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ResuMEN: El anilisis electroforético de proteinas puede utilizarse para clarificar el status
taxonémico e interrrelaciones evolutivas de poblaciones, especies y taxa mayores. Los da-
tos electroforéticos de 16 loci en cuatro especies de cabrillas del Mar de Cortés, género
Epinephelus (Serranidae) demuestran el estrecho parentesco genético entre dos especies de
distinto subgénero (Epinephelus y Cephalopholis), por lo cual se propone un esquema alter-
no en la filogenia del grupo y se discute sobre la posicion taxonémica del segundo subgé-
nero para la especie americana. Estudios similares de peces lagarto (Synodontidae) de los
géneros Synodus y Saurida revelan que varias especies no reportadas o no descritas ocurren
en las islas Hawaii. Las interrelaciones de especies y géneros de los peces lagarto, cabri-
llas y salmonetes (Mullidae) se investigaron utilizando valores de distancia genética deri-
vados de similitudes o diferencias proteicas. Estas comparaciones nos proporcionan casos
clasicos de independencia en las tasas de evolucién molecular y morfolégica.

Se revisan en este trabajo publicaciones sobre investigaciones electroforéticas (incluidos
los trabajos del autor), y se proponen guias para la aplicaciéon futura de la técnica. Se
enfatiza sobre el uso de muestras simpatricas, de un amplio muestreo genético y la inter-
pretacion conservadora de los valores de distancia genética. Se discute la utilidad del ana-
lisis electroforético para (a) la identificacion de especies, (b) de hibridos F, interespecificos
y (c) la estimacién de los tiempos absolutos y relativos de divergencia filogenética entre
los taxa estudiados. Finalmente, se recomienda el uso de los datos electroforéticos junto
con analisis morfométricos multivariados de especimenes frescos y especimenes tipo preser-
vados en museos como una aportacién importante en la resolucién de problemas genético-
evolutivos y taxondmicos.

INTRODUCCION

Para aque“os organismos gonocéricos y con reproduccién sexual, tales como
los peces, el concepto de especie estd basado en el aislamiento reproductivo de
los grupos de poblaciones que se entrecruzan verdaderamente, con respecto a
otros. En la practica, las especies casi siempre se distinguen y describen sobre
la base de diferencias anatémicas. Dada esta practica, es razonable esperar que

155



156 ANALES DE LA ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, VOL. 32

casi todas las especies reconocidas actualmente sean morfolégicamente distintas
unas de otras. Sin embargo, la diferenciacién anatémica no constituye una base
necesaria ni suficiente para el reconocimiento de especies separadas. La litera-
tura esta llena de ejemplos de especies que exhiben polimorfismos anatémicos
dramaéticos que son aun coespecificos, y ejemplos de complejos de especies mor-
fol6gicamente cripticos que son, de hecho. unidades genéticas independientes
(Grassle y Grassle, 1976; Borden et al., 1977; Gould et al., 1979; Salmén et al.,
1979).

Un criterio alternativo para el reconocimiento de especies distintas —aquel
de aislamiento reproductivo— parece obvio dada la anterior definicién de espe-
cie. Sin embargo. este criterio se debilita POr numerosos ejemplos de entrecru-
zamiento ocasional entre especies bien reconocidas. De hecho. tal hibridacién
interespecifica l)ajo condiciones naturales o de laboratorio esta muy bien docu-
mentada para los peces (Schwartz, 1981) y para otros grupos de animales. La
técnica de electroforesis en gel para proteinas provee de un examen poderoso,
aunque indirecto, de la validez de las especies como tales. Dado que esta téc-
nica permite Ta medicién de la relacisn genética entre los individuos (debido a
la expresién codominante de la mayoria de los alelos en los loci analizados),
puede servir como medio para determinar la exclusividad genélica de cualquier
conjunto de organismos (por ejemplo, la identificacién de distintas especies). Este
modo de abordar el problema es particularmente fuerte en casos de simpatria ver-
dadera (en espacio y tiempo). En tales casos, las especies genéticamente dife-
renciadas son facilmente reconocibles cuando se detectan diferencias alélicas fi-
jadas. Aquellas poblaciones simpétricas caracterizadas por diferencias alélicas
fijadas habran evolucionado, clara y efectivamente, por medio de aislamiento
reproductivo. Asi, tales poblaciones deben considerarse como especies biolégi-
cas verdaderas. Por otra parte, las observaciones de uniformidad genética, ya
sea en términos de distribuciones de frecuencias alélicas similares entre las mues-
tras o especialmente en términos de los loci invariablemente idénticos en todos
los individuos. son consistentes con. pero no establecen efectivamente, la natu-
raleza coespecifica de tales poblaciones (Graves y Rosenblatt, 1980; Sage y
Selander. 1975; Turner y Grosse. 1080; Manooch et al., 1976).

