asociaron a éstos, en un paleoambiente tropical en Baja California Sur, México.

(Piazza y Robba, 1994).

La exclusion actual que muestran las areas geograficas, del linaje de aguas
calidas Lyropecten-Nodipecten y del grupo Patinopecten, de aguas templado
frias, contrasta con la mayoria de las divergencias observadas durante Mioceno
y con el traslape que sufrieron éstos géneros, durante el Plioceno en el Norte y
Sur de California. Durante el Plioceno Patinopecten (Lituyapecten), migro hacia
el sur desde Alaska hasta California (Addicott 1969a; 1974), debido por lo menos

en parte, al enfriamiento climatico. La co-ocurrencia de fosiles de L. nodosus con

Patinopecten healeyi (Jordan y Hertlein, 1926; Smith, 1991; Piazza y Robba,
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1994), puede ser un reflejo de la retraccion gradual hacia el sur de Lyropecten y

de otros géneros de moluscos (Addicott 1969a).

Al considerar la informacién presentada, se infiere que probablemente durante el
Mioceno y Plioceno Temprano, las especies N. subnodosus y L. nodosus,
cohabitaron en el Pacifico Oriental y que, su limite hacia el norte, fue la costa de
California. Después del Plioceno Temprano, cuando el corredor Panamico se
cerrd, debido a la emersion de Centroamérica (Jackson et al., 1993; Vermeij,
1993), las poblaciones de L. nodosus, quedaron aisladas de las del Atlantico
Occidental. Con la incidencia de las bajas temperaturas, ocasionadas por las
glaciaciones del Cuaternario, N. subnodosus y L. nodosus, retrocedieron su area
de distribucién hacia el sur de la Peninsula de Baja California (Addicott, 1969a)

donde las aguas eran mas calidas (Piazza y Robba, 1994).

Estas condiciones de enfriamiento gradual global, fueron acompafiadas de un
decaimiento de la produccion primaria y del incremento en el oleaje, asi como de
las corrientes de la zona infralitoral somera (Jackson et al, 1993; Piazza y
Robba, 1994). Esta condicién, probablemente genero la extincion progresiva de
las poblaciones de L. nodosus y de otros moluscos bivalvos del Pacifico
Oriental. Al término de las glaciaciones del Cuaternario (1.2- 1.5 x 10* afios) y
con el incremento en la temperatura, N. subnodosus extendié su distribuciéon

hacia el norte en la costa Pacifico, estableciendo su actual limite de distribucion
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(Smith, 1991). L. nodosus, extinta en el Pacifico Oriental, se distribuyé en el
Atlantico Occidental Tropical de América, tal y como lo hace desde el Mioceno

hasta el presente.

La anterior resefia denota que, el género Nodipecten toler6 mejor las
condiciones de enfriamiento, ocasionadas por las glaciaciones o que encontro,
refugios que le permitieron sobrevivir y que por esa razén, no se extinguié como
L. nodosus. Dificilmente puede considerarse a N. subnodosus, una especie de
aguas templado frias, porque su limite de distribuciéon al norte, se encuentra en
la zona de transicion templado calida a partir del Pleistoceno y porque, su
incursion hacia las costas de California fue producto de condiciones calidas
inusuales en estas latitudes. Pero también, es dudoso aceptar, que es una
especie de aguas tropicales. La presente investigacién propone que, N.

subnodosus es una especie de aguas templado-calidas.

ANALISIS GENETICO

Variacion Genética de N.subn odosus y de N. arthriticus

Respecto a la variabilidad genética, destacé la presencia de alelos diferentes

entre N. subnodosus y N. arthriticus, en los loci Lap-1, Mdh-1, Pep-1, Pep-3, Me-

1, Gpd y Gdh. Estos loci resultaron de gran valor diagnostico y algunos de ellos,



100

fueron monomérficos (Fig. 14). Esta condiciéon, permite identificarlos como
marcadores genéticos de valor taxonémico, aunque con las reservas del caso,
debido a que, el tamafo de muestra entre las poblaciones es diferente y que, las
poblaciones analizadas, proceden de sitios ubicados en los extremos del area de

distribucion de N. subnodosus y de N. arthriticus.

Los valores de heterocigocidad promedio observada para las poblaciones de N.
subnodosus, son bajos, pero caracteristicos de moluscos bivalvos, el intervalo
para las poblaciones examinadas fue de 0.016 a 0.026. Resulta interesante
observar que las poblaciones de Guerrero Negro (GN) y Bahia de los Angeles
(BA) presentan el mismo comportamiento en los estimadores de variabilidad
genética (Tabla 8), aunque mostraron pequefas diferencias al analizar las
frecuencias alélicas (Fig. 14). La similitud entre estas poblaciones es explicable
debido a que los progenitores de los individuos recolectados en Bahia de los
Angeles provenian de Guerrero Negro. Las diferencias entre éstas, pueden
deberse a que, los individuos crecieron y se desarrollaron en diferentes

ambientes.

El valor de la heterocigocidad observada promedio y el porcentaje de los loci
polimorficos de la poblacion de N. arthriticus, fueron mayores a los que
presentaron las poblaciones de N. subnodosus. Las diferencias en los

estimadores de variabilidad genética para estas dos especies, deben de tomarse
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con precauciéon ya que, solo representan un area particular del area total de
distribucién de estas dos especies y el tamafio de muestra de N. arthriticus es
pequefio. AUn cuando estan presentes estas limitaciones, la informacion
aportada por el presente estudio permite diferenciar genéticamente a estas dos

especies de pectinidos.
Deficiencia de Heterocigotos en N. subnodosus y en N. arthriticus

A las poblaciones de N. subnodosus y N. arthriticus, se les identifico una
deficiencia de heterocigotos en los loci polimérficos examinados. Identificar
deficiencia de heterocigotos en loci enzimaticos de bivalvos marinos es comun
(Zouros y Mallet, 1987; Singh y Green, 1984; Raymond et al., 1997). Ejemplos
de este fenomeno, se encuentran en Brachidontes rostratus (Colgan, 1981), B.
variabilis (Lavee y Ritte, 1977), Mytilus californianus (Tracey et al., 1975,
Levinton y Fundiller, 1975), M. edulis (Milkman y Beaty, 1970; Koehn y Mitton,
1972; Koehn et al., 1976; Gartner-Kepkay et al., 1980), Modiolus auriculatus
(Lavee y Ritte, 1977), Ostrea edulis (Wilkins y Mathers, 1973), Crassostrea gigas
(Buroker et al., 1975; Fujio, 1979; Gosling, 1982), C. virginica (Singh y Z.ouros.

1978; Zouros et al., 1980) y Chlamys opercularis (Beaumont y Barnes, 1992).

Varias explicaciones han sido propuestas, para responder a la deficiencia de

heterocigotos. En términos generales éstas, se pueden clasificar en cuatro
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categorias: endogamia, presencia de alelos nulos, efecto Wahlund y seleccion
natural (Singh y Green, 1984; Zouros y Mallet, 1987). Existe una hipdtesis mas,
que se emplea como modelo para ostiones y que podria quedar comprendida en
la cuarta categoria, ésta se refiere a la aptitud inversa de los heterocigotos

(Williams, 1975; Clegg et al., 1978; Singh y Green, 1984; Zouros y Foltz, 1984).