En los casos de alopatria verdadera (en espacio o tiempo) las distinciones des-
critas se vuelven oscuras y vagas debido a efectos confundidores potenciales de
diferencias geogréaficas o temporales en la composicién genética de los organis-
mos. Geogréficamente. esto puec]e tomar la forma de clinales aparentes en las
frecuencias alélicas 0. dado un muestreo discontinuo en espacio o liempo, po-
drian aparecer como diferencias alélicas fijadas entre las muestras (Aspinwall,
1974; Powers y Place. 1978). Por cllo, se debe tener extremo cuidado al inter-
pretar tales datos para muestras alopatricas, pues el aislamiento reproductor re-
sultante de alopatria espacial o temporal puede carecer de toda base biolégica.
De hecho, es extremadamente dificil determinar si las poblaciones alopatricas
son o no capaces de entrecruzarse libremente si el contacto se restableciera bajo

condiciones naturales.
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Ademas de proveer una medida lo suficientemente fuerte de las relaciones re-
productivas de poblaciones simpatricas, la aportacién electroforética brinda otros
beneficios, estos se derivan de la hipétesis del reloj molecular (Nei, 1971; Ki-
mura y Ohta, 1971; Maxson y Wilson, 1974; Wilson et al., 1977; Carlson
et al., 1978) que asume que las proteinas evolucionan a un ritmo relativamente
constante. Asi, con la propia calibracién, es posible estimar el tiempo aproxi-
mado de divergencia en cualquiera de las especies que se analicen (Gorman vy
Renzi, 1979; Wyles y Gorman. 1980; Vawter et al., 1980), basado en los valores
de distancia genética derivados de los estudios electroforéticos (Nei, 1972).

Este articulo describe las investigaciones electroforéticas de tres grupos de
peces marinos costeros y provee ciertas guias generales concernientes a la apli-
cacién de los métodos genético-bioquimicos en estudios de especiacién y gené-
tica evolutiva.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes se obtuvieron mediante captura directa o mediante compra a
las fuentes comerciales. Todos los organismos se almacenaron en congelacién
a 20° C hasta su procesamiento. Los métodos de preparacién de la muestra,
electroforesis en gel y tincién histoquimica de enzimas ya se han descrito en
varias publicaciones (Selander et al, 1971; Gorman 1975; Lépez-Lemus, 1985a).
Cada sistema enzimatico fue analizado utilizando un solo sistema de gel y so-
lucién amortiguadora. Los calculos de frecuencias alélicas corresponden a Stans-
field (1969) y aquellos de distancia genética de acuerdo a Nei (1978). Los
dendrogramas basados en las estimaciones de distancia genética se construye-
ron utilizando el método de grupos pares no sesgados con medias aritméticas

(UPGMA) de Sokal y Sneath (1963).

REesuLTADOS Y DIscusiON

Laviat (Cénero Epinephelus)

Los meros y cabrillas del género Epinephetus exiuwcn una wousmucivn pau-
tropical. Las cuatro especies consideradas son similares ecolégicamente y com-
parten un numero considerable de caracteres morfolégicos. Se ha subdividido
al género en cinco subgéneros (Epinephelus, Promicrops, Cephalopholis, Der-
matolepis y Alphestes) de los cuales el primero contiene a tres de las especies
estudiadas y Cephalopholis a la otra. Sin embargo, mientras unos reconocen
a estos subgéneros como géneros formales (Randall y Ben-tuvia, 1983) otros
sostienen la clasificacién anterior debida a Smith (1971).

Los resultados del estudio electroforético presentados en la tabla 1, las dis-
tancias genéticas (Net, 1972) calculadas de los datos electroforéticos, mostra-
das en la tabla 2 y el fenograma de identidad genética de las cuatro cabrillas
presentado en la figura 1, hacen evidente que las dos cabrillas que se presen-
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tan en aguas templadas (Epinephelus panamensis y E. labriformis), se -encuen-
tran méas cercanamente relacionadas entre si, que con la especie tropical E. acan-
thistius. Las distancias genéticas entre las combinaciones pares del grupo E.
analogus, E. panamensis y E. lal)riformis son de alrededor de un medio con
respecto a las distancias entre cualquier miembro de ese grupo y E. acanthistius.

Las distancias genéticas calculadas a partir del estudio electroforético de es-
tas cuatro especies de cabrillas del Mar de Cortés, se prestan a discusién con
aquellas afinidades basadas en analisis morfolégicos descritos por Lépez-Lemus
(1985a).

E. acanthistius fue referido al género Cephalopholis durante mucho tiempo
(Meek y Hildebrand, 1925; Smith, 1971) por tener 9 espinas dorsales; sin
embargo. por el resto de sus caracteres ha sido claramente asignado al grupo-
especie E. niveatus del género Epinephelus, por compartir largos radios pélvi-
cos, cuerpo profundo, coloracién rojiza-""achocolatada” y aletas pélvicas oscuras
(Smith, 1971). Por otra parte, Cephalopholis difiere del resto de los Epine-
phelus por tener 9 espinas dorsales Gnicamente y pequeias modificaciones en el
craneo. FEste género comprende una sola especie en el Pacifico Oriental, E.
(C.) panamensis que muestra una cercana relacién con E. (E.) labriformis de
acuerdo con los resultados aqui presentados. Es evidente que si la clasificacién
de E. acanthistius fuera correcta dentro de Cephalopholis (Meek y Hildebrand,
1925), cabria esperar un parentesco genético més cercano con E. panamensis
y sin embargo, se observa que no es asi (Fig. 1). Mas aun, las afinidades ge-
néticas de E. panamensis son mayores hacia la especie E. labriformis y E. ana-
logus, de aguas templadas. que al mismo E. acanthistius.

Con objeto de esclarecer los puntos de discusién, considérese la figura 2.

El esquema evolutivo del tronco Epinephelus, en si mismo dista mucho de ser
completo para las especies analizadas con base en caracteres morfométricos y
meristicos. Smith (1971, Figura 2A) identificé dos linajes distintos para estas
especies: una linea més especializada de Epinephelus y a Cephalopholis, como
subgéneros ([as observaciones realizadas concuerdan con aque"as de Smith en
cuanto a caracteres anatémicos: Lépez-Lemus, 1985a). L

La investigacién electroforética de estas especies .»-—te ta existencia de sufi-
clerites—difercricras—atetrcas-fryadas entre ellas, hecho que reconfirma su status de
especies separadas; sin embargo, el parentesco de E. panamensis con E. labri-
formis sugiere una reciente diversificacién del tronco Epinephelus. Es trabajo
de los taxénomos el tratarla dentro de un grupo diferente con Base en sus ca-
racteres anatémicos o como una especie dentro del propio género Epinephelus.
Tomando como base sus afinidades genéticas, constituye un importante punto
de discusién en el cual se deberd tomar muy en cuenta que la reciente defini-
cién evolutiva del género ain no muestra la suficiente divergencia genética
(a nivel molecular) en comparacién con la divergencia de caracteres anatémi-
cos. No existe, por tanto, razén suficiente para reconocer a Cephalopho,lis como
género ni subgénero para la especie americana Epinephelus panamensis; sin em-
bargo, sera prudente tomar en cuenta toda la informaciéon que se encuentre y
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discutirla de la manera mas amplia para llegar al acuerdo sistematico que ha-
bra de definir las categorias de los géneros y especies del tronco Epinephelus.

Las dos especies de aguas templadas, E. analogus y E. labriformis, y aquella
subtropical E. panamensis, muestran afinidades genéticas aunque no anatomi-
cas, a lo largo de la zona costera del bajo golfo subcaliforniano. Hubhs (1952)
sefial6 que tales distribuciones de afinidad son comunes en los peces del Paci-
fico Oriental y probablemente, son resultado, de cruzamientos ecuatoriales en
los periodos de compresiéon tropical durante el Pleistoceno. Sin embargo. al apli-
car la correlacién distancia genética-tiempo de divergencia de Carlson et al,
(1978), modificada de aquella de Sarich (1977) obtenida para otros vertebra-
dos, a las distancias genéticas que separan a las cabrillas, se obtiene un tiempo
de divergencia de 3.5 millones de afos para el par mas cercanamente relacio-
nado, E. panamensis y E. labriformis. La distancia genética (0.190) que separa
a estas dos especies es, ademas, cercana a la distancia media entre especies pa-
res de peces separados por la emersién del Istmo de Panama (Vawter et al.
1980), evento que ocurrié hace unos 3 millones de afos (Keigwin, 1978). Asi,
a pesar de que las cabrillas templadas y subtropicales pueclen mostrar ciertas
afinidades y/o diferencias genéticas y/o morfolégicas. los tiempos de divergen-
cia obtenidos de las distancias genéticas. indican que la separacién ocurrié du-
rante el Plioceno, que la separacién de E. analogus ocurrié en cierta época an-
terior del mismo Plioceno (5-7 millones de afios) y que E. acanthistius se separé
de todas ellas durante el Mioceno-Plioceno (11-15 millones de afios).

Salmonetes (familia Mulliclae)

Existen alrededor de 55 especies reconocidas de salmonetes en seis géneros dis-
tribuidos por todo el mundo. En esta familia. las especies se reconocen gene-
ralmente por una combinacién de diferencias en caracteres meristicos y/o mor-
fométricos, y diferencias en los patrones de coloracién.

Shaklee y Samollow (1980) analizaron electroforéticamente nueve especies y
géneros en esta familia. Se analizaron 26 loci génicos en cada especie. Tres
loci fueron monomérficos y aparentemente idénticos en las nueve especies. los
valores pareados entre especies correspondientes a similitud genética y distancia.
se presentan en la tabla 3. Estos fueron desde un valor de D = 0.11 (I = 0.90)
para las especies méas parecidas (Parupeneus bifasciatus y P. chryserydos), has-
ta un valor de D = 1.85 (I = 0.16) para las especies mas separadas (Upeneus
taeniopterus y P. chryserydos).

Se muestra el dendrograma que ilustra las interrelaciones genéticas inferidas
de las especies y géneros de los salmonetes estudiados, en la figura 3. Como se
pudo haber predicho a través de la taxonomia formal, los tres géneros fueron
maés distintos entre si de lo que lo fueron cua]esquiera de las especies dentro de
un género. Seria peligroso dar interpretaciones mas precisas de las interrelacio-
nes en este ultimo aspecto, debido a grandes errores estandar asociados con las
estimaciones de distancia.
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Como excepcién a lo descrito en el parrafo anterior, vale la pena hacer notar
a dos de las especies involucradas en Mulloidichthys y a dos especies de Paru-
peneus: Parupeneus bifasciatus y P. chryserydos son el par de especies exami-
nadas que presentan mayor similitud bioquimica, teniendo una distancia gené-
tica estimada de sélo 0.11. Estas dos especies son facilmente distinguibles por
diferencias en varias caracteristicas morfolégicas, incluyendo la coloracién del
cuerpo, longitud de las “barbas”, tallas de ojos y cabeza, el nimero de radios
en la aleta pectoral y de branquispinas (Gosline y Brock, 1960; Lachner, 1960).
Por otra parte, M. vanicolensis y M. flavolineatus difieren genéticamente con
un valor de D = 0.34, pero con excepcién de sutiles diferencias en la pigmen-
tacién, estas especies no exhiben una diferenciacién morfolégica substancial
(Gosline y Brock, 1960). La primera situacién indica claramente el caso en el
que dos especies perfectamente reconocidas muestran una diferenciacién bioqui-
mica relativamente pequeiia. Cabe hacer hincapié en que amplias diferencias
bioquimicas no se correlacionan necesariamente con la especiacién (Avise et al.,
1975; Kirkpatrick y Selander, 1979; Ryman et al., 1979, Turner, 1974).