En cuanto a la primera categoria, el hecho de que una poblacion sea panmictica,
asegura que el apareamiento entre dos individuos, no esté sesgado por su
parecido fenotipico, su grado de parentesco o por la distancia que los separa
dentro del area de distribucion de la poblacion. A diferencia de estas
condiciones, el grado de movilidad de los individuos en las poblaciones
naturales, en este caso a nivel larval, si determina la probabilidad de encuentro.
Esta determinacion, hace obvio que el apareamiento se realice, entre individuos
presentes en una zona restringida dentro del area de distribucion. La
consecuencia probable a este fenbmeno, es el incremento en las cruza de
individuos consanguineos, en una proporcion superior a la esperada (Carson,
1975; Santos, 1987; Williams, 1996). La endogamia, es muy probable que esté

presente en las poblaciones examinadas de N. subnodosus, debido a su

caracter gregario y al hermafroditismo que presenta la especie.

Los alelos nulos o alelos enzimaticamente inactivos; han sido reportados en

diferentes poblaciones vegetales y animales (Voelker et al., 1980a; Langley et
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al., 1981: Skibinski et al., 1983: Foltz, 1986; Lafiandra et al., 1987; Kato y Foltz,
1989; Gardner 1992). Estos, se caracterizan por no producir polipéptidos o los
que producen, no tienen actividad catalitica; en este caso, el defecto genético
esta restringido al locus seleccionado (Gardner, 1992), son muy raros y
generalmente, presentan una frecuencia menor a 0.005 (Selander y Yang, 1969;
Ayala et al., 1972; Coiné y Felton, 1977; Voelker et al., 1980a: 1980b: Langley et

al., 1981; Allendorf et al., 1982; Freeth y Gibson, 1985; Gardner, 1992).

La hipotesis de los alelos nulos, supone que no existe ventaja para el
heterocigoto y el orden, es simplemente una funcién del numero de alelos
activos (Zouros y Mallet, 1987). Una aparente correlacion entre el orden
fenotipico y la heterocigocidad, resultara de esta hipétesis, porque el analisis
electroforético no distingue entre los heterocigotos y los homocigotos nulos, para
el alelo activo asociado (Zouros y Mallet, 1987; Raymond et al., 1997) EIl
heterocigoto electroforético que presenta alelos nulos, es practicamente
indetectable, porque al no presentar actividad estos alelos, son observados vy
registrados como homocigotos (Gardner, 1992). Por esta razon y para las

poblaciones examinadas de N. subnodosus., estos alelos son practicamente

indetectables.

En el efecto Wahlund y debido al proceso dispersivo, causado por la deriva

génica, las frecuencias alélicas de las subpoblaciones de una especie, van



104

diferenciandose entre ellas progresivamente. Asi, al analizar en conjunto a todas
las subpoblaciones, sin considerar las diferencias progresivas entre estas, se
presenta una deficiencia de heterocigotos con respecto al modelo de equilibrio
(Santos, 1987, Raymond et al., 1997). Este fenébmeno, se presenta en las
especies que tienen una capacidad de dispersion mayor, por lo menos durante
uno de los estadios de su ciclo de biolégico (Carson, 1971, Santos, 1987,
Maynard, 1994; Raymond et al., 1997). De acuerdo con lo anterior, este
fenbmeno es muy probable que esté presente en N. subnodosus, aunque es
necesario precisar que, el efecto Wahlund y la deficiencia de- heterocigotos

resultante, pueden ser un artefacto del método de muestreo utilizado.

La seleccibn natural, al promover las adaptaciones necesarias para la
supervivencia genética de los individuos, permite la reproduccion de las
diferentes variantes genéticas alternativas en las poblaciones (Ayala y Valentine,
1979; Futuyma y Slatkin, 1983; Williams, 1996; Ridley, 1996; Futuyma, 1998).
Este proceso, es una manifestacion de las diferencias de la aptitud de los
individuos, para transmitir sus genes a las siguientes generaciones y es
denominado, valor adaptativo o eficacia biologica (Williams, 1996; Mitton, 1997).
Para N. subnodosus, esta categoria seria aplicable siempre y cuando, se
identificara la coexistencia de alelos, donde sus frecuencias estuvieran

determinadas por la relacion entre la aptitud de los homocigotos y heterocigotos.
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Debido a que el efecto de seleccion sobre una frecuencia génica, no sélo
depende de la intensidad de seleccion, sino de la frecuencia génica inicial
(Santos, 1987: Hartl y Clark, 1989; Harvey y Pagel, 1992: Ridley, 1996). La
aptitud presenta varios componentes que pueden ser correlacionados con la
heterocigocidad (Falconer, 1970). Entre éstos, se encuentran el crecimiento
(Zouros y Mallet, 1987), la viabilidad (Foltz y Zouros, 1984), la fertilidad
(Rodhouse et al., 1986), la actividad de locomocién (Garton, 1984) y la asimetria
fluctuante (Leary et al. 1983). Es discutible realizar estas correlaciones, ya que
su resultado es aleatorio, bajo ciertas condiciones se presentan para uno o mas
caracteres fisioldgicos, morfolégicos o conductuales, pero al repetir Ia

observacion puede o no presentarse la correlacion.

En cuanto a la aptitud inversa de los heterocigotos, ésta plantea que el exceso
de homocigotos en las especies con larvas pelagicas, depende de la edad y
estado de desarrollo; es alto, en grupos de individuos jévenes y bajo, en los de
edad avanzada. El grado de homocigocidad presenta, una correlacion negativa
con la tasa de crecimiento y por otra parte, los individuos de crecimiento lento,
presentan una tasa mayor de mortalidad después de asentarse. Estos
resultados, han pénnitido establecer que las aptitudes relativas de homocigotos
y heterocigotos, son diferentes durante la fase larval, de aquellos estadios que

suceden al asentamiento (Singh y Green, 1984).
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De acuerdo con esta hipotesis, la ventaja en Ia aptitud de los heterocigotos,
considerados como individuos de crecimiento rapido, es evidente Unicamente en
los estadios posteriores al asentamiento. El origen del exceso de
homocigocidad, con asociaciones entre heterocigocidad y tasa de crecimiento
después del asentamiento, puede ser explicado por la seleccion balanceadora.
Esta seleccion durante la fase pelagica larval, da lugar a la alta mortalidad, de
los heterocigotos de crecimiento rapido, debido a sus requerimientos altos de
alimento, comparada con la de los homocigotos de crecimiento lento. Esta
aptitud inversa, que conduce hacia el exceso de homocigotos durante el
asentamiento y en los nuevos reclutas (Singh y Green, 1984), muy
probablemente se esté presentando en N. subnodosus, pero que habria que

demostraria.

Al volver a considerar la idea original de explicar la deficiencia de heterocigotos
presente en las poblaciones de N. subnodosus y N. arthriticus, es importante
destacar que después del enorme esfuerzo de investigacion que se ha realizado
por casi 40 afos, aln se sigue debatiendo sobre este mismo tépico sin poder
explicar satisfactoriamente las causas del fenémeno. Para efecto de Ia presente
investigacion, se proponen varias hipétesis que pretenden explicar la razén por
la que se presenta la deficiencia de heterocigotos en N. subnodosus y N.
arthriticus, de éstas, aquella que se sugiere prestar mayor atencion, es la aptitud

inversa de los heterocigotos.
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Distancia Genética en N.subn odosus y en N.ar thriticus

De las medidas de distancia genética, la propuesta por Nei (1972), es la mas
utilizada en estudios de evolucion que analizan datos electroforéticos. La razén
por la que probablemente ocurre esto, es porque las sustituciones alélicas se
consideran producto del efecto combinado de la mutacién y de la deriva génica
(Sarich, 1977; Kimura, 1983). Para este indice existe una variante que genera el
valor de distancia sin sesgo de Nei (1978), éste oscila entre 0, en el cual todos
los alelomorfos son idénticos e «, donde no existen alelomorfos comunes. Este
indice puede presentar una valor mayor a 1 debido a que en periodos extensos
de tiempo evolutivo, un alelo puede ser sustituido mas de una vez (Nei, 1971;

1972; 1973; 1978; Avise, 1980; Thorpe, 1982; 1983; Nei, 1987a; 1987b).