La ocurrencia comtn de diferencias alélicas fijadas entre las especies, hace
posible la construccién de claves bioquimicas (Avise 1974; Buth, 1984). Cuan-
do ocurren numerosas diferencias fijadas, se pueden formular claves alternativas
que involucren diferentes sistemas enzimaticos. La repeticién asociada en estos
caracteres, por lo general independientes, incrementa notablemente el poder de
este método en la identificacién de las especies (Lépez-Lemus, 1085c).

Peces Lagarto (familia Synodontidae)

Esta familia consiste en la actualidad en 39 especies con alrededor de cinco
géneros (Nelson, 1984). Cuatro de las seis especies comtinmente reconocidas
en aguas del Pacifico Occidental estan en el género Synodus, con una especie
dentro de Saurida y Trachinocephalus contiene a la dltima (Gosline y Brock.
1960). Las cuatro especies de Synodus se distinguen generalmente sobre la base
de vequenias diferencias meristicas.

El analisis electroforético aue realizé Waples (1981) en el Instituto de Bio-
logia de la Universidad de Hawaii, utilizando 29 loci génicos, revela la exis-
tencia de varias especies morfolégicamente cripticas y previamente no reconocidas
en la familia, dos de ellas en el género Saurida y la otra dentro de Synodus.
Cada una de estas “nuevas’” especies fue reconocida inicialmente por poseer un
gran ntmero de diferencias alélicas fijadas, otorgdndoles un fenotipo bioquimico
tnico, distinto a cualquier otra especie de pez lagarto conocido.

Los valores de distancia genética derivados de las combinaciones pares de
4 especies de Synodus y una de Saurida se presentan en la tabla 4. Estos va-
lores de distancia comprendieron desde 0.61 entre Synodus ulae y S. variegatus,
que fueron las mas parecidas, hasta 1.75 entre Saurida gracilis y cada una de
las especies de Synodus.

En la figura 4 se muestran las interrelaciones entre las especies, basadas en
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los valores mostrados en la tabla anterior. Existe gran semejanza entre estas
estimaciones y aquellas basadas en similitudes morfolégicas. Fue también de in-
terés el hecho de que los valores de distancia genética en los nodos conectores
de los taxa se extendieron en un rango de 0-2.0; esto significa que la distancia
genética estimada entre los géneros no fue sustancialmente mayor que entre las
especies mas divergenles de Synodus.

Al invesligar sobre la literatura las estimaciones electroforéticas de diferen-
ciacion genética intergrupa[ para peces marinos y dulceacuicolas (Avise y Ayala.
1976; Avise y Smith, 1977; Buth, 1979; 1980; 1984; Buth y Burr, 1978; Buth
et al., 1980; Johnson, 1975; Kornfield et al., 1079; Ryman et al., 1979; Smith et al,
1978; Turner. 1974; Utter et al., 1973; Vawter et al.. 1980; 'Winans, 1980) se
obtienen los valores con los que se construye la tabla 5, donde a pesar de que
los rangos de los valores para cada nivel taxonémico se solapan, los valores
medios son razonablemente diferentes. Asi. asumiendo que [a taxonomia de los
grupos involucrados es correcta, estos valores sirven como referencia util para
interpretar otros datos, especialmente si éstos se reficren a grupos taxonémicos
de posicion dudosa. A este respecto. los valores observados para las especies de
salmonetes hawaianos caen dentro del rango esperado. Lo mismo es cierlo en
algunas comparaciones pares entre las especies de cabrillas, aunque el promedio
excede con mucho los valores promedio de la tabla 5. Por otra parte, las com-
paraciones interespecificas e intergenéticas de peces lagarto y la comparacién
tnica en las especies de cabrillas del Mar de Cortés, sobrepasan los valores mas
altos observados en los estudios revisados. Estas inconsistencias enfatizan la in-
dependencia fundamental de las tasas de evolucién morfolégica y molecular
advirtiendo que la rigida interpretacién cuantitativa de los valores de distancia
genética no es recomendable en términos de la taxonomia formal de los orga-
nismos,

CoNCLUSIONES

El aislamiento reproductor puede ser considerado como la piedra angular so-
bre la cual descansa el concepto de especie biolsgica. Conociendo que el aisla-
miento reproductor con el curso del tiempo resulta en la diferenciacién genética
pregresiva de especies separadas, la demostracién de diferencias genéticas cua-
litativas es un criterio suficiente (aunque no necesario) por el cual se pueden
distinguir especies. Tal vez la aportacién mas simple y directa para determinar
la similitud o diferencia genética entre grupos. es la técnica de electroforesis en
gel para proteinas. Utilizando esta metodologia. la demostracién de diferencias
alélicas fijadas entre grupos simpétricos provee de evidencia genética directa que
indica aislamiento reproductor completo.