Los valores de distancia genética de Nei (1978), para las poblaciones
examinadas de N. subnodosus (0.003 < D < 0.004) (Tabla 1 0), sugieren que las
poblaciones presentan casi todos sus alelomorfos idénticos, esto es, son
homogéneas. Esta homogenidad, también ha sido reportada en Baja California
para Haliotis fulgens por Zufiga et al. (2000). Los valores de distancia obtenidos
para N. subnodosus, al quedar comprendidos en el valor medio de distancia, que

identifica a poblaciones conespecificas (Hedrick, 1985; Beaumont, 1991) (Tabla
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18), indican que no existen diferencias genéticas en tiempo, entre las tres

poblaciones examinadas.

Los valores de distancia entre N. subnodosus y N. arthriticus (0.153<D <0.177)
(Tabla 10), son menores a los reportados por Beaumont (1991), quien compard
a cuatro especies de pectinidos pertenecientes a diferentes géneros (Pecten
maximus, Aequipecten opercularis, Mimachlamys varia y Chlamys distorta). Este
autor reporta, para estas especies, valores de distancia entre 1.532 < D < 2.749,
los cuales corresponden a aquellos que se observan entre géneros. A su vez,
los valores reportados por el presente estudio entre N. subnodosus y N.
arthriticus, quedan comprendidos en el intervalo que se reporta para especies

(Tabla 18).

En otro sentido, el dendrograma (Fig. 15) obtenido por el andlisis de
agrupamiento aplicado a las poblaciones de N. subnodosus, muestra que las
diferencias genéticas entre las poblaciones, tienden a disminuir en funcién de su
proximidad geografica. Esto es valido, siempre y cuando, se considere que las
poblaciones de Ggerrero Negro (GN) y de Bahia de los Angeles (BA), tienen un
origen comun. Debido a que los individuos de BA proceden de GN, los valores
de distancia que se estarian comparando para N. subnodosus, corresponderian

a sblo dos poblaciones, GN-BA y La Paz (LP).
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Tabla 18. Valores de distancia genética “D" (Nei, 1987) entre taxa organizados en varios niveles
taxonomicos. Se insertaron los valores reportados por Beaumont (1991) para cuatro especies de
pectinidos. **: valores obtenidos en el presente trabajo (N. subnodosus y N.art hriticus).

Taxa No.Taxa No.Loci Valores D Fuente

SUBESPECIES

Ciervo rojo 4 34 0.016  Gyllensten et al. (1983)

Ralén (M. musculus) 2 1. 0.194 Selander et al. (1969)

Ardilla 2 37 0.103 Smith y Coss (1984)

Lagartija (A.ca rolinensis) 4 23 0.335 - 0.351 Waesbster et al. (1972)

Grupo Drosophila willistoni — 3 0.228 + 0.026 Ayala et al. (1974)

Plantas (chiles) 4 26 » 0.02-0.07 Mcleod et al. (1982)
ESPECIES

Macacos 6 30 0.02-0.10 Kawamoto ef al. (1982)

Ardillas 2 37 0.56 Smith y Coss (1984)

Aves (Catharus) B 27 0.01-0.028 Avise et al. (1980a)

Pinzones de Galapagos 6 27 0.004 - 0.065 Yangy Pation (1981)

Lagartijas (Anolis) 4 23 132-1.75 Websler et al. (1972)

Lagartijas (Crotaphytus) 4 27 0.12-0.27 Montanucci et al. (1975)

Salamandras (Plethodon) 26 29 0.18 -3.00 Highton y Larson (1979)

Teledsteos (Xiphophorus) 6 42 036 -0.52 Morizot y Siciliano (1982)

Teledsteos (Hypentelium) 3 38 0.09-0.33 Buth (1979)

Grupo D.wil listoni (hermanas) 3N 0.54 £ 005 Ayala et al. (1974)

D.pseu doobscura y D. persimilis 2 24 0.05 Prakash (1969)

Grupo D.obs cura (no hermanas) 5 68 029-0.99 Cabrera et al. (1983)

Grupo D.wil listoni (no hermanas) 5 3 1.21 £ 0.06 Ayala et al. (1974)

Drosophila (Especies de Hawai) 8 3 0.33-2.82 Ayala (1975)

Plantas (Capsicum) 10 26 0.05-0.79 Mcleod et al. (1982)

N.sub nodosus y N. arthriticus 2 33 0.153-0.177 Este estudio™
GENEROS

Insectivoros 3 24 0.42-1.10 Patton et al. (1972)

Aves (Parulidae) 12 26 0.05-0.69 Avise ef al (1980b)

Pinzones de Galdpagos 5 27 0.04-0.14 Yangy Patton (1981)

Peces (Scianidae) 5 16 1.1-28  Shaw (1970)

Peces (Pleuronectidae) 3 3 047-1.3 Ward y Galleguitos (1978)

Pectinidos 4 9 1.532-2.749 Beaumont (1991)**
FAMILIAS

Hombre - Chimpancé 2 42 0.62 King y Wilson (1975)

Al observar la distancia genética entre la poblacién de la Paz, ubicada dentro del
Golfo de California y la de Guerrero Negro, localizada en la costa Pacifico de la

Peninsula de Baja California, es evidente la importancia de la dispersién larvaria
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entre estas dos poblaciones. A su vez, ciertos factores oceanograficos, tales
como el patron de corrientes superficiales, las isotermas y las masas de agua de
la costa Pacifico de Baja California y las del Golfo de California (ver Anexo 1),

ejercen su efecto sobre la dispersion, facilitandola.

Estadisticos F de Wrigh en N. subnodosus

El que Fir presente un patrén variable entre loci y que su valor promedio tienda a
1, sugiere que no existen subpoblaciones para esta especie. Ademas, el hecho
que Fis sea menor que Fir, hace evidente la existencia de flujo génico entre las
poblaciones (Tabla 10). La importancia desde el punto de vista evolutivo del flujo
genico radica en su capacidad para producir y mantener la homogeneidad
genetica y fenotipica de las poblaciones de una especie (Mayr, 1970), sin olvidar

que éste, no es el Unico mecanismo, que opera sobre las poblaciones.

Se ha identificado que en la mayoria de las especies, el movimiento de los
individuos es mucho menor en distancia, de lo que son capaces de moverse y
que una seleccion natural suficientemente intensa puede sobrepasar el efecto
homogenizante del flujo génico y producir diferenciacion local (Ehrlich y Raven,
1969; Endler, 1977, Stanley, 1979). Esta situacion dificilmente puede aplicarse a
las poblaciones examinadas de N. subnodosus, debido a los valores observados

en los estadisticos F de Wright (Tabla 10).
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La intensidad de flujo génico, que es necesario para prevenir la diferenciacion
genética entre las poblaciones de una especie, depende de otros mecanismos
de cambio genético. El flujo génico afecta todos lo loci nucleares en la misma
forma, pero cada locus y cada caracter fenotipico puede ser controlado por
procesos selectivos y mutacionales diferentes (Slatkin, 1985, Goudet, el al.,
1994). Por tal razén, en algunos loci se presenta una extrema diferenciacion,
pero en otros se presenta una minima diferenciacién geografica, este Ultimo, es

el caso de las poblaciones examinadas de N.sub nodosus.