Con el descubrimiento de que muchas enzimas existen en formas alternas se
reconocié, virtual y simultaneamente, que los animales exhiben patrones isoen-
zimaticos especie-especificos (Marl(ert y Moller, 1959). La aplicacic’m de esta
observacién a estudios taxonémicos, involucrando particularmente la identifica-
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cién y descripcién de especies de peces, fue répiclamente reconocida y explotada
(Allendorf y Utter, 1979; Avise y Smith, 1977; Buth, 1979; 1980; 1984; Daly
y Richardson, 1980; Ferguson y Mason, 1981; Herzberg y Pasteur, 1975; John-
son, 1975; Lundstrom, 1977; Manwell y Baker. 1970; Miller y El-Tawill, 1974;
Page y Whitt, 1973; Smith y Robertson, 1981; Smith et al., 1979; Tsuyuki y
Roberts, 1965; Turner y Liu, 1976; Vawter et al., 1980).

La demostracién electroforética de diferencias alélicas fijadas entre pares de
especies, sugiere inmediatamente otra poc[erosa utilidad de la metodo‘logia: la
identificacién de hibridos interespecificos en F;. De hecho, la intermediacién
morfo[égica general de la mayoria de estos hibridos hace que la identificacién
de los mismos, basada en caracteres anatémicos. sea dificil en el mejor de los
casos. El fenotipo electroforético hibrido, por otro lado, es una caracteristica
distintiva que hace la identificacién de los hibridos simple, rapida y confiable.
Numerosos estudios en hibridizacién de peces han utilizado esta aportacién con
éxito considerable (Abramoff et al., 1968; Aspinwall y Tsuyuki, 1968; Brass-
ingion y Fergusson, 1976; Clayton et al., 1973; Hulata et al., 1981; Manwell et al.,
1063; Metcalf et al., 1972; Nyman, 1970; Reinitz, 1977; Tsuyuki y Roberts, 1965;
Turner et al., 1980; Vrijenhoeck, 1972; Wheat et al., 1971; 1973).

Gran némero de investigaciones se han encaminado a la descripcién y en-
tendimiento de los cambios isoenzimaticos que ocurren durante el desarrollo tem-
prano de los peces (Champion y Whitt, 1976a y b; Shaklee et al., 1974; Whitt,
1081; Wright et al., 1975). Estos estudios muestran que, a pesar de que un
Io_éus' génico- expresado en un momento dado cambia durante el desarrollo, las
alozimas (isozimas alélicas) se expresan en embriones y larvas tal cual lo hacen
en organismos adultos. Asi, es posible utilizar alelos especie-especificos como
marcadores en la identificacién de juveniles, larvas y embriones, a nivel de es-
pecie (Gardiner, 1974; Sidell et al., 1978; Smith y Crossland, 1977; Smith et al,,
1080).

Las estimaciones electroforéticas de diferenciacién genética se pueden utilizar
en la_estimacién de tiempos de divergencia para eventos cladisticos. Esta apli-
cacién, dependiente de la existencia de un reloj molecular (Maxson y Wilson,
1974; Nei, 1971), parece dar estimaciones razonablemente precisas de tie.mpoé
absolutos de divergencia para varias especies pares de peces (Gorman y Kim,
1977; Vawter et al., 1980) y se espera‘que sean atn mas precisas para estimar
tiempos relativos de divergencia en taxXones cercanamente emparentados (Tabla
2. 3 y 4; Figuras 1, 3, 4). .

Los siéuientes apartadds sumarizan las recomendaciones al respecto de la apli-
cacién de estudios electroforéticos de proteinas a problemas de especiacién y
evolucién en peces marinos:

1. Ventajas de los datos electroforéticos

Los caracteres electroforéticos cualitativos (ej. clases “electromérficas de movi-
lidad) son resultado, generalmente, de.la expresién codominante de alelos de
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un locus génico unico. Esta propiedad permite inferir el genotipo de un indivi-
duo directamente a partir de su fenotipo bioquimico. Dado que las variables
del entorno tales como temperatura, salinidad, tensién de oxigeno, etcétera, no
afectan la expresién cualitativa de los caracteres electroforéticos en peces (Shaklee
et al, 1977; Somero, 1975; Baldwin, 1971), se pueden comparar especimenes
habitantes de ambientes un tanto diferentes (Lépez-Lemus, 1985a y b). Mas
atin, dado que cuando menos un tanto de la variacién electroforética detectada
es selectivamente neutral, tales caracteres no muestran convergencia evolutiva
significante, lo cual es propio de los caracteres morfolégicos y constituye un pro-
blema importante, pues confunde la interpretacién sistematica de los organismos
en estudio.

2. Examen en simpatria

La demostracién de diferencias alélicas fijadas entre las muestras de pobla-
ciones simpatricas es la evidencia de aislamiento reproc[uctivo completo y esta-
blece asi la existencia de pozas genéticas independientes (= especies separadas).

Sin embargo, la prueba no es reciproca. Si se falla en demostrar diferencias
fijadas (especialmente cuando es pequeiio el nimero de loci muestreados), esto
no significa el establecimiento del status coespecifico de los grupos en cuestién.

3. Examen en dlopatria

La demostracién de aparentes diferencias alélicas fijadas entre muestras alo-
patricas no es particularmente una prueba sélida de especiacién, pues la varia-
cién geografica o temporal en la composicién alélica puede generar diferenciacién
significativa entre poblaciones coespecificas. El muestreo cercanamente espa-
ciado fortalece la prueba. La carencia de solidez no es problema de la metodo-
logia sino que refleja Io fundamentalmente inadecuado del concepto de especie
biolégica al tratar con poblaciones alopétricas.

4. Distribucién del esfuerzo

Si se maximiza el nimero de loci génicos analizados (en lugar de utilizar
grandes cantidades de individuos por grupo), se obtiene una estimacién mas pre-
cisa de distancia genética entre grupos y del status coespecifico de dos o mas
de tales grupos. Esta estrategia es particularmente apropiada para estudiar or-
ganismos como los peces que poseen, generalmente, niveles bajos de polimorfis-
mo genético y heterocigosidad, pues el componente interlocus (diferencias fijadas
en algunos loci versus identidad en otros) contribuye de manera mas importante
a la estimacién de distancia genética que la variabilidad intralocus (debido a
[a estimacién imprecisa de frecuencias alélicas en loci polimérficos utilizando
pocos individuos). Este resultado no es sorpresivo dada la distribucién obser-
vada, en forma de U, para la vasta mayoria de especies animales. cuando la
frecuencia de los loci se grafica contra similitud genética.
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5. Interpretacién semicuantitativa de resultados

a) Dado que los valores de distancia genética estimados tienen amplios erro-
res tipicos asociados con ellos (tabla 2, Nei, 1978), se debe ser en extremo
cauteloso para no sobreinterpretar pequenas diferencias, ya sea que éstas
ocurran en tablas de distancia genética o en dendrogramas derivados de ta-
les valores. La magnitud de los errores tipicos es lo suficientemente grande
para construir varios dendrogramas de las interrelaciones grupales (algunos
de los cuales pueden ser substancialmente diferentes de aquel generado como
el mas parsimonioso).

b) No existe un criterio cuantitativo definitivo en cuanto a la medicién de va-
lores observados de distancia genética en la resolucién de problemas taxo-
némicos. Sin embargo, la comparacién de los valores de distancia con aque-
llos publicados para otros grupos cercanamente relacionados sirve como til
patrén de referencia en la interpretacion de resultados relativos al status taxo-
némico de los organismos sujetos de investigacién.

6. Construccién de claves bioquimicas

Los datos electroforéticos de diferencias alélicas fijadas entre las especies pue-
den ser muy tutiles en la construccién de claves de identificacién, especialmente
cuando las especies bajo estudio son muy similares morfo[égicamente como para
decidir no utilizar los caracteres anatémicos en la identificacién de las mismas.
Tales claves bioquimicas son muy dutiles, particularmente si se trata de identi-
ficar muestras tisulares aisladas (ej. filetes de pescado). carentes de las carac-
teristicas morfo[égicas normales, o estadios de la vida temprana (ej. juveni]es.
larvas y embriones) que pueden ser inidentificables morfolégicamente.

7. Identificacién de hibridos interespecificos en F,

Cuando se demuestra que dos especies poseen numerosas diferencias alélicas
fijadas, la demostracién electroforética de fenotipos heterocigotos (para los dos
alelos parentales) en todos estos loci y en uno o mas individuos, constituye un
procedimiento sélido y directo para identificar a estos peces como hibridos inte-
respecificos Fi.

8. Estimacion de los tiempos de divergencia

Dado que en promedio las proteinas evolucionan a ritmos casi constantes, los
valores electroforéticos de distancia genética se pueden utilizar para aproximar
el tiempo absoluto de divergencia evolutiva en dos linajes. si la calibracién es
posible. Cuando tales estimaciones son para grupos similares de organismos que
hayan tenido historias evolutivas similares y estan basadas en datos de gran nua-
mero de loci génicos, nos permiten obtener valores lo suficientemente precisos
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de tiempos relativos de divergencia de los diferentes grupos, aun sin una cali-
bracién muy exacta.

9. Resolucion de problemas de nomenclatura

a) El uso combinado de estudios electroforéticos de material fresco o congelado,
junto con analisis morfométricos multivariados de especimenes tipo frescos
o preservados en museos, constituye una aportacién poderosa, general y poco
usual para resolver problemas de taxonomia formal de las especies involu-
cradas. Este aspecto multidisciplinario es particularmente fructifero cuando
la nomenclatura de las especies en cuestién esta basada en especimenes tipo
histéricos que no se puden someter al analisis electroféretico.

b) Cuando _el reconocimiento de una nueva especie se basa, en todo o en par-
te, sobre caracteres electroforéticos, se debe incluir una discusién de los ca-
racteres bioquimic_os diagnésticos en la publicacién de la descripcién de la
especie (Miller y El-Tawil, 1974; Shaklee y Tamaru, 1981; Waples, 1981).
En tales casos, se recomienda que los especimenes paratipo intactos, o teji-
dos aislados de los paratipos, o el holotipo. sean depositados en conge‘la.ci.én
(A-80° C) como material de referencia en un museo apropiado.