La hipétesis sobre la disminucion de las diferencias genéticas entre las
poblaciones de N. subnodosus, en funcion de su proximidad geografica,
planteada a partir de los valores de distancia de Nei (1978), es reforzada por el
valor de Fsr para cada locus y para el promedio de loci. El estadistico Fsr,
evidencia la ausencia de estructura genética en N. subnodosus. Una situacion
similar ha sido descrita para H. rubra (Brown, 1991), donde un grupo genético de

amplia escala, fue geograficamente homogéneo.

A partir de lo anterior, dos importantes ideas emergen, la presencia de un
elevado grado de homocigosis en las poblaciones y el efecto de un flujo génico
heterogéneo, cuya magnitud moderada se muestra en las poblaciones de N.
subnodosus. Para el primer caso, los valores positivos de Fis y Fir, denotan la

falta de heterocigotos (Tabla 10). De igual forma, la proporciéon explicada de
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varianza por Fis (65%) y Fir (87%) (Tabla 10), revelan la importancia de los
mecanismos de endogamia que operan a nivel de los individuos y de éstos
dentro de las poblaciones, para los 7 loci polimorficos considerados. Con base
en lo anterior, se considera hipotéticamente a la endogamia y a la deriva génica
como los agentes que pueden estar generando la deficiencia de heterocigotos

observada para las poblaciones de N. subnodosus.

En cuanto al segundo caso, experimentos realizados sobre hidrodinamica en
Bahia Tortugas, sitio muy cercano a La Bahia de Vizcaino, han demostrado que
la corriente promedio puede transportar a las larvas entre 3 y 5 km a lo largo de
la costa, durante los primeros cinco dias del ciclo pelagico. De esta forma, la
limitada dispersion de las larvas en los alrededores de la poblacion reproductora
incrementa la supervivencia, pero también, la endogamia y la competencia
dentro de las poblaciones debido a un flujo génico moderado y fluctuante

(Guzman del Préo et al., 2000).

La presencia de un flujo génico heterogéneo y de magnitud moderada en las
poblaciones examinadas de N. subnodosus, puede ser una excelente estrategia
para dispersar la éombinacibn de genes ventajosos entre las poblaciones, pero
también puede permitir a cada poblaciéon adaptarse a su ambiente local. Aquello
que estaria determinando las fluctuaciones serian los factores oceanograficos,

en particular las corrientes superficiales oceanicas (ver anexo Il).
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ANALISIS MORFOMETRICO

Variacion Morfométrica entre las Poblaciones de N. subnodosus y de N.

arthriticus

El procedimiento que sigue el comun de los trabajos realizados sobre el analisis
morfométrico de moluscos bivalvos y que dista, del aplicado en la presente
investigacion, inicia al hacer compatibles los caracteres de longitud con los de
peso. Este paso, tiene por objetivo evitar, en la interpretacion de los patrones de
covariacion entre caracteres morfométricos, la confusion debida a la ontogenia
(Fisher, 1936; Jolicieur y Mosimann, 1960; Gould, 1966; Reist, 1985; Shea,
1985; Thorpe, 1976; 1983) y la falta de capacidad, para distinguir entre los
efectos de talla, de los de forma (Mosimann, 1970; Sprent, 1972; Humphries et

al., 1981; Rohif y Bookstein, 1987).

A continuacion, este procedimiento identifica diferencias significativas entre
caracteres morfomeétricos, especificamente entre el largo total y la altura total
(Shea, 1985; Wilbur y Gaffney, 1997). De presentarse, se emplean diferentes
modelos de distribucion de frecuencias, para encontrar el que mejor se adapte a
los caracteres y que permita transformarlos (Wilbur y Gaffney, 1997; Thorpe,
1976; Gould y Johnston, 1972). Después y con objeto de hacer independiente la

variacion del tamafo de los organismos, los caracteres se ajustan aplicando



114

regresiones modelo |. (Wilbur y Gaffney, 1997; Thorpe, 1976; Gould y Johnston,

1972). Las pendientes se emplean en expresiones tales como la ecuacion 7:

(7)  Yagi = Yi=Bi (Xi— Xgmn)

En esta ecuacion, Yi, es la medida individual de un caracter, 3, es la pendiente
obtenida, X, es el caracter seleccionado y Xgmn, €s el promedio del largo total o
la altura total de todas las poblaciones. Por ultimo, los caracteres morfométricos
ajustados se organizan en matrices de datos por poblacion y son sometidos a
diferentes técnicas de analisis multidimensional (Thorpe, 1976; Mosimann y
James, 1979; Legendre y Legendre, 1983; Sommers, 1986; Wilbur y Gaffney,

1997).

El procedimiento anteriormente descrito es largo, complejo y pretende evitar el
sesgo producido por el tamaiio y el efecto de la forma de los organismos. Pero,
si se observa con detenimiento el problema de sesgo a resolver, es posible
aproximar una solucién directa, sencilla y que incorpore el total de informacién
‘morfométrica. En la presente investigacion, al aplicar el Analisis de
Componentes Principales (ACP) y especificar en el calculo la matriz de
correlacion, se eliminaron los sesgos y ademas, se hicieron comparables entre

si los caracteres, independientemente de su dimensién.
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De esta forma, la separacion entre los objetos pertenecientes a las poblaciones
de N. subnodosus y la de N. arthriticus (Fig. 17), observada en la aproximacion
geométrica del ACP, permiti6 aproximarse de forma general, al problema de
establecer diferencias morfométricas entre las poblaciones de N. subnodosus.
También, permiti6 relacionar morfométricamente a esta especie, con N.

arthriticus, especie cercana filogenéticamente.

Respecto a las variables que son responsables de la separacion observada, la
aproximacion matematica del ACP, identificé ademas de un niumero diferente de
componentes significativos para cada una de las poblaciones, que cualquier
ordenamiento que involucrara a los componentes | y Il, puede ser considerado
estadisticamente significativo. Las correlaciones entre los caracteres
morfométricos y los componentes significativos, identificaron combinaciones
lineares especificas para los componentes | y Il. El haber identificado varios
caracteres asociados al componente | con un valor de correlacion alto, sugiere
que existe redundancia en los caracteres morfométricos registrados. Aun cuando
esta presente esta redundancia, no es limitante para establecer la combinacion
especifica de caracteres morfométricos, para este componente, por cada

poblacion.

Al comparar los resultados de la aproximacion geométrica y la matematica del

ACP, se identifico que el componente | fue el responsable de la formacion de los
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grupos, que permitieron diferenciar entre N. subnodosus y N. arthriticus. De igual
forma, se demostrd que este componente permite comparar morfométricamente
a las poblaciones, sin ser determinante el numero de individuos que las
componen. Debido a que el componente |l, es ortogonal con respecto al |, la
especificidad del componente |, fue corroborada por el componente Il, al incluir

una asociacion de caracteres, que también fue exclusiva para cada poblacion.

Prototipos de N.subn odosus, de N.ar thriticus y de L.nod osus

Las FEO, presentan tres caracteristicas que sustentan el que se les considere
prototipos de las poblaciones de N. subnodosus, de N. arthriticus y de L.
nodosus,: i) son representativas de la morfometria de las poblaciones, el
componente |, es la mejor combinacion linear de los 17 caracteres
morfométricos registrados a las poblaciones examinadas, ii) presentan
especificidad entre especies e incluso entre poblaciones de una misma especie,
la cual radica en la asociacion de los caracteres morfométricos al componente |
y iii) son significativas estadisticamente, la FEO de cada poblacion, es un vector
de 17 renglones, cuyo centroide ocupa una posicion a lo largo del eje del

componente |, el cual es estadisticamente significativo.