10. Limitaciones de aplicabilidad

Para cuestiones referentes a las interrelaciones de taxa mayores (sobr¢ el ni-
vel de especie), los conjuntos de datos bioquimicos pueden dar utiles interpre-
taciones (Shaklee y Whitt, 1981), pero no se deben utilizar en exclusién de
otra informacién tal como aquella sobre caracteres anatémicos, comportamiento,
patrones de desarrollo, cariotipos, etcétera. Los datos obtenidos a partir de ex-
[.;eiimentos electroforéticos tienen la ventaja de ser casi enteramente genéticos, y

la desventaja de representar un conjunto pequeiio de loci génicos y posiblemen-
te no. representativo.
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SuMMARY

Electrophoretic analysis of proteins can be utilized to clarify the taxonomic
status of species as well as the evolutionary relationships of populations, species



166 ANALES DE LA ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, VOL. 32

and higher taxa. Electrophoretic data for 16 gene loci in four species of groupers
from the Sea of Cortés. genus Epinephelus (Serranidae) demonstrate the exis-
tence of a close genetic relationship between two species of different subgenus
(Epinephelus and Cepha[opholis). Thus. an alternate scheme on the group phylo-
geny is proposed and the taxonomic status of the second subgenus for the american
species is discussed. Similar studies of lizardfishes (Synodonlidae) in the genera
Synodus and Saurida reveal that several unreported and/or undescribed species
occur in the Hawaiian Islands. The interrelationships of species and genera of
lizardfishes, groupers and of goatfishes (Mu"idae) were investigated by using
values of genetic distance derived from protein similarities and differences. These
comparisons provide classic examples of the bhasic independence of the rates of
biocliemical and morphological evolution.

Published electrophoretic investigations (including those of the author) on fish
speciation and evolution are reviewed and several guide]ines for future applica-
tions of the technique are proposed. The importance of sympatric samples, the
use of large numbers of gene loci and the conservative interpretation of genetic
distance values are emphasized. The utility of electrophoretic data for (a) iden-
tifying species; (b) identifying F: interspecific hybrids; and (c) estimating abso-
lute and relative clivergencc times belween taxa, are discussed. Fina"y. the
combined use of electrophoretic data from fresh specimens together with multiva-
riate morphometric analysis of both fresh specimens and preserved museum type
specimens is recommended as a robust approach for sorting out evolutionary
genetic and taxonomical problems.
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Distancia  Genética (D)
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Epinephelus E. analogus
E. acanthistius
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Fi. 1. Dendrograma (UPGMA, Sokal y Sneath. 1963) de valores de distancia ge-
nética (Nei, 1972) basado en todas las comparaciones pares posibles de
cuatro especies de cabrillas del Mar de Cortés, género Epinephelus.

1 {Cephalopholis) E. panamensis (1)

I
A —— Epinephelus
o E. acanthistius  (II)
|-(Epinephelus) E. labriformis (I
E. analogus (1D
(Cephalopholis) E. panamensis
I I
Il —— E. labriformis
FI I IV
B —{Epinephelus }— LA E. analogus
I E. acanthistius

Fi. 2. Dendrogramas comparativos que muestran las posibles relaciones filo-
genéticas de cuatro especies de cabrillas del Mar de Cortés, (A) en
base a las caracteristicas anatémicas (Smith, 1971); (B) de acuerdo
con los caracteres genéticos descritos en el texto. I, II, IIl y IV son
los grupos especie. Los subgéneros aparecen entre paréntesis.
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Distancia  Genetica (D)

1.2 12 28 06 24 22

—: M. vanicolensis
Mulloidchthys M. flavolineatus

M. pfiuderi

Upeneus

U. taeniopterus

Parapeneus P porphyreus

P pleurostdma
P multifasciatus

1 P bifasciatus
_E P chryserydos

54 18

162 126 "/

234 198
Tiempo de Divergencia (.Mjllonfs .de ahos )
Fic. 3. Dendrograma (UPGMA, Sokal y Sneath, 1963) de valores
de distancia genética (Nei, 1978) basado en todas las com-
paraciones pares posibles de nueve especies de salmonetes

del Archipi¢lago Hawaiano, géneros Mulloidichthys, Upeneus
y Parupeneus.

Distancia  Genetica (D)
18 16 14 12 19 08 06 04 902

T T L \ 1
S. ulge
S. variegatus
Synodus S. englemani
S. binotatus
Sayrida Savrida gracilis
N N 2 A 1 2 1 1 4

324 288 252 26 180 144 108 72 36

Tiempo de Divergencia ( Millones de anos )
Fic. 4. Dendrograma (UPGMA, Sokal y Sneath, 1963) de valores

de distancia genética (Nei, 1978) basado en todas las o::om-
paraciones pares posibles de cuatro especies de peces lagar-
to, géneros Synodus y Saurida.
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TaBLA 1. Frecuencias alélicas de los loci polimérficos en y entre cuatro especies de cabri-

llas del Mar de Cortés (género Epinephelus). Aquellos loci no listados aqui, se encontra-

ron fijados para el mismo alelo en las cuatro especies. Los valores préximos a los nombres
especificos indican el tamafio de las muestras,