Las FEO, son empleadas con regularidad en Oceanografia Fisica y Biologica

para construir prototipos, por ejemplo, a través de ellas se tipifican masas de
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agua que integran un cierto numero de factores fisicos. También, se caracterizan
zonas de productividad primaria, donde las concentraciones de clorofilaa, by c,
son los factores a considerar en la caracterizacion (Santamaria, 1994). En la
presente investigacion, es la primera vez que se emplean las FEO para generar
prototipos morfométricos de moluscos bivalvos. Estos, caracterizan
morfométricamente a las poblaciones de N. subnodosus, N. arthriticus y L.

nodosus.

La aproximacion geométrica del ACP, permitid observar como los prototipos,
representados por los centroides GN, BA, LP, P y V, se separaron en el espacio
reducido compuesto por los componentes | y Il. La separacion observada,
permitio distinguir como los de las poblaciones de N. subnodosus (GN, BA y LP),
formaron un grupo. En este grupo, la posicion de los centroides esta
evidenciando las diferencias morfométricas intréespectﬁcas. De esta
observacion, se sugiere que las FEO sean consideradas como herramientas
utiles, para evidenciar las diferencias morfométricas entre poblaciones de una

misma especie.

En cuanto a las diferencias interespecificas evidenciadas por las FEO, el
prototipo de la poblacion de N. arthtriticus (P), se separ6 de los centroides de los
prototipos de N. subnodosus. La separacion observada entre estas especies que

pertenecen al mismo género, sugiere que las FEO pueden aplicarse también a la
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caracterizacion morfométrica de poblaciones de diferente especie, pero del
mismo género. Asimismo, al integrar el prototipo de L. nodosus (V) y observarse
la separacion del centroide de esta especie, de los de N. subnodosus y de N.
arthriticus, permite proponer la utilizacion de las FEO para diferenciar a especies

que pertenecen a géneros diferentes, pero cercanos filogenéticamente.

Pretender explicar el porque de las diferencias observadas entre los prototipos
de las poblaciones de N. subnodosus, esta fuera del contexto de la presente
investigacion. Aquello que si se puede aseverar es que, morfométricamente, las
poblaciones examinadas son diferenciables y que, la separacion que presentan
esta determinada por una asociacion de caracteres especifica para cada una.
Esta idea, propone que las FEO, pueden ser considerados los organismos tipo
digitales, analogos de aquellos que forman parte de las colecciones de

referencia en los museos.

El haber diferenciado morfométricamente, a travées de las FEO, a las
poblaciones de N. subnodosus, asi como, a esta especie de N. arthriticus y de L.
nodosus, abre una brecha que puede ser explotada para efecto de diferenciar
entre especies dé moluscos bivalvos, muy cercanas filogenéticamente y que
presentan una variacion intraespecifica. En la actualidad, los taxdbnomos tienen
problemas para ubicar a estas especies, debido a que los ejemplares tipo, en

ocasiones, no muestran claramente las diferencias que les caracterizan. Como
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una alternativa para resolver esta incertidumbre, se plantea el uso de prototipos

digitales (FEO), que integren la riqueza morfométrica de las especies implicadas.
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DISCUSION GENERAL

Al iniciar con la recopilacion bibliografica sobre N. subnodosus, se presento la
disyuntiva sobre que criterio debia seguirse para ubicarla taxonémicamente. De
acuerdo con el primer criterio Lyropecten y Nodipecten son subgéneros que
pertenecen al género Lyropecten (Keen, 1971; Abbott, 1974); sin embargo, el
segundo criterio establece que Lyropecten y Nodipecten son géneros (Smith,
1991; Marshall, 1995; Coan et al., 2000). Por otro lado, se observa que este
problema se incrementa por el gran niumero de publicaciones que aun realizan
los coleccionistas de conchas en revistas no arbitradas, asi como, por la cita de
las especies en las revistas arbitradas donde, dependiendo del autor, se aplica

un criterio u otro, sin justificar la razoén de su uso.

Para efecto de mantener coherencia en el sentido de las secciones que integran
esta investigacion, se optd por seguir la clasificacion que indica que Lyropecten
y Nodipecten son géneros. Pero, a través del desarrollo del trabajo y una vez
que se obtuvieron los resultados, este planteamiento fue desplazado por el
criterio que indica que, Lyropecten y Nodipecten son subgéneros que
pertenecen al género Lyropecten (Keen, 1971, Abbott, 1974). Siendo este

ultimo, el criterio que esta investigacion apoya.
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Como se sefialé en otros apartados de este trabajo, la existencia de la variacién
intraespecifica es mas evidente en aquellas especies que presentan una amplia
area de distribucion geografica, por ejemplo: L. nodosus, N. arthriticus y N.
subnodosus. Esta variacion, afecta incluso a aquellos rasgos o caracteres que
son de valor taxonémico. Un resultado comin de este tipo de fenémeno, es la
identificacion taxonémica inexacta de una especie por otra. Esto ocurrié en el
presente estudio, cuando ejemplares de N. arthriticus fueron confundidos
erroneamente con N. subnodosus. Estas especies, no fueron distinguidas sino

después de realizar el analisis genético.

Lo anterior pone de manifiesto, la necesidad de aplicar analisis integrales, como
el presente, a las especies que muestran variacién intraespecifica. El haber
aplicado este andlisis integral compuesto por tres enfoques diferentes, pero que
convergen en cuanto a la informacién que proporcionan, permitié realizar una
aproximacion mas exacta hacia el problema de inexactitud detectado para el
taxa al que pertenece N. subnodosus. Como se indicod anteriormente, los
resultados obtenidos por esta investigacién, apoyan el criterio planteado por

Keen (1971) y Abbott (1974).

Mediante la informacion obtenida por el analisis biogeografico ecolégico, se
puede precisar que la especie N. subnodosus, se distribuye en una 4rea

geografica que comprende las Provincias de aguas templado-calidas,
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subtropicales y tropicales del Pacifico Oriental. Los limites de distribucién que
presenta, estan determinados por la influencia de las aguas templado-frias y por
las aguas someras tropicales de menos de 40 m de profundidad. Esta
caracteristica biologica le permite distribuirse, por sumergencia isotérmica, a
latitudes menores pero a profundidades mayores en comparacién a las otras
especies de este género (sensu Marshall, 1995), en el Pacifico Oriental Tropical.
Lo anterior contradice su caracterizacion como especie tropical sefalada por

Keen (1971).

En relacién con la biogeografia histérica de N. subnodosus, se puede senalar
que Nodipecten (sensu Smith, 1991) es de origen Neotropical y data del
Mioceno. La presencia de N. subnodosus en Baja California Sur, durante el
Plioceno, es evidencia del retroceso gradual al que estuvieron sometidos los
moluscos bivalvos de aguas cdlidas, debido al enfriamiento producido por el
inicio de las glaciaciones. La permanencia de esta especie, a finales del
Plioceno Tardio e inicios del Pleistoceno, asi como, el establecimiento de su
actual limite de distribucion al concluir la Gltima glaciacion, se supone fue
producto de su tolerancia a las temperaturas templadas y al rango de
profundidades que éomprende su habitat. Lo anterior refuerza el que esta

especie, es de aguas templado-calidas, mas que de aguas tropicales.
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En cuanto a la relacion filogenética que guarda N. subnodosus, de acuerdo con
los registros fosiles, esta especie fue posiblemente originada por L. nodosus o
por su probable ancestro inmediato N. collierensis (sensu Smith 1991). De igual
forma, Smith (1991) propone que N. arthriticus es una especie que se origind por
mutacién de N. subnodosus. En el presente estudio, se identificaron diferencias
genéticgs entre N. subnodosus y N. arthriticus, cuyo valor esta comprendido
dentro del rango que presentan especies diferentes. De igual forma, se detectd
la presencia de marcadores genéticos alozimaticos que permiten diferenciar, con

las reservas del caso, a N. subnodosus de N. arthriticus.

El analisis morfométrico encontré que existe una mayor separacion entre los
prototipos de N. subnodosus y N. arthriticus, especies simpatricas del Pacifico
Oriental que traslapan en su area de distribucién. También, identificé que la
distancia que mantienen estos prototipos con respecto al de L. nodosus, especie
alopatrica del Atlantico Occidental, es similar a la que mantienen entre ellos, e
incluso el de N. arthriticus, se aproxima al de L. nodosus. La evidencia obtenida,
por este analisis, no coincide con lo planteado por Smith (1991) y Marshall

(1995), pero si apoya consistentemente a Keen (1971) y Abbott ( 1974).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a su Biogeografia Historica, N. subnodosus data del Mioceno
(25 x 10° afios), su origen es caribefio y es endémica de las costas del
Pacifico Oriental. Esta especie, se derivd posiblemente de la especie L.
nodosus o de su ancestro inmediato L. collierensis, ambas especies
originadas en la Provincia Caribefia en el Terciario (36 x 10° afios). Esta
especie, presentd cambios en sus limites de distribucion durante el
Plioceno (12 x 10° afos) e inicio del Pleistoceno; sin embargo, no se
extinguié durante la ultima glaciacion (1 x 10* afos), estableciendo su
actual limite de distribucion en el Hemisferio Norte, la Laguna Ojo de
Liebre, B. C., México. Lo anterior sugiere que N. subnodosus es una

especie de aguas templado calidas, mas que de tropicales.

En cuanto a su Biogeografia Ecologica, se considera que los limites de
distribucion actuales de N. subnodosus, estan determinados en parte por
las corrientes que transportan aguas templado-frias. También, el que esta
especie presente una distribucion batimétrica en aguas > 40 m, en
latitudes tropicales, sugiere que: i) N. subnodosus es una especie de
aguas templado-calidas, cuya dispersion hacia latitudes ecuatoriales
probablemente es facilitada por la profundidad, lo cual contradice la actual
descripcion de esta especie como tropical, o ii) que algin proceso biético

esta provocando su desplazamiento hacia aguas profundas.
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El analisis genético de N. subnodosus y de N. arthriticus, mostrd el
desequilibrio significativo en el que se encuentran las poblaciones, con
respecto al modelo de Hardy-Weinberg. Estas especies presentaron
deficiencia de heterocigotos y mostraron una variabilidad genética baja,
pero similar a la registrada para otros bivalvos marinos. Se identificaron
para estas dos especies, patrones caracteristicos en las, frecuencias
alélicas de los loci polimoérficos, los cuales son propuestos, con las
reservas del caso, como marcadores genéticos de valor taxonémico. Los
estimadores de variabilidad y de distancia genética, también mostraron
diferencias, pero es necesario tener precaucion, ya que el numero de
poblaciones y de individuos examinados fue limitado. Esta restriccion, no
evita que la informacion aportada, aborde por primera ocasion la genética
de poblaciones de estas especies. Los estadisticos F de Wright sugieren
la presencia de endogamia, de flujo génico moderado y heterogéneo, asi
como, evidencian la ausencia de estructura genética para N. subnodosus.
Con base en lo anterior, se propone que las poblaciones examinadas,

forman parte de una gran poblacion interconectada geograficamente.

El analisis morfométrico, distinguié a las poblaciones de N. subnodosus
de la de N. arthriticus e identificd, los caracteres morfométricos que
provocan esta separacion, cuya composicion, ademas, es especifica para

cada poblacion. Las Funciones Empiricas Ortogonales (FEQ) o los
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prototipos digitales, que describen la riqueza morfométrica de cada
poblacion, permitieron diferenciar entre si a las de N. subnodosus. A su
vez, permitieron diferenciar a éstas, de la de N. arthriticus y la de L.
nodosus. La dispersion de los prototipos a lo largo del eje correspondiente
al Componente |, es representativa y genera un patrén, el cual sugiere la
presencia de distancias entre centroides, gque permiten diferenciar entre

poblaciones de una especie y entre especies cercanas filogenéticamente.

Al comparar los resultados del analisis genético con el morfométrico, se
identifico que las diferencias observadas entre las frecuencias genéticas
de N. subnodosus y de N. arthriticus, coinciden con la formacién de dos
enjambres de objetos en el ACP. El valor de distancia genética se
complementé con la identificacion de los caracteres morfométricos que
diferencian a una especie de otra e incluso, dentro de una misma especie,
a una poblacién de otra. Los estadisticos F de Wright, identificaron sutiles
diferencias entre las poblaciones de N. subnodosus, las cuales fueron
maximizadas por el analisis de discriminantes, que se aplico a los

prototipos morfométricos de las poblaciones de esta especie.

La relacion filogenética descrita por Smith (1991), sustenta la clasificacion
taxonomica de Marshall (1995), quien elevé al nivel de género a
Nodipecten y Lyropecten. A diferencia de este criterio, la evidencia

obtenida por la presente investigacion, no coincide con lo planteado por
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Smith (1991) y Marshall (1995), pero si apoya consistentemente la
clasificacion de Keen (1971) y Abbott (1974), en la cual se establece que

Nodipecten y Lyropecten son subgéneros del género Lyropecten.
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SUGERENCIAS

Se sugiere, aplicar este enfoque integral para clasificar taxonémicamente
a especies que presenten variacion intraespecifica y cuya area de
distribucion, sea amplia. Este enfoque, permite concluir con mayor
exaclitud respecto a la posicion taxonomica de las especies, al emplear el
analisis morfométrico, que es independiente del tamano de muestra, asi
como, al analisis genético, que es independiente de la variacion

intraespecifica que presentan las especies.

De igual forma, se sugiere incluir en futuros analisis un mayor numero de
poblaciones que representen, lo mas completo posible, el total de
localidades del area de distribucion geografica de la especie que se esté

examinando.

Se sugiere emplear el criterio de Keen (1971) y Abbott (1974), para
ubicar taxonomicamente a N. subnodosus, hasta que se aporten
elementos con suficiente base cientifica, que apoyen el criterio de Smith

(1991) y Marshall (1995) u otro.
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ANEXO |

Caracteristicas Oceanograficas de la Costa Pacifico de Baja California y del

Golfo de California.

A continuacion, se presenta la caracterizacion oceanografica del limite norte de
distribucion de N. subnodosus, area de la cual proceden los organismos
analizados de esta especie. En el Océano Pacifico Norte, la Corriente Subartica
se divide en la Corriente de Alaska o de las Aleutianas, que se dirige hacia el
Norte y en la Corriente de California, que fluye hacia el Sur (Reid et al., 1958).
La Corriente de California, se separa de la costa después de la mitad de la
Peninsula de Baja California y se une a la Corriente Ecuatorial del Norte, que
fluye hacia el Oeste. El Pacifico Tropical Oriental, es modificado por la
Contracorriente Ecuatorial, la cual se encuentra en relacion directa con la fauna
de las islas oceanicas, semejandole a la del continente (Wyrtki, 1967; Bernard et

al., 1991).