Loc. * Ale. E. analogus E. panamensis E. acanthistius  E. labriformis
(15) (25) (15) (25)
Ldh-a a —_— —_— 1.00 —_—
b e 1.00 _ —_—
c 1.00 —_— 1.00 1.00
m-Mdh a —_— _— 1.00 —_
b —_— 1.00 _ 1.00
c 1.00 _ —_ —_
s-Mdh a —_— —_ 1.00 e
b 1.00 1.00 —_ 1.00
Me a 1.00 1.00 —_— 1.00
b —_ e 1.00 —_
Mpi-a a 1.00 1.00 _— 1.00
b —_— —_ 1.00 _
Pgm-b a 1.00 1.00 _ 1.00
b —_— —_— 1.00 e
Gpi-a a —_ —_— 0.20 o
b 0.90 1.00 0.80 0.84
c 0.10 e —_— 0.16
Gpi-b a —_ _ 1.00 —_—
b e 1.00 _ 1.00
c 1.00 —_— —_— o
Adh a —_ 1.00 —_— 1.00
b 1.00 —_— 1.00 —_
Sod-a a 1.00 1.00 _— 1.00
b —_ —_ 1.00 —_—
Sod-b a —_ —_— 1.00 —_
b 1.00 1.00 _— 1.00
Gdh a 1.00 1.00 —_ 1.00
b —_ _— 1.00 —_

* Nombres (abreviaturas) de los loci investigados: lactato deshidrogenasa (Ldh-a, Ldh-b,
Ldh-c), malato deshidrogenasa (m-Mdh, s-Mdh-a, s-Mdh-b), enzima malica (Me), manosa
fosfato isomerasa (Mpi-a), fosfoglucomutasa (Pgm-a, Pgm-b), glucosa fosfato isomerasa
(Gpi-a, Gpi-b), alcohol deshidrogenasa (Adh), superéxido dismutasa (Sod-a, Sod-b), glu-
cosa deshidrogenasa (Gdh).
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TasLa 2. Estimaciones de: identidad' genética, I (Nei; 1972). sobre-la diagonal, y de -distan-

cia. genética,, D =:— In: I bajo la .diaganal, para cuatro! especi¢s’ dé: cabrillas del Mar de

-Cortés. (género. Epinephetus). - Las. estimaciones se basdn en 16 loci:comunes, aparentemen-

te, a las cuatro especies.: Entre paréntesis; bajo lost:walores ‘de:distancia genética, estan

los tiempos de divergencia (en millones de afios) basados en la correlacién de Sarich (1977)

entre los valores de distancia genética”y los tiempos de divergencia para vertebrados, mo-
dificado "por ‘Carlson ‘ef ali:-¢1978). .

E. pana-n;er;sis. I‘E labriformis E. analogus E. acanthistius
E. panamensis _ 0.8269 0.6941 0.4584
E. labriformis 0.190 -—_— 0.7393 0.5299
(3.42)
E. analogus 0.365 0.302 _— 0.5460"'
(6.57) ., (5.43)
E. acanthistius 0.780 0.635 0.605 _—

(14.04) ~(11.43) (10.89)




TasLa 3. Estimaciones de identidad genética, I (Nei, 1978), sobre la diagonal y de Distancia
genética, D = — In I, bajo la diagonal para nueve especies de salmonetes del Archipiélago
Hawaiano (géneros Upeneus, Mulloidichthys y Parupeneus).

S S S S o o o .v o
- o Q o] -]
5 S, ) & 8 2 = 3 >
) 5 3 & g < 2 2 3
g £ 2 s & Y 3 g
@ @
U. taeniopterus _— 0.39 0.31 0.47 0.20 0.16 0.19 0.28 0.19
M. Flavolineatus 0.93 _ 0.48 0.71 0.41 0.35 0.37 0.44 0.29
M. pflugeri 1.17 0.74 S 0.54 0.28 0.28 0.20 0.27 0.24
M. vanicolensis 0.76 0.34 0.61 -— 0.32 0.35 0.31 0.45 0.27-
P. bifasciatus 1.63 0.89 1.29 1.13 — 0.90 0.74 0.74 0.66
P. chryserydos 1.85 1.04 1.29 1.05 0.11 — 0.73 0.71 0.69
P. multifasciatus 1.64 1.00 1.63 1.18 0.30 0.32 S 0.70 0.58
P. pleurostigma 1.29 0.82 1.31 0.79 0.30 0.34 0.36 —_ 0.56
P

. porphyreus 1.67 1.23 1.43 1.44 0.41 0.37 0.54 0.58 —_—

SONIIVIW S3D3d IA NOIDNTOAT X NOIDVIOI4SH D ’1 ‘snwa'] zadp']

cZl
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TaBLA 4. Estimaciones de identidad genética, I (Nei, 1978), sobre la diagonal y de Dis-
tancia genética, D = — In I, bajo la diagonal para cinco especies de peces lagarto (géneros
Synodus y Saurida).

S. ulae S. variegatus S. englemani  S. binotatus S. gracilis
Synodus ulae _ 0.54 0.41 0.31 0.17
S. variegatus 0.61 —_— 0.45 0.28 0.17
S. englemani 0.89 0.80 S 0.24 0.17
S. bionatus 1.17 1.28 1.42 e 0.17
Saurida

gracilis 1.78 1.75 1.76 1.76 —_

TaBLa 5. Diferenciacién genética promedio entre grupos de peces.

Poblaciones Especies Géneros
Similitud genética
promedio, I. 0.97 0.75 0.40
Distancia genética
promedio, D. 0.05 0.30 0.90

Intervalo de valores
D. 0.002-0.065 0.025-0.609 0.580-1.21