Los flujos generados a lo largo de la costa Este de Ameérica, por las corrientes
principales del Océano Pacifico, determinan la dispersion de la fauna y
caracterizan los regimenes térmicos. En los sitios donde las corrientes dejan o
invaden la costa, se presentan conjuntos faunisticos diferentes en areas o
latitudes diferentes. Este efecto puede observarse en la transicion templado-
tropical, hacia el sur de la Peninsula de Baja California, donde la direccion de la

Corriente de California se modifica hacia el Oeste (Bernard et al., 1991).
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Dentro del limite norte de distribucion de N. subnodosus, ademas de la costa
Pacifico de la Peninsula de Baja California, también se encuentra el Golfo de
California. Este mar marginal del Océano Pacifico, esta ubicado entre los 20° y
32° N, presenta una longitud aproximada de 1000 km, esta orientado del
Noroeste al Sureste, varia entre 100 y 200 km de ancho y tiene una batimetria
extremadamente variable, la cual tiene un papel importante en los procesos de

circulacion (Badan-Dangon et al. 1985).

Desde el punto de vista hidrografico, el Golfo de California se divide en cuatro
provincias i) Golfo Norte o superior, comprende de la desembocadura del Rio
Colorado al extremo Sur de la Isla Tiburén, Son., hasta la Punta San Gabriel,
B.C.; ii) Canal de Ballenas y Fosa Salsipuedes, situadas de la parte norte de la
Isla Angel de la Guarda, B.C., hasta el extremo sur de la Isla San Lorenzo, B.C.
y la Peninsula de Baja California; iii) Golfo Central o Inferior, localizado desde la
Isla Tiburdn, Son., hasta la Punta San Gabriel, B.C. y una linea imaginaria que
une a Cabo San Lucas, B.C.S. con Mazatlan, Sin.; y iv) Boca o Entrada del
Golfo, limitada por la costa occidental de México entre Mazatlan, Sin. y Cabo
Corrientes, Jal., asi como, por dos lineas imaginarias tendidas desde Cabo San

Lucas, B.C.S. hasta esos puntos (Roden y Emilsson, 1979).

A su vez, el Alto y Bajo Golfo, son las dos provincias fisiograficas y
oceanograficas que lo componen y estan separadas por un grupo de islas a los

29° N. El Alto Golfo, es basicamente la plataforma continental en forma
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semicircular y por lo tanto somero, las regiones mas profundas se encuentran
alrededor del pedestal de la Isla Angel de la Guardia. El fondo esta constituido
principalmente por arenas finas, pero en su parte mas nortefia presenta limos y
arcillas, los cuales son depositados por el Rio Colorado. (Parker, 1964, Félix-

Pico, 1975; Badan-Dangon et al., 1985).

El Alto Golfo presenta un amplio intervald de temperaturas y salinidades, su
temperatura en invierno es < 10° C y en verano > 32° C; su salinidad < 35.5 ppt
en otofio y > 41.0 ppt en verano (Alvarez-Borrego y Galindo-Bect, 1974; Alvarez-
Borrego et al., 1975). Sus aguas superficiales en verano, presentan
temperaturas promedio mayores que las aguas profundas y en invierno, se
invierte este patron (Roden, 1964; Robles-Pacheco y Schwarlotze, 1973). Esta
inversiéon, se origina por procesos de conveccion entre aguas superficiales de
alta salinidad y baja temperatura, las cuales son originadas por tasas de
evaporacion del orden de 0.95 m afio”' y por el aporte nulo de agua dulce del
Rio Colorado, asi como por las aguas profundas de menor salinidad y mayor

temperatura (Sverdrup, 1941; Alvarez-Borrego et al., 1975; Bray, 1988)

La circulacion superficial en el Alto Golfo, también presenta una variabilidad
estacional y anual que provoca una intensa mezcla a través de la circulacion
residual, los giros y los filamentos. Sin embargo, esta provincia presenta una
tendencia de circulacion de giro ciclonico, con un campo de velocidad maximo

de 5 cm s™' en verano y un minimo de 3 cm s, en invierno (Filloux, 1973; Lepley
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et al., 1975; Quirés-Alvarez, 1983; Fu y Holt, 1984; Badan-Dangon et al., 1985;

Organista-Sandoval, 1987;Bray, 1988; Durazo-Arvizu, 1989).

La provincia del Bajo Golfo, consiste de una serie de cuencas delimitadas, cuya
profundidad aumenta progresivamente de los 2000 m, en el centro de la Cuenca
de Guaymas, hasta los 3000 m en la boca del Golfo. Los margenes
continentales, presentan una amplia plataforma y una linea de costa variable,
con respecto a los margenes de la Peninsula de Baja California. La
comunicacion entre el Alto y Bajo Golfo, es a través del Canal de Ballenas, el
cual esta limitado por la Peninsula al oeste y por una larga,cordillera submarina,
de la cual forman parte las islas Angel de la Guardia, San Lorenzo y las
pequenas islas del este (Roden, 1958). El canal presenta 120 km de longitud, un
ancho de menos de 20 km y una profundidad que excede los 1600 m. La
proyeccion Salsipuedes, al sur del canal, cae entre tres islas donde las

profundidades oscilan entre 420 y 600 m (Badan-Dangon et al., 1985).

El Bajo Golfo presenta una gran variabilidad estacional y anual en su
hidrodinamica, que se acentua hacia la Boca del Golfo. Esta area ademas de ser
la zona de transicion entre el Golfo de California y el Océano Pacifico, se
encuentra en la confluencia de dos grandes sistemas de circulacion de viento, el
sistema de Giro Anticiclénico del Pacifico Norte y el Sistema Ecuatorial con su
extension norte a lo largo de América Central. La contraparte en el océano de

estos sistemas es, al norte el Sistema de la Corriente de California y al sur la
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Corriente Costera de Costa Rica (Corriente Mexicana). Estas corrientes
presentan variaciones estacionales de los frentes, remolinos e incursiones que

las caracterizan (Emilsson y Alatorre, 1979; Baumgartner y Christensen, 1985)

Cuatro masas de agua confluyen en la Boca del Golfo, la primera, el agua del
Golfo, presenta temperaturas entre 18° C y 28° C, y salinidades > 34.9 ppt, cuyo
flujo hacia el sur en invierno se carga hacia el continente y en el verano hacia la
peninsula (Roden y Groves, 1959; Wyrtki, 1965; Griffiths, 1968; Stevenson,
1970: Alvarez-Sanchez et al., 1978). La segunda masa, es el agua de la
Corriente de California que se presenta en dos capas, la primera es superficial y
se compone de aguas subdrticas y subtropicales, cuya temperatura oscila entre
15y 22° C, a su vez la salinidad se encuentra entre 34.0 y 34.6 ppt. La segunda
capa se ubica entre los 50 y 100 m, esta constituida por aguas subarticas de
temperatura < 20° C, salinidad < 34 ppt, concentracion de oxigeno > 6mLL'y
alta concentracion de nutrientes organicos Estas capas se presentan durante el
invierno y su flujo penetra al Golfo de California por su flanco peninsular (Reid et
al., 1958; Roden, 1958; Roden y Groves, 1959; Wyrtki, 1967, Kin'dyushev,

1970).

La tercera masa de agua, esta presente en la superficie de la boca del Golfo
durante la primavera, es el agua subtropical relativamente calida (18° C - 22° C)
y salina (34.6 — 34.9 ppt). La cuarta masa, es el agua superficial tropical con

altas temperatura (18° - 26° C), salinidades intermedias (34.65 — 34.85 ppt) y
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bajo contenido de oxigeno disuelto ( < 1 mL L-1). Esta, se presenta en la boca
del Golfo durante el verano, cuando su flujo se dirige hacia el norte y penetra por
el litoral continental (Wyrtki, 1967; Griffiths, 1968; Stevenson, 1970; Alvarez-

Sanchez et al., 1978).
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ANEXO Il

Formulas de Tincién

Formulas de tincion que se emplearon en el analisis genético de las poblaciones
de N. subnodosus y de N. arthriticus, el volumen que se especifica en éstas

permite tefiir un gel.

1) Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa  GPD: E.C.1.1.1.8

50 mg NAD"
30 mg NBT
2 mg PMS
10 ml glicerol-3-fosfato 1 M pH 7.0
SmiNaCNO.1 M
85 ml Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0
(Krause et al., 1994)

2) Lactato deshidrogenasa LDH: E.C.1.1.1.27
45 mg NAD'
21 mg MTT
6 mg PMS
3 ml Na-lactato 0.17 M
54 ml Tris-HC1 0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)

3) Malato deshidrogenasa MDH E.C.1.1.1.37

450 mg L-acido malico
1800 mg Tris
21 mg MTT
30 mg NAD*
6 mg PMS
90 ml H,0 destilada
(de la Rosa-Vélez, 1986)
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4) Enzima Malica ME:.EC.1.1.140

a) Solucion substrato ME pH 7.0. Disolver el acido L-malico en H,0 destiada
Agregar lentamente la solucion de Na;CO, 2M mientras se agita en un bafio de
hielo.

2.23 g acido L-malico

8.16 ml Na,CO, 2 M

8.5 ml H,0 destilada

b) Incubar en:
20 mg NADP*
20 mg NBT
10 mg PMS
5 ml solucion substrato ME pH 7.0
1 mi MgCl; 10%
20 ml Tris-HCI 0.1 M pH 8.4
75 ml H;0 destilada
(de la Rosa-Vélez, 1986)

5) Isocitrato deshidrogenasa IDH: EC.1.1.1.42

18 mg NADP®
9mg MTT
6 mg PMS
36 mg &cido isocitrico
9 mg MgCl; 6H,0
90 ml Tns-HC10.5 M, pH 8.0
(Krause et al., 1994)

6) Fosfogluconato deshidrogenasa 6PGDH EC 11144

90 mg Na-6-fosfoglucanato
30mg NADP®
21 mg MTT
6 mgPMS
30 mg MgCl, 6H,0
90 ml Tris-HCI0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)
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7) Xantina deshidrogenasa XDH: E.C.1.1.1.204

100 mg hipoxantina
30 mg NAD'
20 mg NBT
2 mg PMS
10 ml Tris-HCI 0.5 M, pH 7.1
80 ml H,O destilada
(Abreu-Grobois, 1983)

8) Glutamato deshidrogenasa GDH:E.C.14.13

60 mg NAD'
30 mg NBT
2 mg PMS
25 ml buffer fosfatos 0.45 M, pH 7.0
5 ml solucion substrato GDH
70 ml H,0 destilada
(Abreu-Grobois, 1983)

9) Superoxido dismutasa SOD: E.C.1.15.11

25 mg NAD"
20 mg NBT
5 mg PMS
50 ml Tris HC1 0.1 M, pH 8.4
50 mi H,0 destilada
(de la Rosa-Vélez, 1986)

10) Glutamato-oxalacetato transaminasa GOT:E.C.26.1.1

a) Incubar en:

75 mg polivinil pirrolidona

45 mg piridoxal-5-fosfato

450 mg acido L-aspartico

120 mg -acido a cetoglutarico

1800 mg Tris

90 ml H,0 destilada
b) Agregar 120 mg sal rapida azul BB en 10 ml H,O destilada 20 min después de
incubar.

(Abreu-Grobois, 1983)
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11) Hexoquinasa HK: E.C2.7.1.1

360 mg DL-glucosa
108 mg ATP

18 mg NADP’

18 mg MTT

10 mg PMS

33 mg MgCl,-6H,0
63 U G6PDH

90 mi Tris-HC1 0.1 M, pH 7.5
' (Licona-Chavez, 1999)

12) Fosfoglucomutasa PGM: E.C.2.7.5.1

150 mg glucosa-1-fosfato
12 mg NADP'

21 mg MTT

6 mg PMS

210 mg MgCl,-6H,0

60 U G6PDH

90 mi Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)

13) Esterasa EST:E.C.3.1.1.1

100 mg sal azul rapido BB
3 mi solucion substrato EST
10 ml Tris-HCI0.5M pH 7.1

87 ml H,0 destilada
(Abreu-Grobois, 1983)

14) Esterasa-D EST-D:E.C.3.1.1.1

a) Incubar el gel en 20 mL de amortiguador fosfatos 0.1 M pH 6.5 por 15 min a
temperatura ambiente.

b) Decantar el amortiguador fosfatos e incubar a 30 °C en una solucion compuesta
de 10 mg / 20 mL de 4-Me umbeliferil acetato en amortiguador fosfatos 0.1 M pH 6.5
durante 15 a 30 min.

¢) Ver bajo luz UV, las bandas aparecen fluorescentes en un fondo violeta obscuro.

(Abreu-Grobois, 1983)
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15) Fosfatasas alcalinas ALP:E.C.3.1.31

100 mg Na-a-naftil fosfato acido
100 mg sal azul rapido BB
0.6 ml MgCl, 10%
100 ml Tris-HCI 0.1 M pH 8.6
(Abreu-Grobois, 1983)

16) Fosfatasa acida ACP:E.C3.1.3.2

100 mg Na-a-naftil fosfato acido
100 mg sal negra K
100 ml amortiguador del colorante 0.005 M acetato
(Abreu-Grobois, 1983)

17) Amilasas AMY:E.C.3.2.1.1

Se expresan en la tincion para GDH
(Abreu-Grobois, 1983)

18) Leucinaminopeplidasa LAP: E.C.34.11

a) Incubar en &cido bérico 0.5 M por 20 min a tlemperatura ambiente
b) Tedir con:
60 mg sal rapida negra K
45 mg L-leucil B naphtilamida
30 mg MgCl,
90 ml Tris-maleato pH 5.3
(Abreu-Grobois, 1983)

19) Peptidasas PEP:E.C3.4.11013

100 mg leucil leucina
50 mg peroxidasa
25 mg L-aminoéacido oxidasa
25 mg O-dionisidina
100 mi Tris-HCI1 0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)
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20) Fumarato hidratasa FUM: E.C4.21.2

80 mg NAD'
30 mg NBT
1 mg PMS
770 mg fumarato de potasio
200 u malato deshidrogenasa
20 ml amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7.1
80 ml H,0 destilada
(Abreu-Grobois, 1983)

21) Glucosa fosfato isomerasa PGI:E.C53.19

60 mg fructosa-6-fosfato

12 mg NADP*

21 mgMTT

6 mg PMS

60 mg MgCl,-6H,0

60 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
90 ml Tris-HCI1 0.1 M pH 8.0

(Abreu-Grobois, 1983)

22) Triosa fosfato isomerasa TPI:E.C.53.1.1

a) Incubar durante 2 h a 37 °C; detener la reaccion con HCI hasta alcanzar pH 2.0
entonces ajustar pH a 8.0 con NaOH 40%.

650 mg a glicerofosfato

440 mg acido piravico

40 mg NAD"

1.6 U a glicerofosfato deshidrogenasa

28 U lactato deshidrogenasa

40 ml Tris-HCI 0.02 M, pH 8.0
b) Anadir después de incubar y de ajustar el pH a a):

40 mg NAD"

100 mg arsenato de sodio

10 mg MTT

6 mg PMS

80 U gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

50 ml Tris-HCI 0.02 M, pH 8.0

(Licona-Chavez, 1999)
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23) Manosa fosfato isomerasa MPI: E.C.5.3.1.8

18 mg NADP®
9 mg NAD®
36 mg acido pirGvico
45 mg manosa-6-fosfato
ImgMTT
6 mg PMS
25.33 U PGI
6.33 U G6PDH
90 ml Tris-HCI 0.2 M, pH7.5
(Licona-Chavez, 1999)



